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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

2.1. Bevezetés

A biotechnológia egyik fontos területe a valamilyen szempontból fontos és hasznos

peptidek és fehérjék előállítása. Számos esetben ezek az eredeti előfordulási helyükről

gazdaságosan nem izolálhatók, mivel forrásuk kellő mennyiségben nem fordul elő a

természetben, vagy a természetes gazdából kis koncentrációjuk miatt nem nyerhető ki

gazdaságos módszerekkel a megfelelő mennyiség. A fehérjék izolálását tilthatják etikai és

törvényességi okok is (pl. humán forrásból származó fehérjék), más esetekben a

természetben elő sem fordulnak, lévén a molekuláris biológia eszközeivel előállított

variánsai vagy részletei egy természetes fehérjének.

A fenti problémára kínálnak megoldást az expressziós rendszerek. Egy ilyen

rendszer, a kiválasztott expressziós gazda természetes fehérje szintetizáló apparátusát

használva, a megfelelő módon bejuttatott DNS fragmentben tárolt genetikai információ

alapján elméletileg tetszőleges fehérje termelésére képes. Természetesen a fehérje

termelést meghatározó legfontosabb tényező a gazdaszervezet. Ma már nagyon széles

skálán mozog ezek választható köre: lehet az prokarióta, egyszerű vagy fejlett

magasabbrendű szervezet is (pl. élesztő, növény vagy emlős), de lehet szövettenyészet

vagy akár in vitro transzlációs rendszer is.

Egy expressziós rendszer minőségét legtöbbször a termelt fehérje mennyisége

jellemzi legjobban, de fontos paramétere még a rendszer szabályozhatósága, könnyen

kezelhetősége, stabilitása, a termelt fehérje végleges formája és kitermelhetősége.

A következő irodalmi áttekintés bemutatja néhány, a dolgozat témaköréhez közel

álló expressziós rendszer felépítését, kiemelve az előbb említett minőségmeghatározó

paramétereket.
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2.2. Expressziós gazdák

2.2.1. Escherichia coli

A prokarióta modell-szervezet, az Escherichia coli 3 évtized alatt sem vesztette el

népszerűségét, mint fehérje expresszáló gazdaszervezet, habár az utóbbi évek kihívásai

nyilvánvalóvá tették korlátait (Jana és Deb, 2005; Makrides, 1996). Mint az egyik

legegyszerűbb felépítésű expressziós rendszer és egyben a legismertebb is, egyszerű

expressziós kísérletek elvégzésére a legmegfelelőbb választás. Egyszerűsége révén

használata gyors és szinte minden laboratóriumban rendelkezésre állnak az alkalmazásához

szükséges eszközök.

Azonban nagy mennyiségű termék előállítása vagy az eukarióta genomokban

kódolt komplexebb felépítésű fehérjék termelése gyakran akadályba ütközik, ugyanis az

E.coli intracelluláris rendszerei nem képesek a legtöbb idegen fehérje működéséhez

szükséges megfelelő poszttranszlációs modifikációk kivitelezésére. Ebből következően a

termelhető aktív fehérjék köre szűk. A szükséges chaperone molekulák alacsony

koncentrációja, esetleg hiánya a citoplazma redukáló erejével párosulva gyakran a

szintetizálódó polipeptidláncok hibás folding-ját (konformációját) eredményezi és a

fehérjetermékek ún. inclusion body-ként, kicsapódott formában nyerhetők csak ki. Ebben

az esetben szükség van a csapadék újbóli oldatba vitelére és a polipeptidlánc re-folding-

jára, azonban ez az út gyakran nem járható ezért a fehérjetermelés nem kivitelezhető. Így

elmondhatjuk, hogy az E. coli nem alkalmas olyan fehérjék termelésére, amelyekben nagy

a diszulfid-hidak száma, vagy amelyek aktivitásukhoz egyéb poszttranszlációs módosítást

igényelnek, mint például: glikoziláció, prolin cisz/transz izomerizáció, diszulfid

izomerizáció, lipid, szulfát vagy foszfát csoportok addíciója. Ezek hiánya aktivitás
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csökkenéssel, esetleg funkcióvesztéssel járhat, de gyógyászati felhasználás esetén az

immunrendszer reakcióját is kiválthatja egy nem megfelelően processzált fehérje.

2.2.2. Saccharomyces cerevisiae

Az E. coli alkalmazása során felmerülő problémák jelentős részét ki lehet küszöbölni a

pékélesztő (Saccharomyces cerevisiae) használatával (Romanos et al., 1992). Genetikáját

és biokémiáját tekintve minden bizonnyal a legismertebb eukarióta faj. 1981 óta használják

heterológ fehérjék expresszáltatására (Hitzeman et al., 1981) és az első engedélyezett

rekombináns humán vakcinát is élesztőben termelték (Valenzuela et al., 1982). 1996-tól a

teljes genom szekvenciája ismert és hozzáférhető (Goffeau et al., 1996). Az élesztők

előnyéhez tartozik még a bakteriális rendszerekhez hasonló egyszerű és olcsó

kezelhetőség. Használatukat a társadalom is könnyebben elfogadja, tekintettel több ezer

éves élelmiszeripari felhasználásukra, az angol rövidítés szerint GRAS (generally regarded

as safe), azaz biztonságosan használható mikróbának tekintjük.

Az élesztő expressziós rendszereknek is legfontosabb eleme a kódoló DNS szakasz

klónozását, az adott fehérje expresszióját, esetenként szekrécióját és az expresszáló

organizmus genomjában történő stabil fennmaradást biztosító vektor molekula. Ehhez

különböző genetikai szignálok és a molekuláris biológia gyakorlatát megkönnyítő

szekvenciaelemek szükségesek. Azaz a vektornak hordoznia kell a fehérjét kódoló

génszakaszt, továbbá talán az egyik legfontosabb elemként a tőle 5’ irányban az átírás

iniciációjáért felelős promóter régiót. 3’ irányban a transzkripciós terminátor található,

hiánya a szükségesnél jelentősen hosszabb mRNS-eket eredményezhet, ami a

transzkripciós apparátus túlterheléséhez vezethet. A genetikai manipuláció feltétele egy

olyan marker jelenléte a vektormolekulán, aminek segítségével meg lehet különböztetni a

vektort tartalmazó sejteket a vektor nélküliektől. Szükség van a vektor hatékony
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fenntartását biztosító genetikai elemekre is (lásd később). Az élesztő vektorok rendszerint

úgynevezett shuttle vektorok, azaz bakteriális elemeket is tartalmaznak (replikációs origó,

antibiotikum rezisztencia), mivel a DNS konstrukció elkészítése, in vitro manipulációja E.

coli-ban történik.

A Saccharomyces cerevisiae vektorokat két csoportra oszthatjuk a genomban való

fennmaradásukat tekintve: extrakromoszómálisak és integratívak. Az extrakromoszómális

vektorok a S. cerevisiae-ben természetesen is előforduló 2 µm-es plazmid származékai és

rendszerint 30 kópiában vannak jelen, illetve vannak alacsony kópiaszámú (1-2) vektorok

is, amelyek a genomi replikációs start szignálokat tartalmazzák. Nagy hátrányuk azonban,

hogy nem-szelektív körülmények között a kópiaszám csökkenhet, és a kisebb géndózis

alacsonyabb termékkoncentrációhoz, esetleg a fehérjetermelés leállásához vezethet. Az

integratív plazmidok használatával áthidalható a plazmidvesztés problémája. Ezek a

vektoron hordozott genomdarab révén homológ rekombinációval inzertálódnak az élesztő

azonos szekvenciát hordozó kromoszómájába és ott stabilan fennmaradnak.

A termék mennyiségét a vektor részéről a promóter befolyásolja döntő mértékben.

Leggyakrabban valamely glikolitikus enzim promóterét használják, mivel ezek

folyamatosan és aktívan iniciálnak átírást – úgynevezett konstitutív promóterek. Egy ilyen

rendszernek azonban nyilvánvaló hátrányai is vannak, ugyanis a sejt lassabban osztódik a

heterológ fehérje fokozott expressziója miatt, lassabban éri el a sejtkultúra a megfelelő

sejtszámot és a hosszabb fermentálási idő nagyobb tömegű degradált terméket és nem

utolsó sorban a költségek növekedését eredményezi. Ha a sejt anyagcseréjére, integritására

negatív hatással bíró anyagot termeltetünk, az tovább lassítja a sejtek szaporodását,

kiszelektálódnak a heterológ gént kisebb számban hordozó egyedek és csökken a nagyobb

géndózist hordozó populáció aránya. Ezek a problémák elkerülhetőek indukálható

promóterek bevezetésével. Működésükre jellemző, hogy legtöbbjük csak egy specifikus
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induktor molekula hatására iniciál transzkripciót. Indukálható promóter használatával

lehetséges kétszakaszos fermentálást végezni, azaz első lépésben a biomassza

koncentrációját növelni a kellő mértékűre, majd az induktor molekula hozzáadásával a

heterológ expressziót beindítani.

Nagy előnye egy expressziós rendszernek, ha a termelt fehérjét szekretálja is

környezetébe, így a terméket sokkal egyszerűbben, a sejtek feltárása nélkül lehet

kitermelni, így több tisztítási lépés kiküszöbölhető. A szekréció további előnye, hogy egy

ilyen termék az intracelluláris proteázoktól is védve van. S. cerevisiae rendszerekben

létezik ilyen szekréciós út. A megfelelő szekréciós szignált kell a fehérje kódoló

szekvenciához illeszteni és ennek eredményeként az átíródás és érés után a heterológ

fehérje a sejten kívülre jut, miközben a szekréciós szignál lehasítódik róla. Leggyakrabban

a prepro α mating factor szekréciós szignált használják. Azonban a 30 kD-t meghaladó

molekulatömegű fehérjéket a S. cerevisiae már nem képes hatékonyan szekretálni.

A szekréciós út során lezajlanak a már említett poszttranszlációs modifikációs

folyamatok, azaz kialakulnak a diszulfidhidak, chaperone molekulák segítségével kialakul

az aktív harmadlagos szerkezet, az esetleges multimerek összeszerelődnek és lezajlik a

glikoziláció, azaz a sejt szénhidrátcsoportokat kapcsol a polipeptidhez, többé-kevésbé

azokon a pontokon, ahol a magasabbrendűek, köztük az emlősök is. A Saccharomyces

cerevisiae által termelt fehérjék azonban leggyakrabban a glikoziláció miatt bizonyulnak

antigén tulajdonságúnak, mivel sok esetben túlglikoziláltak, azaz több mannóz egység

kapcsolódik a fehérjéhez, mint például egy emlős sejt esetében.

2.2.3. Pichia pastoris

A Pichia genus-ra először az alkohol oxidázok vizsgálata során figyelt fel a tudományos

közvélemény. Az alkohol oxidáz enzimet (EC 1.1.3.13.) először egy Polyporus fajban írták
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le (Janssen et al., 1965), majd később bizonyítottá vált jelenléte számos további

basidiomycetes fajban is (Kerwin és Ruelius, 1969). Az enzim egy flavoprotein, flavin-

adenin-dinukleotidot (FAD) tartalmaz prosztetikus csoportként. Primer alkoholok

oxidációját katalizálja – molekuláris oxigént használva – a megfelelő aldehiddé és

hidrogén-peroxiddá. A folyamat a citoplazma többi részétől elzártan, a peroxiszómában

zajlik. Legalacsonyabb kM értéket a primer alkoholok közül a metanol mutat, míg a

szénlánc hosszabbodásával ez az érték gyorsan nő (Janssen és Ruelius, 1968). Kezdetben

az anyagcsere utakban betöltött szerepe nem volt ismert, később derült ki, hogy a metanol

hasznosítás kulcsenzime számos élesztőben, amelyek képesek a metanolt egyedüli szén- és

energiaforrásként hasznosítani. Az első metilotróf élesztőt, a Candida boidinii-t 1969-ben

írták le (Ogata et al., 1969), amit hamarosan több izolátum követett, amelyek négy genus-

ba sorolhatók: Candida, Hansenula, Pichia és Torulopsis (Hazeu et al., 1972). Ezeknek az

élesztőknek a metanol hasznosító képessége lehetővé tette, hogy fehérje forrásként

szolgáljanak (SCP – single-cell protein projektek), ami további intenzív kutatásukat

eredményezte (Hazeu et al., 1972; Cooney és Levine, 1972; Tani et al., 1978). A Phillips

Petroleum Company támogatta a tápoldatok és fermentációs eljárások kifejlesztését a

Pichia pastoris esetében, amelynek eredményeként nagyon magas sejtszámot értek el (130

gramm száraz sejttömeg literenként) folyamatos rendszerű fermentálás során. Sajnos a 70-

es években bekövetkezett olajválság eredményeként a metán (a metanol gyártás

alapanyaga) ára felszökött, míg az alternatív fehérjeforrás, a szója ára leesett, így az SCP

projectek gazdaságtalanná váltak és véget is értek.

A 80-as években ismét lendületet kapott a Pichia pastoris vizsgálata, amikor a

Phillips Petroleum és a Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates Inc. megkezdte

egy heterológ fehérje termelésre alkalmas rendszer kifejlesztését. Sikeresen izoláltak

alkalmas promótert, szelekciós markereket, kifejlesztették a hatékony manipulációt
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lehetővé tevő módszereket és mára már az ipari célú rekombináns fehérjetermelés egyik

leghatékonyabb eszköze, továbbá a sejtbiológusok által vizsgált eukarióta modellszervezet

a Pichia pastoris. Ipari célú alkalmazását számos előnyös tulajdonsága indokolja: magas

termékkoncentráció a sejten belül, de akár azon kívül is: néhány gramm is elérhető a

tenyésztőközeg egy literére vonatkoztatva (Macauley-Patrick et al., 2005); a fermentációs

sémák léptéknövelése általában könnyen kivitelezhető; nincs szükség komplex táptalajra,

mint a magasabbrendűeknél; szekretált termék esetében egyszerű a fehérjetisztítás, ugyanis

lehetőség van alacsony fehérje tartalmú táptalajok használatára miközben a sejt kevés natív

proteinjét szekretálja (Cregg et al., 1993); és nem utolsó sorban aktív formában nyerhető ki

a termelt protein, köszönhetően a megfelelő poszttranszlációs érési folyamatoknak, például

G-fehérje kapcsolt fehérjét is képes hatékonyan, funkcionális formában termelni a Pichia

rendszer, míg az E. coli, Saccharomyces cerevisiae és Baculovirus alapú rendszerek nem

(de Jong et al., 2004).

2.2.3.1. Promóterek

A Pichia törzsek expressziós gazdaként való alkalmazását az a megfigyelés indította el,

hogy a metanol hasznosítás enzimei csak metanol jelenlétében termelődnek (Egli et al.,

1980), ami indukálható promóter jelenlétére utal. Az anyagcsereút enzimei közül

legnagyobb mennyiségben az alkohol oxidáz van jelen, ugyanis az enzimnek alacsony az

oxigénhez való affinitása és a sejt ezt a promóter magas aktivitásával kompenzálja.

Fermentorban, metanol limitált növesztés során az alkohol oxidáz mennyisége az összes

oldható fehérjék 30 %-t is elérheti (Couderc és Baratti, 1980).

A Pichia pastoris genomja két alkohol oxidáz gént tartalmaz, az AOX1-t és az

AOX2-t (Cregg et al., 1989). Az alkohol oxidáz aktivitás túlnyomó többségéért az AOX1

gén a felelős, aminek működése transzkripciós szinten szabályozott (Ellis et al., 1985;
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Cregg et al., 1989), optimális körülmények között a sejt mRNS készletének 5 %-át az

alkohol oxidáz mRNS teszi ki, míg a legtöbb más szénforrás használatakor nem

kimutatható a jelenléte (Cregg és Madden, 1988). Az AOX1 promóter szabályzásában két

mechanizmus játszik szerepet. Bizonyos szénforrások, abban az esetben, ha mennyiségük

nem limitáló a sejtek szaporodására nézve – azaz kellő mennyiség van a tápoldatban –

represszálják a génműködést. Ilyenek a glükóz és a glicerol. A metanol ezzel szemben,

egyedüli szénforrásként alkalmazva indukálja a génműködést. A represszáló szénforrás

eltávolítása nem indítja be jelentős mértékben a transzkripciót, metanol jelenléte

mindenképpen szükséges a magas promóteraktivitás eléréséhez. (Tschopp et al., 1987)

A fentiek alapján az AOX1 promóter ideális választás, ha szabályozható módon,

nagy mennyiségű heterológ fehérjét kell termelni. További előnye, hogy az induktor

molekula, a metanol elválasztása a terméktől nem jelent problémát, szemben más

rendszerek indukálószereivel. Kétszakaszos fermentáció is kivitelezhető, azaz a kívánt

biomassza mennyiség elérhető represszáló szénforrás segítségével, majd annak kimerülése

után metanol hozzáadásával a heterológ fehérjetermelés elindítható. Ezzel a módszerrel

akár a sejtre nézve toxikus fehérjék is előállíthatók (Woo et al., 2002).

Folyamatos fermentáció is kivitelezhető az AOX1 promóter használatával, ez

különösen eredményes Mut– fenotípusú élesztők esetében, amelyek mindkét alkohol

oxidáz génje funkcióképtelen. Ebben az esetben a sejtek az AOX1 promótert nem

represszáló szénforrást hasznosítanak a termelési szakaszban (szorbitol, mannitol, alanin),

miközben kis mennyiségű metanol hozzáadásával a heterológ fehérje termelése

fenntartható (Sreekrishna et al., 1997).

Mások eredményei szerint a mannitol gyenge indukálószerként is működik,

közepes mértékben indukálva az AOX1 promótert (Sears et al., 1998), az ellentmondó

eredmények valószínűleg a termelt fehérjék különbözőségére vezethetők vissza.
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Az alkohol oxidáz gén szénforrás nélkül, azaz éhezéskor is indukálódik, habár

meglehetősen gyengén, alacsony szintű heterológ fehérje termelődést eredményezve

(Tschopp et al., 1987).

Az AOX2 gén promótere is hasonló mechanizmusok szerint működik, de aktivitása

mintegy tizedrésze az AOX1 promóternek (Cregg és Madden, 1988)

Az indukálható promóterek között még meg kell említeni a dihidroxi-aceton

szintetáz gén (DHAS) promóterét, ami szintén a metanol hasznosítás enzime. Ez a

promóter is hatékonyan indukálható metanollal, azonban alacsonyabb termékmennyiséget

eredményez, mint az AOX1 promóter. A formaldehid dehidrogenáz is a metanol

metabolizálás eleme, illetve a metilamin metabolizmusa során felszabaduló formaldehiddel

szemben is véd. Promótere, az FLD1 promóter metanollal és metilaminnal is indukálható.

Ennek előnye a heterológ expresszió szempontjából, hogy metilamin indukció mellett a

sejt képes folyamatosan glükózt vagy glicerolt hasznosítani egyedüli szénforrásként

(Resina et al., 2004).

Nem minden esetben szükséges a növekedési és a fehérje termelési szakaszt

szétválasztani. Sikeresen használnak heterológ expresszióra konstitutív promótereket is, ha

a folyamatos heterológ expresszió nem citotoxikus hatású, illetve nem gátolja jelentősen a

sejtek növekedését. Legjellemzőbb példa a gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz (GAP1)

promóter, amellyel az AOX1-gyel összemérhető hatékonyság érhető el. (Menendez et al.,

2004). Két, AOX1 promótert és GAP1 promótert tartalmazó expressziós kazetta együttes

alkalmazásával, metanol indukció után a termelt fehérje mennyisége tovább fokozható

(Wu et al., 2003).
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2.2.3.2. Vektorok

Számos különböző vektorcsalád hozzáférhető, melyek a Pichia pastoris sejtekbe juttatva a

heterológ fehérje termelést lehetővé teszik. A vektor sejtbe juttatására több transzformációs

protokoll is rendelkezésre áll, hasonlóan a Saccharomyces cerevisiae-hez. A

leghatékonyabb az elektroporálás, ezen kívül a szferoplaszt transzformálás, illetve a lítium

klorid és polietilén glikol-1000 használatán alapuló transzformálás a leggyakrabban

használatosak (Cregg et al., 1985; Wu és Letchworth, 2004). Alapvetően kétféle vektort

különböztetünk meg, az egyik csoport transzformálás után a gazda genomjába integrálódik

homológ rekombinációval, aminek feltétele egy, a genomi DNS szekvenciával homológ

fragment jelenléte a vektoron. A reakció hatékonysága fokozható a vektor linearizálásával,

a homológ szekvencián belüli hasítással. Ez az út stabil transzformánsokat eredményez és

lehetővé teszi a kópiaszám növelését többszörös integrációval, ami tovább fokozhatja a

rendszer fehérjetermelő képességét. Mivel a homológ rekombináció ritka esemény, így

ennek a módszernek hátránya, hogy csökkent hatékonyságú transzformációval jár. Ezzel

szemben az úgynevezett replikálódó vektorok használata során minden sejt, amibe a vektor

molekula bejut, képes szelektív körülmények között növekedni. Ezt a vektor replikációját

segítő szekvencia elemek teszik lehetővé, melyek általában kromoszóma eredetű

replikációs start szignálok.

Az expressziós vektorok mindegyike, a pékélesztő vektoraihoz hasonlóan, ún.

shuttle vektor, azaz tartalmaznak bakteriális replikációs origót és szelekciós markert. Az

élesztő-specifikus szelekció biztosítására minden ilyen vektoron található egy ezt biztosító

szelekciós elem. Az expressziós kazetta egy promóterből – rendszerint az AOX1 promóter

– és egy AOX1 eredetű transzkripciós terminátor elemből áll, a kettő közé építhető be a

termeltetendő fehérjét kódoló szekvencia, ezt általában egy multi cloning site (MCS) segíti.

A natív AOX1 gén esetében az alkohol oxidáz leolvasási keretet egy kivételesen hosszú
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(116 nt) nem-transzlálódó szekvencia előzi meg (Ellis et al., 1985). Gyakran abban az

esetben érhető el a legjobb expressziós eredmény, ha a heterológ fehérje start kodonja a

lehető legközelebb van az AOX1 ATG pozíciójához. Ennek megfelelően a legtöbb vektor

esetén ezzel a ponttal egybe esik az első hasítóhely a MCS-on.

2.2.3.3. Szelekció

A számos ismert szelekciós lehetőséget két csoportra oszthatjuk, az egyik csoport

bioszintetikus utak enzimeit kódoló géneket használ: HIS4 (Cregg et al., 1985), ARG4,

ADE1 és URA3 (Cereghino et al., 2001). Természetesen a vektor által biztosítandó

prototrófiának megfelelő auxotróf mutáns törzsek is rendelkezésre állnak. A másik

csoportot a domináns rezisztencia-markerek képezik: G418 (Neomycin, Scorer et al.,

1994) és Zeocin (Higgins et al., 1998). Ezek a markerek széles specifitásúak, szinte

minden eukarióta sejtben működőképesek. További előnyük, hogy a rezisztencia mértéke

géndózis függő, így az expressziós vektorból több kópiát tartalmazó sejtek közvetlenül

szelektálhatóak. Azonban használatuk, az auxotróf markerekkel összehasonlítva, a

költségeket jelentősen növelheti.

2.2.3.4. Glikoziláció

A poszttranszlációs lépések közül a diszulfid hidak képzése és a nascens proteinek helyes

folding-ja, ahogy Saccharomyces-ben is, többnyire megfelelően megy végbe. A

glikoziláció az, ami a termelt fehérje minőségét különösen befolyásolja. Mind a hibás

glikoziláció, mind pedig a glikoziláció hiánya eredményezheti a fehérjék funkciójának

csökkenését, illetve a felhasználás során immunreakció kiváltó oka is lehet.

A glikozilációs reakciók egyik típusa cukor csoportokat kapcsol egyes szerin és

threonin oldalláncokhoz, azok hidroxil csoportján keresztül (O-glikoziláció). Emlősök

különböző cukor egységeket képesek ilyen módon a fehérjéhez kapcsolni, például: N-
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acetil-galaktózamint, galaktózt és sziálsavat. Alacsonyabb rendű eukarióták, mint az

élesztők, ezzel szemben csak mannóz addícióra képesek. További probléma, hogy

különböző expressziós gazdák különböző oldalláncokon glikozilálják a polipeptideket.

Az N-glikozilációs reakciókban az Asn-X-Ser/Thr motívum aszparagin oldallánca

módosul, az endoplazmatikus retikulumban glükózból, mannózból és N-acetil-

glükózaminból álló oligoszaharid egység kapcsolódik a fehérjéhez. A Golgi-apparátus

tovább módosítja a cukor oldalláncot, egyes cukor csoportokat lehasít, amit emlősök

esetében számos különböző monoszaharid addíciója követ. Ezzel szemben

Saccharomyces-ben a Golgi-apparátus csak mannóz egységekből álló hosszú, 50-150

tagszámú oldalláncokat kapcsol a fehérjéhez, ami hiperglikozilációhoz vezet. A Pichia

pastoris is csak mannóz egységek addíciójára képes ezen a ponton, azonban ez gyakran

sokkal kisebb mértékű, így lehetőség nyílik funkcióképes, nem antigén tulajdonságú

fehérjék termelésére. Ezen kívül Pichia pastoris esetén a terminális mannóz egység nem α-

1,3 kötéssel kapcsolódik, ami a humán gyógyászati felhasználást kizárná.

Újabban kísérletek folynak a különböző expressziós gazdák, így a Pichia pastoris

esetében is a glikozilációs folyamatok módosítására, hogy a termeltetett fehérje humán

célú felhasználása rutinszerűvé válhasson (Bretthauer, 2003; Wildt és Gerngross, 2005).

2.2.3.5. Szekréció

A bakteriális rendszerekkel szemben a Pichia pastoris is képes a termelt polipeptidlánc

szekréciójára az endogén szekréciós útján keresztül, amely felismeri a szignállal jelölt

polipeptideket, szekretálja a sejten kívülre, miközben a szekréciós szignált lehasítja. Ahogy

már említettük, saját fehérjéi közül keveset szekretál ez az élesztő, így könnyen elérhető,

hogy a tenyésztőközegben található fehérjék nagy többségét a termelt heterológ fehérje

adja.
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Különböző szignálszekvenciák működését igazolták már. A leggyakrabban használt

a Saccharomyces cerevisiae α mating factor-jának prepro szignálja (Scorer et al., 1993),

kevésbé elterjedt, bár hatékonyan működik a Pichia pastoris PHO1 szignálja is (Zhu et al.,

1996). Számos esetben heterológ szignál nélkül is szekretálódnak az eredeti, természetes

gazdában is szekretált fehérjék (Liao et al., 1996), sőt, gyakran ez bizonyul a

leghatékonyabb módszernek. Néhány kutatócsoport a szignál szekvenciájának, illetve

hosszának módosításával ért el kiemelkedő szekréciós eredményt (Martínez-Ruiz et al.,

1998; Kjeldsen et al., 1999).

2.2.3.6. Degradáció

Gyakori probléma expressziós rendszerek esetében, hogy a termék degradálódik, a

kitermelt protein jelentős hányadát rövidebb láncú polipeptidek teszik ki. Esetenként

változó a degradáció mértéke, de még szekretált fehérjék esetében is lehet olyan mértékű,

hogy a termelést gazdaságtalanná teszi az emiatt csökkent termékmennyiség (esetleg az

aktivitás elvesztése) és a degradált termék(ek) eltávolítását jelentő extra tisztítási lépés

miatt. Szekretált fehérjék degradációját intracelluláris proteázok okozhatják, melyek a

valamilyen ok miatt lizált sejtekből szabadulnak fel, emellett szekretált és sejthez kötött

proteázok is szerepet játszhatnak (Kang et al., 2000), habár ezek mennyisége Pichia

pastoris esetében alacsony.

Proteáz deficiens törzsek használata jelentősen csökkentheti a termék degradációját.

Az intracelluláris proteázok aktiválásában szerepet játszó proteináz A és az egyik

legfontosabb intracelluláris proteáz, a proteináz B enzimek génjeinek (PEP4 és PRB1)

deléciója külön-külön is eredményes, a kettős deléció hatása még erősebben csökkenti a

sejt proteolitikus aktivitását. Azonban a módosított sejtek életképessége csökken, osztódási
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idejük megnő, és a transzformációs hatékonyság is csökken, feltehetőleg a sejt felborult

fehérje anyagcsere folyamatai miatt.

Ha lehetőség van rá, célszerűbb a termelt fehérje szekvenciáját módosítani a

proteáz felismerőhelyeken, esetleg ezt a motívumot deletálni. Természetesen ez az út csak

abban az esetben járható, ha a módosítás nem az aktivitáshoz közvetlenül vagy közvetetten

nélkülözhetetlen szekvencia részleten belül történik.

Eredményes lehet a fermentációs körülmények optimalizálása a degradáció

minimalizálása szempontjából. A Pichia pastoris széles pH tartományban (3.0-7.0) képes

növekedni, ezen belül kell találni olyan értéket, amin a kérdéses proteáz aktivitása

minimális. Eltérő pH érték bizonyult hatékonynak különböző proteinek esetében

(Kobayashi et al., 2000; Koganesawa et al., 2002). A termék stabilitása tovább fokozható

aminosavakban gazdag adalékok, például pepton alkalmazásával. Feltehetőleg kompetitív

szubsztrátként viselkedik az adalékanyag, vagy represszálja a nitrogénforrás limitációjakor

indukálódó proteáz termelést. Alacsonyabb fermentációs hőmérséklet (20-25 ºC a szokásos

30 ºC helyett) is csökkentheti a termék degradációjának mértékét (Li et al., 2001). Ennek

oka lehet a termék rosszabb stabilitása magas hőmérsékleten, hibás folding a fehérje érés

során, de az intracelluláris proteázokból is több jut a tápközegbe magasabb hőmérsékleten,

az elpusztult sejtekből. Specifikus proteáz gátlók alkalmazása is eredményre vezet (Shi et

al., 2003), azonban használatuk jelentősen növeli a fermentációs költségeket.

2.2.4. Egyéb metilotróf élesztők

A fakultatív metilotróf élesztők csoportját négy genus alkotja: Candida, Hansenula, Pichia

és Torulopsis, közülük expressziós rendszerekben a Pichia pastoris-on túl a Hansenula

polymorpha-t (Mayer et al., 1999), Pichia methanolica-t (Hiep et al., 1993) és a Candida
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boidinii-t (Sakai et al., 1991) használják, melyek a Candida kivételével a kereskedelemben

hozzáférhető, ipari célokra is megfelelő rendszerek.

Az említett élesztőkben a metanol hasznosító anyagcsereutak megegyeznek. A

kifejlesztett fehérje expressziós rendszerekben a heterológ fehérje termelést leggyakrabban

az alkohol oxidáz promóter irányítja. A P. methanolica a P. pastoris-hoz hasonlóan két

alkohol oxidáz génnel rendelkezik (Raymond et al., 1998), a H. polymorpha és a C.

boidinii eggyel (Ledeboer et al., 1985; Sakai és Tani, 1992). Érdekes tulajdonsága a H.

polymorpha promóternek, hogy működését a glicerol derepresszálja, így metanol

használata nélküli fermentációs sémák is kivitelezhetőek.

Az alternatív promóterek közül a metanolhasznosítás többi génjének promóterei is

hatékonyak, de konstitutív promótereket is ismerünk, például a H. polymorpha GAP1 és

PMA1 promóterei (Sohn et al., 1999; Cox et al., 2000).

A Pichia rendszerek vektorai a genomba épülnek be homológ rekombinációval, a

vektoron hordozott genomrészlettel homológ régión keresztül, a gyakorlatban a HIS4,

AOX1 illetve AUG1 géneket használják. A P. methanolica és a H. polymorpha esetén az

illegitim rekombináció is megfelelő hatékonysággal zajlik, így a vektor képes a genom

véletlenszerűen választott helyeire inzertálódni, a Hansenula esetében akár száz kópiában

is. Ismertek Hansenula vektorok, melyek a rajtuk lévő genomi replikációs start helyeknek

(HARS szekvenciák) köszönhetően képesek a sejten belüli replikációra, amíg a random

integráció bekövetkezik (Hollenberg és Gellissen, 1997).
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3. CÉLKITŰZÉS

A Bay Zoltán Biotechnológiai Intézet működésének egyik célja a gazdasági élet szereplői

számára végzett, a gyakorlatban közvetlenül hasznosítható kutatás-fejlesztés kivitelezése.

Ezen belül gyakran merül fel olyan feladat, melynek során egy növényi, állati vagy humán

eredetű fehérjét, vagy azok bizonyos részeit kell nagy mennyiségben, aktív formában

előállítani. Erre valamilyen általánosan elterjedt, vagy – nem kereskedelmi célra - jogi

oltalom alatt álló expressziós rendszert használunk. A prokarióta rendszerek szakmai

korlátait az Irodalmi áttekintés fejezetben már bemutattuk. A védett, magasabbrendű

rendszerek használata ezt a hátrányt kiküszöböli, de jelentősen növeli a munka költségét.

Ezért célul tűztük ki egy gyakorlatban is használható, metilotróf élesztő gazdára alapozott

expressziós rendszer kifejlesztését, ami rendelkezik mindazon előnyökkel, melyeket az

előző fejezetben tárgyaltunk. Fontos szempont természetesen, hogy a rendszer minden

eleme saját fejlesztésű legyen, használata jogi korlátokba ne ütközzön.

A fejlesztés egy megfelelő élesztő törzs kiválasztását, az expressziós vektorokban

használható promóterek izolálását és karakterizálását, a vektor stabil fennmaradásának

biztosítását, szelekcióra alkalmas markergének alkalmazását, és a heterológ kódoló

szekvenciák könnyű inzertálására alkalmas plazmidok konstruálását igényli. A

dolgozatomban a fenti célok elérését célzó munkámat, annak néhány eredményét mutatom

be.
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4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

4.1. Mikrobiális technikák

4.1.1. Élesztők szaporítása

Az élesztők szaporításához, ha a kísérlet céljával összeegyeztethető volt, gazdag tápoldatot

használtunk (1 % élesztő kivonat, 2 % pepton, 2 % glükóz; 1.5 % agar a táptalajokhoz),

szükség esetén 100 µg/ml Zeocinnal (Invitrogen) kiegészítve. Egyéb esetekben minimál

tápoldatot (0.34 % élesztő nitrogén bázis, 1 % ammónium szulfát; 1.5 % agar

táptalajokhoz) alkalmaztunk, amihez szénforrásként általában 2 % glükózt használtunk,

bizonyos esetekben 2 % mannitolt, 1 % glicerolt, illetve metanolt különböző

koncentrációban. Táptalajon növesztéskor 100 µl metanolt közvetlenül a felfordított Petri

csésze tetejére mértünk, 24 óránként pótolva az elpárolgott mennyiséget. A fentieken kívül

szükség esetén még 40 mg/l hisztidint használtunk. A tenyészeteket 28 °C-on inkubáltuk.

4.1.2. Élesztő transzformálás

A Pichia pastoris GS115 törzset elektroporálással transzformáltuk (Ausubel et al., 1994.

13.7.5 fejezet), Wu és Letchworth (2004) módosítása szerint. 8 ml gazdag tápoldatban az

élesztőket felnövesztettük OD600=1 értékig, majd centrifugálás után (5 perc, 4 °C, 3000 g)

30 percen át szobahőmérsékleten inkubáltuk 100 mM lítium acetát, 0.6 M szorbitol, 10

mM Tris-HCl (pH 7.5) és 10 mM ditiotreitol oldatban. A sejteket háromszor mostuk 1.5 ml

hideg 1 M szorbitollal és végül 40 µl szorbitolban szuszpendáltuk. 100 ng transzformáló

DNS-t adtunk hozzá 1 µl térfogatban, 1 mm réstávolságú elektroporációs küvettába

(Invitrogen) mértük és jégen tartottuk 5 percet. BTX gyártmányú Elektro Cell Manipulator

600 készülékkel elektroporáltuk a sejteket (paraméterek: 0.75 kV, 25 µF, 186 Ω) majd
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jégen tartottuk további 5 percen át. Zeocin tartalmú lemezre szélesztés esetén a sejteket 2

órán át hagytuk regenerálódni 1 M szorbitol oldatban, 28 °C-on. Ezt követően szelektív

táptalajra szélesztettük a teljes reakciótérfogatot.

4.1.3. Bakteriális technikák

Az Escherichia coli DH5α törzsének tenyésztéséhez LB tápoldatot (1 % tripton, 0.5 %

élesztőkivonat, 0.5 % NaCl, [pH 7.2] ), vagy 1.5 % agart tartalmazó LB táptalajt

használtunk, szükség szerint a megfelelő antibiotikummal kiegészítve. Elektrokompetens

sejt készítésekor és a sejtek elektroporálásakor (Sambrook et al., 1989) szerint jártunk el.

4.1.4. Alkohol oxidáz aktivitás kimutatása

4.1.4.1. Sejtfeltárás

10 OD600 egységnyi élesztőkultúrát vizsgáltunk minden esetben. A sejteket centrifugáltuk

(5 perc, 4 °C, 3000 g), a felülúszót leöntöttük. Az aktivitás időfüggésének vizsgálatakor a

sejteket ebben a fázisban –80 °C-on tároltuk, és az utolsó mintavételt követően folytattuk a

feltárást. A mintákat a további lépéseknél minden esetben jégen tartottuk. A feltáró

pufferben (50 mM nátrium foszfát [pH 7.4], 1 mM EDTA, 5 % glicerol) újra szuszpendált

sejteket centrifugáltuk, és a felülúszót leöntöttük. 200 µl feltáró pufferben szuszpendáltuk

és 200 µl térfogatú 0.3 – 0.4 mm átmérőjű üveggyöngyöt adtunk hozzá, majd 8-szor 30

másodpercen át vortexeltük, 30 másodperces jeges inkubálások közbeiktatásával. Újabb

centrifugálást követően a felülúszót tiszta Eppendorf csőbe szívtuk át és 4 °C-on

centrifugáltuk (30 perc, 16000 g). A tiszta felülúszót használtuk a további lépésekben.
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4.1.4.2. Fehérjemeghatározás

A kalibrációs görbe készítéséhez 0.5 mg/ml BSA oldatnak 5, 10, 15 és 20 µl-ét adtuk 1 ml

Bradford reagenshez (1 literhez: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 oldva 50 ml 95

% etanolban, 100 ml 85 % foszforsav, steril vízzel egy literre kiegészítve, szűrőpapíron

átszűrve és 4 °C-on tárolva) és 15 perc 25 °C -os inkubálás után az oldatok fényelnyelését

mértük 595 nm-en. A kapott adatok segítségével meghatároztuk a fényelnyelés

koncentrációtól való függését. A méréshez 1 ml Bradford reagenshez különböző

mennyiségű mintát adtunk (0.1 – 50 µl), ezek közül azokat használtuk, melyeknél a szabad

szemmel megbecsült színváltozás a BSA hígítási sor által lefedett tartományba esett. A 25

°C-on történt inkubáció után (15 perc) mért 595 nm-es fényelnyelési értékekből a minták

fehérjekoncentrációját meghatároztuk.

4.1.4.3. Poliakrilamid gélelektroforézis

Felvitel előtt 1/6 térfogat 50 %-os szaharóz oldatot adtunk a fehérjemintákhoz. A

szeparálásra 5 %-os nem denaturáló poliakrilamid gélt használtunk (0.05 M Tris/Glicin

puffer [pH 8.3], 5 % akrilamid, 1 % ammónium-perszulfát, 0.1 % N,N,N’,N’–tetra-etil-

metilén-diamin [TEMED]), az elválasztás 3 órán át 100 V feszültség alkalmazásával

történt, 4 °C-on.

4.1.4.4. Az enzimaktivitás kimutatása

Az elektroforézist követően a gélt desztillált vízzel mostuk 1 percig, majd a 150 cm2

felületű és 1 mm vastagságú gélhez 50 ml reakció elegyet adtunk, és sötétben,

szobahőmérsékleten inkubáltuk 16 órán át. A kapcsolt enzimreakció sárga színű terméket

eredményez. A reakcióelegy 0.8 % metanolt, 1 % o-dianizidin x 2 HCl-t, 0.1 % 2 mg/ml

koncentrációjú peroxidázt (hozzávetőleg 2 U-nak megfelelő mennyiség) tartalmazott 100
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mM foszfát pufferben (pH 7.5). A színreakció után a gélt két celofánlap közé helyezve

szárítottuk és száradás után (24 óra) dokumentáltuk.

4.1.5. Plazmidvesztés-teszt

Szelektív tápoldatban növesztett 1.5 ml starter kultúrából, amikor annak 600 nm-en mért

denzitása 0.5 és 1.5 között volt, beoltottunk 10 ml szelektív tápoldatot 0.01 OD600

kiindulási értékre. Következő nap, amikor a kultúra denzitása elérte a 0.8 – 1.2 OD600

értéket, megfelelő térfogatú mintát (Mintakezd) vettünk és szélesztettük szelektív, illetve

nem szelektív táptalajra (3-3 párhuzamos), illetve beoltottunk 10 ml nem-szelektív

tápoldatot 0.001 OD600 értékre (ODkezd). Egy nap múlva, amikor a denzitás elérte a 0.8 –

1.2 OD600 értéket (ODvég) ismét mintát (Mintavég) vettünk és szélesztettük szelektív, illetve

nem szelektív táptalajra, szintén 3-3 párhuzamossal dolgozva.

72 órával a szélesztések után a szelektív és a nem szelektív lemezeken kinőtt

telepek számának az aránya adta meg a mintavételkori (Mintakezd és Mintavég) plazmid

tartalmú sejtek arányát (Pkezd és Pvég). Az osztódások számát (d) a következő képlettel

számoltuk ki: d=
ln2

)/ODln(OD kezdvég  (Dr. Csontos József, személyes közlés). A

generációnkénti plazmidvesztést kiszámításához Murray és Szostak (1983.) képletét

használtuk: )1(2
)/ln(

d
PkezdPvég

e−× . Végeredményként 3 független kísérlet eredményét

átlagoltuk, illetve számoltuk a szórását.

4.1.6. Kvalitatív β–galaktozidáz gyorsteszt

A metanol tartalmú szelektív táptalajon felnőtt telepekre Whatman 3MM szűrőpapír

korongot helyeztünk és óvatosan rányomtuk, hogy a lemez felületén átnedvesedjen, majd

lassan, a szélénél fogva felemeltük (a telepek jelentős része szabad szemmel is jól látható
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ekkor a szűrőpapír felületén, és a további lépések során is). A szűrőpapíron lévő sejteket

folyékony nitrogénben tártuk fel: gyors fagyasztást követően a sejteket hagytuk lassan

visszamelegedni 25 °C-ra, és ezt a hatékony sejtfeltárás érdekében háromszor ismételtük.

Egy Petri csészébe 3 ml Z puffer (60 mM Na2HPO4-7H2O, 40 mM NaH2PO4-H2O,

10 mM KCl, 1 mM MgSO4-7H2O, 50 mM β-merkaptoetanol, [pH 7.0] ) és 50 µl X-Gal

oldat (20 mg/ml 5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozid N,N-dimetil-formamid-

ban oldva) keverékét öntöttük, két réteg szűrőpapírt, majd a sejteket hordozó korongot

helyeztük rá. Szobahőmérsékleten, 1 perc – 6 óra múlva kék színreakció volt meg-

figyelhető a β-galaktozidázt termelő sejtek esetében.

4.1.7. Kvantitatív β–galaktozidáz teszt

A sejtfeltárás és a fehérjemeghatározás a 4.1.4. fejezetben leírtakkal azonos módon történt.

Előkísérletekben 1 ml Z pufferhez 10 µl mintát és 200 µl ONPG oldatot (4 mg/ml o-

nitrofenil-β-D-galaktopiranozid Z pufferben oldva, frissen készítve) adtunk és mértük a

fényelnyelést 420 nm-en 10 perces, 25 °C-os inkubáció után. A kapott érték alapján

számítva újabb 1 ml Z pufferhez annyi mintát adtunk, hogy megközelítőleg 1 óra alatt érje

el az 1 OD420 értéket. A reakciót 200 µl ONPG oldat hozzáadásával indítottuk és 25 °C-on

inkubáltuk, a fényelnyelést 10 percenként mértük. A kapott adatsort koordináta

rendszerben ábrázoltuk és egyenest illesztettünk rá, végül meghatároztuk az egyenes

meredekségét 
)(

420

percidő
OD∆

 mértékegységgel. A β–galaktozidáz specifikus aktivitását a

következő képlettel számoltuk: 
)(.)(

380420

mgfehérjeösszpercidő
OD
×

×∆
.
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4.2. Nukleinsav technikák

4.2.1. Élesztő genomi DNS izolálás

A gazdag tápoldatban felnövesztett sejteket centrifugáltuk (5 perc, 4 °C, 3000 g), DNS

feltáró oldatban szuszpendáltuk (2 % Triton X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl, 10 mM

Tris/HCl [pH 8.0], 1 mM EDTA), újra centrifugáltuk, végül 1 térfogat DNS feltáró

oldatban szuszpendáltuk. Adtunk hozzá 1 térfogat fenol–kloroform–izo-amil-alkohol

25:24:1 arányú elegyet és egy térfogat üveggyöngyöt (átmérő: 0.3 - 0.4 mm) és 8-szor 30

másodpercen át vortexeltük, 30 másodperces jeges inkubálások közbeiktatásával. A

mechanikai sejtfeltárást követő centrifugálás után, a felülúszóból a nukleinsavakat 1 ml 96

%-os etanol hozzáadásával precipitáltuk, és a centrifugált csapadékot 400 µl TE (10 mM

Tris/HCl [pH 8.0], 1 mM EDTA) pufferben oldottuk fel. 5 µg RNáz-zal kezeltük a mintát

37 °C-on, 1 órán át, majd a fentihez hasonlóan fenolos extrakcióval fehérjementesítettük.

Végül 10 µl 4 M ammónium-acetáttal és 1 ml 96 % etanollal kicsaptuk a DNS-t, 70 %-os

etanollal mostuk, a felhasználásnak megfelelő térfogatban feloldottuk (H2O vagy TE) és

felhasználásig fagyasztva tároltuk.

4.2.2. Plazmid izolálás élesztőből

5 ml 1 napos élesztő kultúrát centrifugáltunk (5 perc, 4 °C, 3000 g) és 1 térfogat DNS

feltáró oldatban szuszpendáltunk. 1 térfogat fenol–kloroform–izo-amilalkohol elegy és 1

térfogat üveggyöngy (0.3 - 0.4 mm átmérő) hozzáadása után feltártuk a sejteket 8-szor 30

másodperces vortexeléssel, 30 másodperces jeges inkubálások közbeiktatásával.

Centrifugálást követően a plazmidtartalmú felülúszó 1 µl-ét kompetens E. coli sejtekbe

transzformáltuk, majd a transzformáns baktériumsejtekből plazmidot tisztítottunk, a kívánt

mennyiségben.
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4.2.3. Standard molekuláris biológiai módszerek

Plazmid izoláláshoz E. coli sejtekből a Rapid Plasmid DNA Daily Mini-prep Kit-et (V-

gene), PCR termékek tisztításához a PCR Clean-Up Kit-et (V-gene) használtuk. A

nukleinsavak elválasztásához 0.7 – 2 %-os agaróz géleket készítettünk TAE pufferben

(0.04 M Tris-acetát, 0.001 M EDTA, [pH 8.5] ), 10 V/cm feszültséggel futtattuk és a

gélhez adott etídium-bromiddal (0.5 µg/ml) vizualizáltuk. Az agaróz gélből, ha szükség

volt rá, a megfelelő géldarab kivágását követően a QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen)

használatával izoláltuk a DNS fragmenteket. A DNS szekvenciák meghatározásához az

MTA SZBK szekvenáló szolgáltatását vettük igénybe.

4.2.4. Polimeráz láncreakció

A kivitelezéshez PTC 200 Thermal Cycler-t használtunk (MJ Research). Az

oligonukleotidok a Biocenter Kft. (Szeged) termékei (a kísérleteinkben használt primerek

táblázatát lásd a függelékben). A tipikus PCR reakció 30 ciklust tartalmazott: 1 perc

denaturáció 95 °C-on, 1 perc annealing 55 °C-on és 1 perc szintézis 72 °C-on. Az

amplifikálandó termék méretétől függően a szintézis időt megfelelően módosítottuk. Az

amplifikációt analitikai célból 30 µl, preparatív célból 100 µl térfogatban, 1 pmol/µl

primerrel végeztük. Egyebekben követtük a gyártónak a Dupl-A-Taq (Zenon Bio Kft,

Szeged), illetve a Pfu DNS polimeráz (Biotools) enzim használatára vonatkozó ajánlásait.

A touchdown PCR első szakasza 20 ciklust tartalmazott, amely során a 95 °C-os 1

perces denaturációt követő annealing hőmérséklete ciklusonként 0.5 °C-kal csökkent, 65

°C-ról 55 °C-ra, a szintézis 1 percig tartott, 72 °C-on. A második szakasz további 30

standard ciklust tartalmazott.
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4.2.5. Degenerált primerekkel amplifikált fragmentek klónozása

Ahol lehetőség volt rá, a PCR termékeket restrikciós enzimekkel emésztettük, kihasználva

a primereken lévő hasítóhelyeket és az azonos módon emésztett pBC SK (–) vektorba

klónoztuk. Egyéb esetekben a PCR termékeket közvetlenül ligáltuk dT túlnyúló véget

tartalmazó pBC SK (–) vektorba (az EcoRV enzimmel linearizált 1 µg plazmidot 100 µl

standard PCR reakcióelegybe mértük, amely a nukleotidok közül csak dTTP-t tartalmazott

és 30 percen át, 72 °C-on inkubáltuk, majd a módosított DNS-t tisztítottuk).

4.2.6. Reverz transzkripció

10 OD600 egységnek megfelelő sejtből tisztítottunk RNS-t, a meleg savas fenol módszerrel

(Ausubel et al., 1994). Ha szükség volt rá, a genomi DNS szennyezést a mintákból RNáz

mentes DNáz (Fermentas) kezeléssel távolítottuk el, a gyártó ajánlását követve. A minták

RNS tartalmát 260 nm-en mért optikai denzitásuk alapján határoztuk meg (Sambrook et

al., 1989). A reverz transzkriptáz reakciókban a RevertAidTM MMuLV enzim gyártójának

(Fermentas) ajánlása szerint jártunk el, a 20 µl-es reakciótérfogatokban 1 µg RNS-t

használtunk templátként, továbbá 33 pmol SB12 és SB13 oligonukleotidok voltak a

lánckezdő primerek. Az elkészült cDNS-ből 3 µl-t használtunk templátként a polimeráz

láncreakcióban, amelynek annealing hőmérséklete 56 °C volt. Egyes esetekben a reakció

30 helyett 40 ciklusos volt, többi paraméterében a standard PCR reakciónál leírtakkal

megegyezett.

4.2.7. Genomi könyvtár készítése

A pSZB115 konstrukció elkészítéséhez a pBR322 plazmid tetraciklin kazettáját

EcoRI/PvuII fragmentként az ampicillin és Zeocin rezisztencia gént tartalmazó pTEF/Zeo

(Invitrogen) plazmidba inzertáltuk. A Pichia sp. 159 törzs genomi DNS-ét TaqI restrikciós
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endonukleázzal részlegesen emésztettük, a fragmentek zömének agaróz gélelektroforézis

alapján becsült átlagmérete 1-2 kb volt. 60 ng emésztett genomi DNS-t ligáltunk 200 ng

AccI linearizált pSZB115-tel, majd a ligálási elegyet E. coli kompetens sejtekbe

transzformáltuk. 104 transzformánst eredményezett kísérletünk. 100 egyedi transzformánst

vizsgálva 78 bizonyult tetraciklin szenzitívnek, illetve az SB68-SB69 primerpár

segítségével, amelyek a plazmid szekvenciához hibridizálnak az inzertet közbezárva, az

inzertek méretét meghatároztuk. 12 transzformáns vizsgálata alapján az átlagos inzertméret

800 bp-nak bizonyult.

4.2.8. Az alkohol oxidáz promóter-lacZ fúziós plazmid készítése

Az AOXB gént hordozó pSZB67 plazmidról, az SB70 és SB71 primerekkel amplifikált

alkohol oxidáz gén fragmentet BamHI enzimmel emésztettük és az azonos módon

emésztett, lacZ gént hordozó pAG181 (Rutkai et al., 2005) plazmidba inzertáltuk és a

megfelelő orientációt PCR reakcióval ellenőriztük. Az így elkészült pSZB145 plazmidban

egy leolvasási keretbe került az alkohol oxidáz kódoló régió 5’ vége és az ettől 3’ irányban

elhelyezkedő lacZ gén. A teljes leolvasási keret kivágható volt NcoI és DraI enzimek

segítségével. Ezt a fragmentet építettük be az AOXB promótert hordozó, NcoI/StuI hasított

pURGA021 plazmidba (Urbán Gabriella törzsgyűjteményéből), és előállt a pSZB146

konstrukció. Ebben a konstrukcióban az AOXB promóter transzkripciós irányítása alatt áll

a lacZ ORF (open reading frame), kapcsolódási pontjuk a klónozáshoz használt NcoI

felismerőhely, ami átfed a start kodonnal. Hasonló módon készítettük az pSZB147

plazmidot, ami AOXA promótert tartalmazott, ebben az esetben a pSZB145 NcoI/DraI

fragmentjét az AOXA promótert hordozó, NcoI/StuI hasított pURGA022 (Urbán Gabriella

törzsgyűjteményéből) plazmidba klónoztuk.
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A pSZB139 plazmid elkészítésekor a Pichia sp. 159 HIS4 génjét XhoI/PvuII

fragmentként a pURGA003 (lásd: 5.4.1.2. fejezet) plazmidból kivágtuk és a SalI/PvuII

enzimekkel hasított, ARS124-t tartalmazó pSZB124 (lásd: 5.4.1.1. fejezet) plazmidba

inzertáltuk.

A pSZB147 (AOXB promóter) és pSZB148 (AOXA promóter) plazmidok NotI/XhoI

fragmentjeit (a megfelelő AOX promóter és a lacZ fúziója) a hasonlóan emésztett pSZB139

konstrukcióba inzertáltuk, előállítva a pSZB148 (AOXB) és pSZB149 (AOXA)

plazmidokat.

A két konstrukció tartalmazza az AOX-lacZ fúziós gént a megfelelő promóter

irányítása alatt, az ARS124 elemet a plazmid fenntartáshoz, Zeocin és hisztidin markereket

az élesztőben történő szelekcióhoz, illetve pBR-ből származó ampicillin rezisztencia gént

és replikációs origót a bakteriális fenntartáshoz.

4.2.9. Enzimek és reagensek:

A felhasznált enzimek, valamint az alkalmazott vegyszerek és reagensek kereskedelmi

forrásból kerültek beszerzésre (BioLabs, Fermentas, Promega, Zenon Bio Kft.), és a

gyártók által ajánlott vagy az alkalmazott módszer által megkívánt körülmények között

használtuk azokat.

4.3. Számítógépes programok

A különböző szekvenciák szerkesztéséhez és primerek tervezéséhez a BioEdit programot

használtuk (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). A munkánk során használt

nukleinsav és fehérjeanalitikai programok a www.ncbi.nih.gov, a www.pasteur.fr és a

www.ebi.ac.uk web oldalak publikus szolgáltatásaként hozzáférhetőek.
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4.4. Genetikai nevezéktan

Az élesztő genetikai elemek jelölésekor Sherman (Sherman, 2002) instrukcióit követtük.
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5. EREDMÉNYEK

5.1. Törzskarakterizálás

A munkámhoz három élesztőizolátum állt rendelkezésre. Az SZB159 jelű törzset volt

munkatársunk, Roger Rubiera egy Quercus sp. kérgéről izolálta (Szamecz et al., 2005).

Két további törzset (Candida boidinii 0673 és Candida boidinii 0680) kaptunk a Szegedi

Tudományegyetem, TTK, Mikrobiológia Tanszékéről, melyeket Dr. Zsolt János még az

1970-es évek elején izolált erjedő szőlő és almacefréből. Mindhárom izolátum képes a

metanolt egyedüli szén és energiaforrásként hasznosítani (1. ábra).

SZB159

C.b.0673

C.b.0680

metanol glükóz szénforrás nélkül

1. ábra: A metanolhasznosítás igazolása. Telepnövekedés különböző

szénforrások jelenlétében, 72 órás inkubációt követően, 28 °C-on.

A rendszertani besorolás érdekében vizsgáltuk a törzsek riboszómális RNS-t kódoló

génjének egy szegmensét. Amplifikáló primerként a szakirodalomból ismert

oligonukleotidokat választottunk - LR5 (Vilgalys és Hester, 1990) és ITS3 (White et al.,

1990) - amelyeket hasonló célból kiterjedten és sikeresen alkalmaztak. Ezek az

oligonukleotidok az evolúció során kevésbé változékony rDNS génen belül is annak
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különösen konzervált szakaszaihoz hibridizálnak. Ennek ellenére néhány mismatch

előfordulását számításba kellett vennünk, ezért az amplifikáláshoz a touchdown PCR

módszert választottuk. A reakciókban a három élesztőtörzsből tisztított genomi DNS

szolgált templátként. A PCR termékét 1%-os agaróz gélen vizsgáltuk és mindhárom

esetben a várt méretű (1200-1300 bp) termék keletkezését figyeltük meg. Ezeket a gélből

izoláltuk és nukleinsav-sorrendjüket meghatároztuk. A szekvenáló primer a két,

amplifikáláshoz használt oligonukleotid volt. A kapott szekvenciák az adatbankban a

következő azonosító kódokkal (GenBank Accession Number) hozzáférhetők:

AY791699: SZB159, 1187 bp-os rDNS fragment;

AY791700: Candida boidinii 0673, 1153 bp-os rDNS fragment;

AY791694: Candida boidinii 0680, 1172 bp-os rDNS fragment.

 A szekvenciákat a blastn programmal vizsgáltuk. Nagyfokú egyezést találtunk az

adatbankban hozzáférhető különböző élesztő riboszómális RNS génekkel, ami a PCR

reakció specifitását igazolta.

A Mikrobiológia Tanszékről kapott két törzs szekvenciája egymáshoz nagyon

hasonlónak bizonyult: 1143 egyezés az 1153 bp hosszúságú átfedő szakaszon és mindössze

két gap. A 0673 törzsből származó szekvencia azonos volt három génbanki szekvenciával

is az átfedő részeken (U70242: Candida boidinii, 563/563 egyezés; AF485973: Candida

boidinii A49, 555/555 egyezés; U94926: Candida ooitensis 563/563 egyezés) és csak egy

nukleotidban tért el egy negyedik szekvenciától (AY242335: Candida sp. BG01-7-25-

007B-1-1 573/574 egyezés). A 0680 törzs is a fenti génbanki szekvenciákhoz hasonlított

legjobban, három nukleotidban különbözött az első háromtól és négy nukleotidnyi

különbség volt a negyedikkel szemben, valamint egy gap volt mind a négy

összehasonlításban. Ez az eredmény egyértelműen megerősítette a két törzs korábbi,
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morfológiai és a fiziológiai tulajdonságok alapján történt besorolását, mindkettőt Candida

boidinii-ként határozták meg (Zsolt J. és Szegedi E., személyes közlés)

Az SZB159 törzs esetében az összehasonlító vizsgálat a legközelebbi rokonságot a

következő fajokkal mutatta ki: a Pichia sp. HA1559 jelű törzs szekvenciája (AJ509855)

teljes egyezést (604/604 nukleotid) mutat az átfedő részeken; Pichia trehalophila

(U75723) 564/566 egyezés; Williopsis salicorniae (U75966) 563/566 egyezés és Pichia

methanolica (U75523) 562/567 egyezés, egy gap-el. Miután az SZB159 törzs két

legközelebbi rokona (100 % illetve 99.6 %-os azonossággal) a Pichia genus-ba tartozik, az

izolátumot is ebbe a genus-ba sorolhatjuk és a továbbiakban Pichia sp. 159-nek nevezzük.

5.2. Az alkohol oxidáz gén izolálása

Az expressziós rendszer kifejlesztésének kulcsmomentuma egy megfelelő promóter

izolálása, amely az erős transzkripción keresztül hatékony fehérjetermelést biztosít,

aktivitása pedig egyszerűen és gyorsan szabályozható. A bevezetőben bemutatottaknak

megfelelően az alkohol oxidáz gén promóterére esett a választásunk. Azonban ennek az

izolálása közvetlenül nem volt végrehajtható, mivel arról szekvenciainformáció nem állt

rendelkezésünkre. Ezért kerülő úton, a struktúrgén izolálásán keresztül terveztük

megoldani ezt a feladatot. Reméltük, hogy a funkció konzerváltságát biztosító evolúciós

nyomásnak köszönhetően a gén fehérjekódoló része, vagy annak legalább egyes rövid

szekvencia motívumai is konzerváltak lesznek, melyekhez olyan degenerált

oligonukleotidok tervezhetőek, amelyekkel a struktúrgén egy szegmentje polimeráz

láncreakcióban amplifikálható. Ennek a terméknek az analízise azután elegendő

információt szolgáltat majd, hogy előbb a teljes struktúrgén, majd ezt követően a gén

promótere is izolálható lesz.
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5.2.1. A struktúrgén izolálása

5.2.1.1. Primer tervezés

A fenti elgondolás megvalósításának első lépéseként, összehasonlító analízis céljából, az

adatbankból kikerestük az ismert élesztő alkohol oxidáz szekvenciákat, melyeket az 1.

táblázatban tüntettünk fel. A primertervezés időpontjában a két Pichia methanolica

szekvencia még nem volt ismert, az adatbázisban történt elhelyezésüket követően azonban

megismételtük az alábbi tervezési folyamatot: figyelembe vételükkel is azonos eredményre

jutottunk volna.

faj gén génbanki azonosító

Pichia pastoris: AOX1 (U96967)

Pichia pastoris: AOX2 (U96968)

Pichia methanolica: MOD1 (AF141329)

Pichia methanolica: MOD2 (AF141330)

Candida boidinii: AOD1 (M81702)

Hansenula polymorpha: MOX (X02425)

1. táblázat: Ismert élesztő alkohol oxidázok az adatbankban.

A nukleinsav szekvenciákból lefordított aminosavszekvenciákat a ClustalW

(Thompson et al., 1994) program segítségével egymáshoz illesztettük és megkerestük a

leginkább konzervált, rövid, 6-7 aminosav hosszúságú régiókat. Ezek közül kiválasztottuk

azokat, melyek gazdagok voltak olyan aminosavakban, amelyeknek csak 1, esetleg 2

kodonja van. Az így azonosított alacsony degeneráltsági fokú régiók közül tovább

szelektáltunk annak alapján, hogy az oda tervezhető primerek 3’ végénél legyen a

degeneráltság minimális, és így az amplifikációban részt vevő primerek aránya lehetőleg
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magas legyen. Végül figyelembe vettük, hogy a választott régiók többé-kevésbé

egyenletesen legyenek elosztva a teljes kódoló szekvencián.

A fenti folyamat eredményeként sikerült az általunk támasztott kritériumoknak

megfelelő konzervált motívumokat azonosítani. Ezek aminosav szekvenciái alapján

terveztük és szintetizáltattuk meg a degenerált oligonukleotidokat. A későbbi munka során

végül sikeresen használt négy primer tervezését a 2. ábrán mutatom be. A várt termékek

könnyebb klónozása érdekében a primerek 5’ végéhez restrikciós endonukleáz hasítóhelyet

is terveztünk (EcoRI vagy BamHI) és további négy nukleotidot szintetizáltattunk az 5’

végükre a hatékony hasítás érdekében (a konkrét szekvenciákat lásd az oligonukleotidok

táblázatában, a Függelékben).

Forward
SB1 SB3

 42                       48 188                        194
  N   N  L/I  N   N   P   W    E  H/Q  W   L   K   W   I
 aay aay htn aay aay ccn tgg   gar can tgg ytn aar tgg at
   2   2 3 4   2   2   4     2   4     2 4   2

(768) (128)

Reverse
SB4 SB17

  305                    310 611                       617
    N   F   Q   D   H  Y/F   D   N   V   G   C   N   T
   aay tty car gay cay twy  gay aay gtn ggn tgy aay ac
     2   2   2   2   2  22    2   2   4   4   2   2

(128) (256)

2. ábra Degenerált primerek tervezése. Az ábra a degenerált primerek

tervezéséhez kiválasztott négy alkohol oxidáz részlet aminosav sorrendjét és a

lehetséges kódoló szekvenciákat mutatja be. Ahol az azonosság nem volt

100%-os, ott mindkét előforduló aminosavat feltüntettük. Az aminosav

motívumok fölötti számok a P. pastoris AOX1-nek megfelelő pozíciót jelölik. A

DNS szekvencia alatti számok az egyes pozíciók, a zárójelbe tett szám a teljes

szakasz degeneráltsági fokát mutatja. A degenerált pozíciók jelölését lásd a

függelékben.
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5.2.1.2. A struktúrgének amplifikálása

A struktúrgén szegmensek amplifikálásához a három élesztőtörzsből tisztított genomi DNS

szolgált templátként. Elképzelhető volt, hogy a degenerált primer populáció jelentős

hányada néhány nukleotidban különbözik majd a templáttól. Hogy lehetőség szerint

maximalizáljuk a reakcióban részt vevő primerek arányát, így növelve a produktív

amplifikáció valószínűségét, a PCR program első öt ciklusa 48 °C-os primer hibridizálási

(annealing) lépést tartalmazott, amit 35 ciklus követett, magasabb, 55 °C-os annealing

hőmérséklettel.

Különböző primer kombinációk alkalmazásával mindhárom törzs esetében legalább

egy eredményes amplifikálást értünk el, a Pichia sp 159-ből két átfedő fragmentet, a két

Candida izolátumból 1-1 fragmentet sikerült amplifikálnunk (3. ábra). Minden esetben a

reakciók domináns termékének mérete megegyezett a számításaink alapján elvárt értékkel.

Pi
ch

ia
 s

p.
15

9
C

.b
.0

68
0

SB1 SB4
SB3 SB17

SB5 SB22/SB23

ATG STOPalkohol oxidáz ORF

SB1 SB9
SB17SB16

SB4SB3

UG4 UG7

SB17SB16
SB1 SB4

UG4 UG6 UG8C
.b

.0
67

3

3. ábra: A három metanol hasznosító élesztőtörzs alkohol oxidáz

struktúrgénjének amplifikálása. Az adott szakaszokat amplifikáló

primerpárokat a szakasz fölött tüntettük fel. A nyíl a kódoló régión túlterjedő

amplifikálásra utal.
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A PCR termékeket a méret szerinti elválasztás után agaróz gélből izoláltuk, plazmid

vektorba klónoztuk és vektor-specifikus primerekkel (T3, T7) a vektor/inzert kapcsolódási

pont környezetének szekvenciáját meghatároztuk. A szekvenciák vizsgálata alapján az

amplifikálás specifikus volt, a szekvenált fragmentrészletek alkohol oxidázzal homológ

fehérjét kódoló génekből származtak. Ezt követően minden amplifikálásból 3 független

transzformáns klón teljes inzertjének a szekvenciáját meghatároztuk, a már ismert

szekvenciájú fragmentrészletekhez tervezett specifikus primerek segítségével.

A két Candida boidinii törzs esetében az első amplifikálást követően a kódoló régió

jelentős része még hiányzott. Ennek amplifikálásához a már ismert szekvencia alapján

tervezett alkohol oxidáz specifikus primereket (SB9 és SB16) használtunk degenerált

primerekkel párban. A sikeres amplifikálások eredményét szintén a 3. ábra mutatja be,

szekvenciájukat az előzőekben leírtakkal azonos módon határoztuk meg.

A fenti kísérletsorozat eredményeként mindhárom törzs esetében megkaptuk

csaknem a teljes kódoló régiót, csak az N- és C-terminális végeket kódoló néhány

aminosavas részlet hiányzott. Ezeket, a Candida boidinii 0673 törzs alkohol oxidázának C-

terminális 10 aminosavát kódoló vég kivételével, egyoldalú PCR-val amplifikáltuk (lásd

5.2.2. fejezet), és a termékek szekvenciáját meghatároztuk.

5.2.1.2. Szekvencia analízis

A két Candida törzs esetében a három-három független szekvenálás eredménye nagyon

hasonló volt, a C. boidinii 0673 esetében 16 ponton, a C. boidinii 0680-nál pedig 12

ponton találtunk eltérést, a szekvencia teljes hosszában véletlenszerűen elosztva. Ahol

eltérést tapasztaltunk - vélhetően ezek a Taq polimeráz által generált mutációk voltak - ott

az adott pozícióban a két azonos nukleotidot fogadtuk el valósnak a végleges szekvencia
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összeállítása során. Az egymással átfedő részletekből mindkét esetben egyértelműen

összeállítható volt egy-egy összefüggő szekvencia.

Ezzel szemben, a Pichia sp. 159 esetében a függetlenül klónozott termékek

szekvenciájának a heterogenitása lényegesen nagyobb volt, ami legalább két alkohol

oxidáz gén jelenlétére utalt. A szekvencia heterogenitást kihasználva specifikus primereket

szintetizáltattunk mindkét feltételezett alkohol oxidáz génhez. Ezek segítségével teszteltük

a transzformánsokat, aminek eredményeként génspecifikus inzerteket azonosítottunk.

Mindkét kategóriából meghatároztuk három-három független inzert szekvenciáját. Az

eredményül kapott szekvenciák valóban két csoportba voltak oszthatóak. A fentihez

hasonlóan mindkét csoporton belül találtunk véletlenszerű eloszlású eltéréseket: 17-t az A-

val, illetve 10-t a B-vel jelölt osztályban. Ezek az értékek megfelelnek a polimeráz

mutációs rátájának, ennek megfelelően a már leírt módon korrigáltuk a szekvenciákat. A

csoportokon belüli átfedő szegmentekből itt is egyértelműen összeállítható volt két

összefüggő szekvencia, melyek egymástól 193 ponton különböztek. Megállapíthattuk

tehát, hogy a Pichia sp. 159 törzsnek két alkohol oxidáz génje van, melyeket AOXA-nak és

AOXB-nek neveztünk el.

Az újonnan azonosított AOX kódoló szekvenciák azonosítási kódjai az adatbázisban

a következők: Candida boidinii 0673 AOX: AY791698, Candida boidinii 0680 AOX:

AY791697, Pichia sp. 159 AOXA: AY791695, Pichia sp. 159 AOXB: AY791696.

Mind a négy összeállított szekvencián végigvonult egy-egy open reading frame

(ORF). Az általuk kódolt fehérjék egyértelműen az ismert alkohol oxidázokhoz

hasonlítottak legjobban, a két vizsgált Candida boidinii alkohol oxidáz legközelebbi

rokonának a Candida boidinii S2 Aod1p bizonyult: rendre 95%/92% és 93%/92%

azonosságot találtunk fehérje/nukleinsav szinten. A Pichia sp. 159 AoxAp és AoxBp

legközelebbi homológja a Pichia methanolica Mod1p volt, 93%/89% illetve 95%/91%
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azonossággal fehérje/nukleinsav szinten. Az összes ismert alkohol oxidázzal végzett

összehasonlítás eredményét a 4. ábra mutatja.

Candida boidinii
AOD1

Candida boidinii
0673

Candida boidinii
0680

Pichia pastoris
AOX1

Pichia pastoris
AOX2Penicillium

chrysogenum

Cochliobolus
victoriae

Cladosporium
fulvum

Hansenula
polymorpha

Pichia methanolica
MOD2

Pichia sp. 159
   AoxA

Pichia methanolica
MOD1

Pichia sp. 159
  AoxB

4. ábra: Az ismert alkohol oxidázok filogenetikai analízise. A szekvenciák

illesztéséhez ClustalW, a radiális fa készítéséhez a PHYLIP (Felsenstein,

1996), grafikus megjelenítésére a TREEVIEW (Page, 1996) programokat

használtuk.

A négy újonnan azonosított Aoxp rendelkezik az alkohol oxidázokra jellemző

tulajdonságokkal: amino-terminális végükhöz közel megtalálható a FAD koenzimmel

működő oxidázoktól elvárható dinukleotid-kötő motívum, C-terminális szegmentjük pedig

tartalmazza a peroxiszómális lokalizációhoz szükséges motívumot (Goodman et al., 1984;

Waterham et al., 1997), (5. ábra).
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A

       eeeee    hhhhhhh          eeeee
AoxAp MAIPDEFDIIVVGGGSTGCAIAGRLGNLDENLTVALIEGG
AoxBp MAIPDEFDIIVVGGGSTGCALAGRLGNLDENLTVALIEGG
Aox0673p MAIPEEFDVIVCGGGSTGCVIAGRLANVDENLKVLLIENG
Aox0680p MAIPEEFDVIVCGGGSTGCVIAGRLANVDENLKVLLIENG
FAD cons.         xhxhGxGxxGxxxhxxh-(x5-8)--hxhE(D)

B

AoxAp ALKMTIPNFKLGTYEERGLGRF
AoxBp ELKMTIPNFKLGTYEEAGLGRF
Aox0680p ALDMEVPQFKLKTYEQSGAARY
Aox0673p ELDMEVPQFKLK----------
Aod1p ELDMEVPQHKLKTYEQTGAARY
Aop DLDMTIPNFRLGTYEETGLARF
Aox1p ALDMTVPQFKLGTYEKTGLARF
Aox2p ALDMTVPQFKLGTYEKTGLARF
Mod1p ALKMTVPNFKLGTYEEAGLARF
Mod2p ELDMTIPGFKLGTYESTGLGRF

      * *  *   * ***  *  *

5. ábra: Karakterisztikus motívumok az újonnan azonosított alkohol

oxidázokban. A: Az N-terminális szekvenciák összehasonlítása a dinukleotid

kötőhely konszenzus szekvenciával (Dym és Eisenberg, 2001). h = hidrofób, x

= bármilyen aminosav. Az AoxAp szekvenciarészlet fölött feltüntettük a

PREDATOR program (Frishman és Argos, 1997) által jósolt másodlagos

szerkezetet, ami jó egyezést mutat az ismert térszerkezetű FAD-tartalmú

oxidázokban található ún. Rossmann fold-al (Rossmann et al., 1974). B: Ismert

alkohol oxidázok C-terminális szekvenciáinak összehasonlítása. Vastagon

szedve a PTS1 motívum. * = konzervált aminosavak.

A három metanolhasznosító élesztőizolátum közül az rDNS tipizálás és az alkohol

oxidáz szekvencián alapuló filogenetikai analízis tanúsága szerint a Pichia sp. 159

különbözött leginkább az ismert, expressziós gazdaként használt fajoktól, ezért a további

munkához ezt választottuk ki.
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5.2.2. A promóterek és a 3’ NTR régiók izolálása

A struktúrgéntől 5’ és 3’ irányban elhelyezkedő génrészletek izolálásához az egyoldali

PCR módszerét választottuk és céljainknak megfelelően optimalizáltuk. Adapter

molekulaként a pBC SK(-) plazmidot (Stratagene) használtuk, különböző restrikciós

enzimekkel a poliklónozó helyen belül linearizálva. A kompatibilis enzimmel emésztett

genomiális DNS-t az adapterhez ligáltuk és a keresett génrészleteket PCR reakciókban

amplifikáltuk, primerként alkohol oxidáz struktúrgén- és plazmid-specifikus oligo-

nukleotidokat alkalmazva. Figyelembe vettük, hogy a ligálási reakcióban az adapter

mindkét vége kapcsolódhatott az amplifikálni kívánt genomi fragmenthez, ezért minden

esetben kétféle reakciót mértünk össze. Az elsőben az AOX specifikus primer mellett a

linearizált plazmid egyik végéhez hibridizáló primer volt jelen (M13-20), a másodikban

ugyanazon AOX specifikus primer mellett a plazmid másik végéhez hibridizáló primer vett

részt (reverse). Az amplifikált termék specifitását egy második, un. nested vagy semi-

nested reakcióval ellenőriztük, T3 vagy T7 vektor-specifikus és alkalmas AOX-specifikus

nested primerekkel. A módszer alkalmas több egymást követő lépés megtételére: az

amplifikált termék szekvenciája alapján tervezett génspecifikus primerekkel tetszés szerint

ismételhető újabb átfedő genomiális szegmentek izolálására.

Az eredményeket a 6. ábra foglalja össze. Miután a két Candida boidinii törzzsel

nem kívántunk tovább dolgozni, a sikeresen amplifikált 5’ és a 3’ oldali termékeket csak

AOX specifikus primerrel szekvenáltuk meg. A C. boidinii 0680 esetében a –121 és +2150

pozíciók közötti összefüggő szakasz szekvenciáját tudtuk összeállítani, míg a C. boidinii

0673 esetében a –142 és +1960 szakaszét. Az utóbbi esetben a C-terminális utolsó 10

aminosavát kódoló részt ismételt próbálkozások után sem sikerült azonosítani, ezért ez az

AOX ORF nem teljes és a 3’ nem transzlált részt sem ismerjük.
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-1920 2425
SB7/SB5Sau3AI

BglII SB19/SB20
HincII SB25/SB26

SB21/SB23 Sau3AI
ATG STOPaox ORF

2900
EcoRV UG5/UG4 HindIIIUG6/UG7

ATG STOPaox ORF-400

ATG STOPaox ORF
UG8UG6SspI UG5/UG4

-142
A

B

C

D

2464-1661
BglII SB7/SB5
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BglIISB21/SB22

ATG STOPaox ORF

6. ábra: A promóter és 3’ NTR régiók izolálása. A: C. boidinii 0673, B: C.

boidinii 0680, C: Pichia sp. 159 AOXA, D: Pichia sp. 159 AOXB. A sikeres

amplifikálásokat a nyilak jelölik. Jelöltük az amplifikáláshoz használt

génspecifikus primereket (első reakció/nested reakció), továbbá a genom

emésztéséhez használt restrikciós enzimet.

A Pichia sp. 159 alkohol oxidáz promóterei esetében több lépésben sikerült izolálni

egy 1661 nt. (AOXA) és egy 1920 nt. (AOXB) hosszúságú szakaszt (6. ábra). A Pichia

pastoris AOX1 promóter esetében, a kódoló régiót megelőző 1.1 kb hosszúságú szakasz

elegendőnek bizonyult a fiziológiásnak megfelelő működéshez (Tschopp et al., 1987).

Ennek alapján feltételeztük, hogy az általunk izolált szekvenciák is tartalmazzák a teljes

funkcionális promótereket. Ezt az AOXA esetében megerősíti az a tény is, hogy az izolált

genomi régió 5’ vége 245 nukleotid hosszon átfed egy divergens, az alsó szálon kódolt

nyílt leolvasási kerettel. Ennek predikált aminosavszekvenciája egyértelmű homológiát

mutat a Saccharomyces cerevisiae transzkripciós faktor II legnagyobb alegységével

(NP_011702). Feltételezhető tehát, hogy az AOXA promóter a két ORF között helyezkedik

el.
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Mindkét Pichia pastoris alkohol oxidáz gén esetében a képződött mRNS 5’ nem

transzlált része különösen hosszú, az AOX1 esetében a –115., az AOX2-nél pedig a –160.

pozíciókban található a transzkripciós startpont. Ehhez a ponthoz képest upstream

megtalálható az RNS polimeráz kötőhely (TATAAA, -159 illetve –204 pozíciók). Hasonló

helyzetben a Pichia sp. 159 promótereken is felfedezhető a fenti TATA box (AOXA: -252,

AOXB: -232 pozíciók). Ettől a motívumtól a start kodonig terjedő szakasz mindkét esetben

extrém gazdag A/T nukleotidokban (AOXA: 75%, AOXB: 73%), ez a jellegzetesség

Saccharomyces cerevisiae gének esetében erősen korrelál az aktív expresszióval

(Bennetzen és Hall, 1982). A transzlációs iniciációs pont környezetének a szekvenciája,

azontúl hogy megegyezik a Kozak-féle AXXATGG (Kozak, 1981) konszenzus

szekvenciával, jó egyezést mutat az aktívan expresszálódó Saccharomyces cerevisiae

gének alapján megállapított bővebb konszenzus szekvenciával is: AAXXAAAATGGYT

(AOXA: 1 eltérés, AOXB: 2 eltérés) (Cigan és Donahue, 1987).

A 3’ nem transzlált régiót mindkét gén esetében egy lépésben izoláltuk, az AOXA

esetében egy 468 bp., az AOXB-nél pedig egy 430 bp. hosszú darabot. Az élesztő mRNS-

ek 3’ végének korrekt processzálása egy ún. hatékonysági elemet igényel, a TAYRTA

konszenzus szekvencia eszenciális a hatékony poliadenilációhoz. Ettől 3’ irányba található

az A gazdag ún. pozicionáló elem, melytől tovább 3’ irányban, a legközelebbi Y(A)n

szekvenciánál következik be a hasítás. A teljes élesztőgenomra kiterjedő statisztikai

analízis (van Helden et al., 2000) néhány nagyon gyakran előforduló hatékonysági elemet

azonosított, ezek közül a TAAATA az AOXB stop kodonját követő 185. pozícióban

megtalálható, tőle 3’ irányban pedig az A gazdag régió (AAAAGAAAAA). Az AOXA stop

kodont követő 299. pozícióban a leggyakoribb hatékonysági elem fedezhető fel: (TA)n,

melyet az AAACAGAAAA elem követ.
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A megszerzett információ birtokában két primer párt terveztünk (az AOXA génhez

SB32 és SB34, az AOXB génhez SB27 és SB28), amelyekkel mindkét teljes alkohol oxidáz

gént közvetlenül amplifikáltuk Pfu polimerázzal, a genomi DNS-t használva templátként.

A két amplifikálás termékének analízise igazolta, hogy valóban két folytonos genomi

szekvenciát izoláltunk az eddig bemutatott lépések során. A két terméket közvetlenül

EcoRV linearizált pBC SK(-) plazmidba klónoztuk, ezek a plazmidok szolgáltak AOXA és

AOXB forrásként a további konstrukciók kialakításakor.

5.3. Az alkohol oxidáz gének expressziója

Az eddig bemutatott munka eredménye a két alkohol oxidáz gén azonosítása és izolálása

Pichia sp. 159-ből. Feltételeztük, hogy a két gén szabályozása eltérő, ahogy azt a Pichia

pastoris két alkohol oxidáz génje esetén a bevezetőben már bemutattuk. Ebből eredően, a

következő célunk a Pichia sp. 159 AOX promóterek által irányított transzkripció kvalitatív

és kvantitatív jellemzése volt. Ezért vizsgáltuk a két AOX gén expresszióját különböző

körülmények között saját rendszerben, illetve az AOX promóter - riportergén transzkripciós

fúziók viselkedését heterológ rendszerben. Az expresszió vizsgálata természetesen nem

csak elméleti szempontból érdekes, a gyakorlati felhasználhatóság szempontjából is fontos

ismerni az egyes promóterek szabályozását, indukálhatóságuk/represszálhatóságuk

mértékét adott körülmények között. Az így nyert információ megszab(hat)ja későbbi

felhasználhatóságuk körét és körülményeit.

5.3.1. Modellkísérlet

A transzkripciós változások követésére az RT-PCR módszert választottuk. Ehhez a

kísérlethez olyan specifikus primer-párokra van szükség, melyek a két gént, illetve az

azokról átírt mRNS-eket egyértelműen meg tudják különböztetni. A differenciáló primerek

tervezéséhez olyan szakaszokat kerestünk a két génen, ahol az egyébként nukleinsav
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szinten 90% azonosság mellett kellően nagy a két gén közötti eltérés, és az ilyen

szakaszokra tervezhető primerek által amplifikált termék sem túl kicsi, sem pedig túl nagy

nem lesz. Utóbbi szempont elsősorban a termékek egyszerű és olcsó analízise miatt volt

fontos. Végül két 18 bp-os régiót választottunk ki, amelyek egymástól mintegy 300 bp

távolságra találhatóak az AOX géneken. Az 5’ oldali régió esetében a két gén mindössze 3

ponton tér el egymástól, amit a tervezett oligók 3’ végére helyeztünk (AOXA és AOXB-

specifikus forward primerek: SB10 és SB11). A 3’ oldali, 18 bp hosszúságú régió területén

a két gén 6 nukleotidban tér el (AOXA és AOXB-specifikus reverse primerek: SB12 és

SB13).

A tervezett primerek specifikusságát modellkísérletben bizonyítottuk: 0.1 ng

klónozott AOXA és AOXB-t tartalmazó tisztított plazmid templátról (pSZB72 és pSZB67)

standard PCR körülmények között, 56 °C-os annealing hőmérséklet alkalmazásával

amplifikáltuk a specifikus termékeket ( 7. ábra ). Valamennyi sikeres amplifikálás esetében

ABforward
reverse

1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10

A B AB A B AB AB AB AB
AB A B AB A B A B A B

Atemplát A A B B B A A B B

7. ábra: A differenciáló primerek specifitásának bizonyítása. A gélfotó az

egyes PCR reakciók termékét mutatja be, a reakciókhoz használt templát és

primer-kombinációt a gél fölötti táblázatban adjuk meg. A: AOXA specifikus

templát, illetve primer; B: AOXB specifikus templát, illetve primer; AB: a két

gén azonos szekvenciarészleteihez tervezett nem differenciáló primerek (SB8

és SB9); M: molekulaméret marker.
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a termék mérete megegyezett a számított értékkel A kísérlet egyértelműen bizonyította,

hogy mindkét primerpár amplifikál a specifikus templátról, de a nem-specifikus templát

jelenlétében nem vezet detektálható mennyiségű termék keletkezéséhez, tehát feltehetőleg

alkalmasak a két génről szintetizálódó mRNS-ek differenciális kimutatására. A

differenciáló primerek hatékonyságát jól mutatja, hogy a primerpárok reverse tagjai is

elegendőek a specifitás biztosításához.

5.3.2. Különböző szénforrások hatása az alkohol oxidáz expresszióra

Az első RT-PCR kísérletben az alkohol oxidáz gének működését vizsgáltuk, különböző

metanol koncentráció, alternatív szénforrások, illetve szénforrás kombinációk alkalmazása

esetén. A glükóz tartalmú minimál tápoldatban növesztett starter kultúrákat centrifugáltuk

és mostuk a sejteket szénforrás nélküli minimál tápoldattal. Ebből oltottuk be a kísérletben

szereplő tápoldatokat úgy, hogy 24 órás, 28 °C-os inkubálás után az OD600 érték ∼1 legyen.

A szükséges startermennyiséget előkísérletekben határoztuk meg. Ezt követően a sejtek

egy részéből RNS-t tisztítottunk, amelyeket RT-PCR reakcióban használtunk fel. A

kísérlethez használt RNS preparátum épségét, illetve közel azonos mennyiségét a

riboszómális RNS-ek kimutatásával ellenőriztük. A sejtek másik részét alkohol oxidáz

enzimaktivitás kimutatására használtuk fel. Az eredményeket a 8. ábra mutatja be.

A metanol, mint egyedüli szénforrás, egyértelműen indukálja mindkét gént, az

AOXB-t erősebben, mint az AOXA-t, és erős enzim aktivitást eredményez. A kísérlet

bizonyítja a transzkripció metanol koncentrációtól való függését. Egyértelmű különbség

látszik a 0.25 % és 0.5 % metanolt tartalmazó minták között, különösen, ha figyelembe

vesszük, hogy az előbbinél magasabb a vizsgált minta rRNS tartalma.
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A glükóz represszálja az alkohol oxidáz géneket, a fenti kísérlet körülményei között

sem AOX-specifikus mRNS jelenléte, sem enzimaktivitás nem mutatható ki. A glükóz

represszió még az indukálószer, a metanol jelenlétében is működik.
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8. ábra: Az alkohol oxidáz gének működése különböző szénforrások

jelenlétében. Az adott kísérlethez használt szénforrást az ábra tetején adjuk

meg. Az RNS panel (1 µg) felviteli kontrollként szolgál, (18S és 28S

riboszómális RNS-ek. Ez alatt az RT-PCR reakciók eredményét látjuk, 30,

illetve 40 ciklusos amplifikációk esetében. Mindkét esetben AOXA és AOXB

specifikus reakciókat mutatunk be (A és B jelölés), illetve a reverz

transzkripció nélküli minták mutatják a genomi DNS szennyezés mennyiségét

(kontroll), itt az amplifikáláshoz AOXB specifikus primerpárt használtunk. A

legalsó panel 0.5 µg összfehérje kivonat alkohol oxidáz aktivitását mutatja,

poliakrilamid gélelektroforézist követő aktivitás-festés után.
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A glicerol, mint egyedüli szénforrás, gyenge AOXB transzkripciót eredményezett és

az AOXA mRNS is elérte azt a szintet, ahol 40 ciklusos amplifikálással már éppen

kimutatható volt. Ezzel összhangban gyenge jelet figyelhetünk meg az enzimaktivitás

detektálása során is. Az eredmény értékelésekor figyelembe kell vennünk, hogy a Pichia

sp. 159 meglehetősen rosszul tudja a glicerolt szénforrásként hasznosítani, a telep-

növekedés rendkívül lassú glicerol tartalmú táptalajon (9. ábra). Valószínűleg egy ennyire

lassú növekedés az AOX expresszió szabályozását illetően az éhezéssel megegyező, vagy

közel azonos hatással van (lásd később az éhezés időfüggésénél).

A mannitol viszont a törzs által hasznosítható szénforrás (9. ábra), mégis mindkét

AOX gén megnövekedett transzkripcióját eredményezi, bár a kísérlet tanúsága szerint

kisebb mértékben, mint a glicerol. Ezzel összhangban az enzimaktivitás is kimutatható,

szintje a glicerolos mintáét nem éri el.

glükóz mannitolglicerol

9. ábra: A Pichia sp. 159 növekedése különböző szénforrást tartalmazó

táptalajon, 24 órás 28 °C-os inkubáció után.

A fenti kísérletsorozat megbízható választ ad az expresszióra vonatkozó igen/nem

kérdésekre. A mennyiséget illető következtetések levonásakor azonban óvatosnak kell

lennünk, különösen azokban az esetekben, ahol nem nagyon erős az észlelt különbség, pl.

az AOXA és az AOXB expressziós szintjei közötti eltérésnél. Azért, hogy erről
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megbízhatóbb képet kapjunk, mértük a két gén expresszióját félkvantitatív RT-PCR-val is.

Ebben a kísérletben az AOX mRNS-ek szintjét egy belső kontrollhoz, a HIS4 mRNS

szintjéhez viszonyítottuk, amit az AOX mRNS-el párhuzamosan detektáltunk. Egy

jellemző kísérlet eredménye látható a 10. ábrán. A mérést három független kísérletből

tisztított RNS-el is elvégeztük és minden egyes amplifikálást háromszor ismételtünk a

megbízhatóság növelése érdekében. A kapott adatok megerősítik a korábbi kvalitatív

képet, a metanol mindkét alkohol oxidáz gént indukálja, de nem azonos mértékben: az

indukció után az AOXA-specifikus mRNS mennyisége eléri a HIS4 mRNS szintjét,

miközben a kísérletek képeinek digitális analízise alapján, ennél háromszor magasabb

AOXB-specifikus mRNS mennyiséget detektáltunk. A glükóz represszáló hatása itt is

nyilvánvaló, de a két génre nézve nem azonos: AOXB-specifikus expressziót még tízszer

több templát használata során sem tudtunk kimutatni glükóz jelenlétében, viszont ilyen

körülmények között az AOXA-specifikus mRNS már detektálható volt.

glükózmetanol glükóz
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10. ábra: A Pichia sp. 159 alkohol oxidáz génjeinek expressziója metanol és

glükóz szénforráson. A félkvantitatív RT-PCR amplifikáláshoz 20 ng

kiindulási össz-RNS-t (A panel), illetve ennek tízszeresét (B panel) használtuk

templátként.
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5.3.3. A metanol indukció időfüggése

A metanol-indukció hatására, az alkohol oxidáz gének működésében bekövetkező időbeli

változásokat az előző fejezetben bemutatott módszerrel vizsgáltuk. Ebben a kísérletben

glükóz tartalmú minimál tápoldatban növesztettünk starter kultúrát. Ezután a sejteket

szénforrás nélküli tápoldattal mostuk, majd 0.5 % metanol tartalmú minimál tápoldatba

oltottuk be. A kezdeti OD600 érték 1 volt, a kultúrákat 48 órán át inkubáltuk 28 °C-on, és

időközönként mintát vettünk, összRNS-t tisztítottunk, és gén-specifikus amplifikálással

detektáltuk az AOX mRNS-eket, illetve össz-fehérjét tisztítottunk és detektáltuk az Aoxp

aktivitást. Az eredményeket a 11. ábra foglalja össze.
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11. ábra: Az alkohol oxidáz gének metanol indukciójának időfüggése. A

mintavételek időpontját (h) az ábra tetején adjuk meg.
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A riboszómális RNS-ek képe jól mutatja, hogy a vizsgált minták RNS tartalma

megközelítőleg egyforma volt. Az RT-PCR reakciók egyértelműen bizonyítják az AOX

specifikus mRNS megjelenésének metanol függését: a 0 időpontban nincs detektálható

AOX RNS a mintákban, és alkohol oxidáz aktivitás sem mutatható ki. Ezzel szemben

metanol hatására mindkét génspecifikus expressziót sikerül detektálni: az AOXA-t a 2.

órától (a kísérlet ismétlései során volt olyan eset, amikor csak a 4. órától), míg az AOXB-t

már a szénforráscserét követő első órától. Az AOXB esetében, a 0 időpontot kivéve,

minden vizsgált időpontban az AOXA-nál erősebb jelet kaptunk. Az AOXB mennyisége az

indukciót követő második órára eléri a maximumot, és úgy tűnik, ezen a szinten marad a

vizsgált időtartamon belül. Az AOXA mRNS szintje viszont a kísérlet tanúsága szerint nem

állandó: bár végig detektálható, mennyisége az indukciót követő hatodik órától a kezdeti

maximumnál alacsonyabb szinten állandósul.

Ez a kísérlet megerősíti a 8. ábrán bemutatott eredményt, azaz az AOXB gén

metanol hatására nem csak hamarabb, de erősebben is indukálódik. Az mRNS-ekkel

párhuzamosan az alkohol oxidáz aktivitás is kimutatható a mintákból, a bemutatott

kísérletben 5 óra (más esetben csak 3 óra) késéssel.

5.3.4. Éhezés hatása az alkohol oxidáz expresszióra

A glicerin a Pichia sp. 159 által nagyon gyengén hasznosítható szénforrásnak bizonyult.

Felmerült a lehetősége annak, hogy a jelenlétében észlelt AOX indukció nem magának a

glicerinnek, hanem az éhezésnek tulajdonítható. Ezért megvizsgáltuk az alkohol oxidáz

gén aktivitását szénforrás hiányában. A kísérleti körülmények megegyeztek az előzőekben

bemutatottal, azzal a különbséggel, hogy ebben az esetben szénforrás nélküli minimál

tápoldatban inkubáltuk a sejteket. Az eredményt a 12. ábra foglalja össze.
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12. ábra: Az éhezés hatása az alkohol oxidáz gének expressziójára. A 30

ciklusos RT-PCR reakcióknál az AOXA-specifikus és a kontroll reakciók képét

digitálisan felerősítve is bemutatjuk (exp.). A 40 ciklusos RT-PCR reakció egy

független kísérletből származó mintasorozaton készült. Ebben a kísérletben 2

µg fehérje alkohol oxidáz aktivitását vizsgáltuk. A mintavételek időpontját (h)

az ábra tetején adjuk meg.

A kísérlet kezdetén (0 h) nem volt jelen kimutatható mennyiségű AOX mRNS,

ahogy azt már az előző kísérletekben is láttuk. Egy óra múlva az AOXB-specifikus jel

egyértelműen kimutatható éhezés hatására, és az AOXA-specifikus jel is megjelenik, bár

mennyisége éppen csak eléri a kimutathatóság határát. Azonban az éhezés csak tranziens

indukciót eredményezett, mindkét AOX-specifikus mRNS mennyisége csökken a 6. órát

követően, 12 óra elteltével már nincsenek jelen kimutatható mennyiségben. Független

kísérletben kaptunk olyan eredményt is, amikor az AOXB transzkriptum mennyisége csak

48 óra alatt csökkent a detektálhatósági szint alá (pl. a 12. ábra, 40 ciklusos panel).
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Ahol az AOXB mRNS jelenléte kimutatható volt, mennyisége minden esetben

meghaladta az AOXA mRNS-ét. Azaz az éhezés hatására bekövetkező tranziens indukció is

erősebb az AOXB gén esetében.

Az alkohol oxidáz aktivitás meglehetősen alacsony szintű a vizsgált mintákban

(ebben a kísérletben az előző két kísérlethez képest 4-szeres mennyiségű fehérjét

vizsgáltunk). Megjelenése most is késve követte az mRNS szintjének változását: a 4-ik

órában volt kimutatható, és 8 óra körül mutatott maximumot. Ezt követően, igaz ingadozó

szinten, de a kísérlet végéig van kimutatható alkohol oxidáz aktivitás, ami transzkripció

hiányában a fehérje stabilitásával magyarázható.

5.4. Heterológ riporter expresszió

Az eddigiekben a Pichia sp. 159 törzs két alkohol oxidáz génjének expresszióját saját

rendszerben, in vitro nem manipulált körülmények között vizsgáltuk. Természetesen

felmerülő kérdés, hogy a két AOX promóter hogyan viselkedik egy szintén metilotróf, de

viszonylag távol álló heterológ gazdában, például a Pichia pastoris-ban.

5.4.1. Riporter konstrukciók készítése

A Pichia sp. 159-ből izolált két AOX promóter (PAOX) aktivitásának vizsgálatához

transzkripciós fúziókat készítettünk, melyekben a két promóter a lacZ gén expresszióját

irányítja (PAOXA: pSZB149, és PAOXB: pSZB148 plazmidok) (lásd: 4.2.8. fejezet). Ezekkel a

konstrukciókkal a promóterek működése a termelt β-galaktozidáz aktivitásának mérésén

keresztül vizsgálható.

Célunk volt, hogy a két fenti konstrukció Pichia pastoris-ban és a Pichia sp. 159

törzsben is használható legyen. Ezért a végleges riporter konstrukciók elkészítéséhez

szükség volt a Pichia sp. 159–ből származó, az autonóm replikációt biztosító ARS

(autonomously replicating sequence) elem, és a hatékony szelekciót lehetővé tevő
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markergén izolálására is. A fenti feladatok megoldásának leírása, az izolált elemek

részletes analízise nem képezi jelen dolgozat tárgyát, ezért itt csak az elengedhetetlenül

szükséges mértékben térek ki rájuk.

5.4.1.1. ARS elem izolálása

Az ARS elem izolálása érdekében a Pichia sp. 159 törzs genomiális DNS-éből könyvtárat

készítettünk a pSZB115 plazmidban (lásd: 4.2.7. fejezet). A vektor Zeocin rezisztenciát

biztosít, ezért azt vártuk, hogy a könyvtár Pichia pastoris-ba történő transzformálását

követően csak azok a transzformánsok élnek túl, melyekben kellő szinten és stabilan

megnyilvánul a Zeocin rezisztencia gén. Ez kétféleképpen történhet meg, az egyik esetben

a plazmid az élesztő genomba integrálódik illegitim rekombináció révén, míg a másik,

jelen esetben preferált esetben, a genomi inzert képes a plazmid replikációját biztosítani a

sejtben.

A transzformációt követően valóban kaptunk kis frekvenciával (2-9/µg DNS)

Zeocin rezisztens telepeket. Ezekben a transzformánsokban vizsgáltuk a cirkuláris plazmid

jelenlétét úgy, hogy az élesztősejtekből a plazmidot visszaizoláltuk és E. coli sejtekbe

transzformáltuk. Csakis a cirkuláris, nem integrálódott plazmidok esetén kaphattunk

ampicillin rezisztens E. coli telepeket. Az E. coli transzformánsokból izolált homogén

plazmid preparátumokat visszatranszformáltuk Pichia pastoris-ba, és vizsgáltuk, hogy

melyek eredményeznek hatékony transzformációt. Az egyik leghatékonyabb plazmid, a

pSZB124 esetében ez az érték 105 transzformáns volt 1 µg vektor DNS-re vonatkoztatva,

ami kellően magas szám a gyakorlati felhasználhatóság szempontjából. A plazmidba

inzertált genomi TaqI fragment szekvenciáját meghatároztuk (a szekvenciát lásd a

Függelékben), az 566 bp fragmentre továbbiakban az ARS124 néven hivatkozunk.
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Már a pSZB139 plazmidba építve (lásd: 4.2.8 fejezet), vizsgáltuk az ARS124

aktivitását plazmidvesztéses kísérletben. Nem szelektív körülmények között a

generációnkénti plazmidvesztés 36 ± 5.4 %-nak bizonyult, azaz a sarjsejtek 60-70 % körüli

valószínűséggel kapnak plazmidot.

5.4.1.2. HIS4 marker használata

Az ARS124 izolálása során használt Zeocin rezisztencia marker mellett az expressziós

vektorba egy egyszerűbben és olcsóbban használható markert is beépítettünk. Választásunk

a Pichia sp. 159 törzs laboratóriumunkban izolált HIS4 génjére esett. A gént NheI/XhoI

fragmentként beépítettük a pIND(SP1) plazmidba (Invitrogen), előállítva a pURGA003

konstrukciót. A kérdés az volt, hogy a Pichia sp. 159 eredetű gén funkcionális-e Pichia

pastoris-ban. Megmutattuk, hogy a plazmidon jelenlévő aminosav bioszintézishez

szükséges gén valóban lehetővé teszi a hisztidin auxotróf Pichia pastoris GS115

növekedését hisztidin nélküli táptalajon, míg a HIS4 gént nem tartalmazó pIND(SP1) nem

(13. ábra). Ezzel egyúttal azt is igazoltuk, hogy a HIS4 gént mutációmentes formában

sikerült izolálnunk.

pURGA003       pIND(SP1)

13. ábra: A Pichia sp. 159 HIS4 gén funkcionalitásának bizonyítása. 1 µg,

HIS4-en belül linearizált pURGA003 illetve pIND(SP1) plazmiddal

transzformált Pichia pastoris növekedése hisztidin nélküli minimál táptalajon,

3 napos, 28 °C-os inkubációt követően.
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Végül az ARS-124-et illetve a HIS4 gént hordozó restrikciós fragmenteket

beépítettük az PAOX–lacZ riporter fúziókat tartalmazó plazmidokba, létrehozva így a

heterológ expresszió vizsgálatára alkalmas konstrukciókat.

5.4.2. Heterológ expresszió a Pichia sp. 159 AOX promóterekről

A két riporter konstrukciót (pSZB148 és pSZB149) Pichia pastoris GS115 törzsbe (His4-)

transzformáltuk. A transzformánsok szelekciója során bebizonyosodott, hogy a Pichia sp.

159 HIS4 gén nem csak linearizált formában, homológ rekombinációt követően, hanem

cirkuláris plazmidon is megnyilvánul, alkalmas szelekcióra. A transzformációs

hatékonyság a pSZB124-nél tapasztalttal megegyezett, ami az ARS elem működését

igazolja. Az expressziós kazetta működését egy gyors teszttel ellenőriztük: X-Gal

szubsztráttal kék színreakciót adott mindkét filteren feltárt, transzformált élesztő (14. ábra).

pSZB139   pSZB148         pSZB149

  kontroll      (AOXB)           (AOXA)

14. ábra: β-galaktozidáz aktivitás kimutatása transzformált P. pastoris

sejtekben. A vizsgált promótert az ábra fölött jelezzük. pSZB139 = PAOX–lacZ

fúziót nem tartalmazó izogenikus plazmid. A transzformánsokat 48 órás

metanolos növesztés után tártuk fel.
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5.4.2.1. Indukálhatóság metanollal

Kvantitatív β-galaktozidáz tesztben mértük a két riporter konstrukció aktivitását. A glükózt

tartalmazó minimál tápoldatban növesztett starter kultúrát átoltottuk glükózt, illetve

metanolt tartalmazó minimál tápoldatba, majd 24 és 48 óráig 28 °C-on inkubáltuk a

sejteket. Összehasonlítás céljából vizsgáltuk a β-galaktozidázt termelő GS115/His+, Mut+,

lacZ+ Pichia pastoris törzset, amelynek expressziós kazettája a Pichia pastoris saját AOX1

promóterét tartalmazta a lacZ génnel fúzionálva. Ebben az esetben egy integratív, egy

kópiás vektor hordozta az expressziós kazettát. Negatív kontrollunk a pSZB139 plazmidot

tartalmazó Pichia pastoris GS115 törzs volt. A kísérlet eredményét a 15. ábra mutatja be.
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15. ábra: β-galaktozidáz aktivitások 24 és 48 órás indukciót követően. A

transzformáláshoz használt konstrukciókat a rajtuk lévő promóterrel jelöljük,

alattuk a mért aktivitás értékek olvashatók.
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24 órás inkubációt követően, glükóz jelenlétében mindkét Pichia sp. 159 AOX

promóter alacsony szintű β-galaktozidáz termelést eredményezett, míg a P. pastoris AOX1

promótere tökéletesen represszált volt. Metanol hatására az AOXB promóter erősen

indukálódott, a mért β-galaktozidáz aktivitás megközelítette az AOX1 esetében mért érték

50 %-át, míg az AOXA promóter esetében jelentős változást nem tapasztaltunk. Az AOXA

által biztosított aktivitás mindössze 2 %-a volt az AOXB-nél mért értéknek.

48 órás indukció után az AOXB fúzió expressziója tovább, a 24 órás érték közel

kétszeresére erősödött, csupán 14 %-kal volt kevesebb, mint az PAOX1–lacZ kazettát

tartalmazó törzsé, ez utóbbi nem növekedett szignifikánsan a 24 órás szinthez képest. Az

AOXA aktivitása 48 órás metanol indukciót követően sem volt jelentős, mindössze 2 %-a

volt az AOXB-nek.

Érdekes, hogy glükóz jelenlétében mindkét Pichia sp. 159 AOX promóternél a

második napra a 24 órás szinthez képest csökkent aktivitást mértünk, az AOXA promóter

szinte teljes repressziója figyelhető meg, míg az AOXB esetében a mért érték az egy

naposénak csupán 1/6-a volt.

5.4.2.2. A heterológ expresszió időfüggése

Mivel az AOXB promóter által biztosított expresszió 1 nap alatt nem érte el a maximumát,

érdekessé vált részletesebben is megvizsgálni, hogy hogyan változik az aktivitása az idő

függvényében. A kísérletben egyúttal vizsgáltuk az éhezés hatását is a Pichia sp. 159 törzs

AOX promótereinek aktivitására, heterológ gazdában.

Ebben az esetben is az előző kísérletben vizsgált három Pichia pastoris törzs β-

galaktozidáz termelő képességét vizsgáltuk. A glükóz tartalmú tápoldatban növesztett

starter kultúrákból oltottunk be a kísérlet kezdetekor metanol tartalmú, illetve szénforrást

nem tartalmazó minimál tápoldatokat. A kezdeti OD600 érték minden esetben 1 volt. Ezt
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követően a sejteket 28 °C-on, 48 órán át inkubáltuk és a 16. ábrán feltüntetett

időpontokban mintát vettünk a β-galaktozidáz aktivitás meghatározásához.

Az AOXB promóter aktivitását a P. pastoris AOX1 promóterével összehasonlítva

érdekes különbséget figyelhetünk meg. Az első 4 órában nem tapasztaltunk jelentős

eltérést az indukció dinamikájában, a negyedik óra után azonban változott a kép. Az AOX1

esetében meredeken nőtt az aktivitás 4 és 12 óra között, majd 12 óra után a növekedés

üteme lassult, végül 24 óra után már jelentős változást nem tapasztaltunk. Az AOXB függő

aktivitás szintén négy óra után kezdett szignifikánsan változni, de nem olyan gyorsan

emelkedett, mint az AOX1 esetén láttuk. Azonban a növekedés ilyen üteme tovább tart

időben, a 36-ik óráig, sőt még utána is enyhe emelkedés tapasztalható. Ekkorra elér egy

olyan értéket, (4876 ± 456 U/mg), amely szignifikánsan nem különbözik az AOX1 függő

β-galaktozidáz aktivitástól (5127 ± 343 U/mg).

Az AOXB promóter gyenge indukcióját detektáltuk éhezés hatására is. A kezdeti

aktivitásnövekedés azonban megállt, 24 óra után már nem változik szignifikánsan, az 1437

± 297 U/mg maximális érték kevesebb mint 30 %-a a metanol indukció után mért

maximális értéknek.

Az AOXA promóter vizsgálata során, az expressziós kazettáról termelődő β-

galaktozidáz aktivitása minden esetben rendkívül alacsony volt. Csak metanol jelenlétében

volt szignifikáns változás megfigyelhető az idő függvényében. Ebben az esetben

egyenletes aktivitás növekedést tapasztaltunk az első 24 órában, a 48 óránál mért

maximális aktivitás (31 ± 4 U/mg) azonban kevesebb mint 1 %-a a metanollal indukált

AOXB promóterfúzióval mért aktivitásnak. Éhezés hatására az AOXA promóter nem

mutatott jelentős aktivitásváltozást a vizsgált időintervallumban, jellemzően 10 U/mg

körüli értéket mértünk minden vizsgált időpontban.

(A 16. ábrát lásd a következő oldalon.)
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16. ábra: A heterológ expresszió időfüggése. A: az AOXB promóterfúzió és B: az

AOXA promóterfúzió vizsgálata. A két panel y tengelyének beosztása különböző!
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6. DISZKUSSZIÓ

A kísérleteinkhez használt élesztő törzsek pontosabb rendszertani helyének

megállapításához az rDNS szekvencián alapuló tipizálás módszerét választottuk. Ez a gén

evolúciósan viszonylag állandó, mutációs rátája alacsony, így kiterjedten használják fajok

közötti filogenetikai analízisek elvégzésére, a megfelelő genus megállapítására, ahogy arra

metilotróf élesztők esetében a közelmúltban is találhatunk példát (Péter et al., 2003,

Dlauchy et al., 2003). (A vizsgált élesztő törzsek genomjáról sikeresen amplifikált rDNS

részletek szekvenciái egyértelmű hasonlóságot mutatnak a Saccharomyces cerevisiae

RDN1 (Venema et al., 1999) gén szekvenciájához, annak: 5.8S (3’ szegmens) – ITS2 –

25S (5’ szegmens) részletéhez.) A szekvenciák összehasonlító analízise, az adatbankkal

történő összevetése egyértelmű rendszertani besorolást tett lehetővé, megerősítve és

kiegészítve a korábbi fiziológiai adatokon alapuló klasszifikálást. A SZTE Mikrobiológia

Tanszékéről származó mindkét élesztő a Candida boidinii faj, a saját izolátumunk a Pichia

genus tagja (Pichia sp. 159). Magyarország területéről, korhadó fáról és egyéb növényi

részekről a közelmúltban izoláltak számos metilotróf élesztőt – többségében Pichia fajt

(Péter et al., 2003, Dlauchy et al., 2003), így talán nem meglepő, hogy az általunk izolált

törzs is a kiváló heterológ expressziós gazdákról ismert Pichia genus-ba tartozik.

Kísérleti stratégiánknak megfelelően izoláltuk a vizsgált törzsek alkohol oxidázt

kódoló genom-szakaszait. A Candida törzsek esetében 1-1 gént izoláltunk, a Pichia törzs

genomjából pedig két alkohol oxidáz gént azonosítottunk. A két ismert, a Pichia genus-ba

tartozó metilotróf élesztő (P. pastoris és P. methanolica) mindegyike két alkohol oxidázt

kódol, nem meglepő tehát, hogy a Pichia sp. 159 is két AOX gént tartalmaz.

Az rDNS tipizálás eredménye szerint a Pichia sp. 159 viszonylag távol áll az

expressziós gazdaként használt négy metilotróf fajtól, ezért ezt az izolátumot választottuk

ki további kísérleteinkhez. Az ebből a törzsből izolált két alkohol oxidáz rendkívül hasonló
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egymáshoz, a 664 aminosav hosszúságú polipeptidek között mindössze 42 pozícióban van

eltérés, és ezek közül is 23 ponton hasonló kémiai karakterű aminosav található. A kevés

megfigyelhető eltérés többé-kevésbé egyenletes eloszlású a kódoló rész teljes hosszán,

kivéve két területet. A 250-260 aminosav-poziciók közötti szakaszon a 11 aminosavból 6

különbözik egymástól. Az ezzel átfedő szegmens egyébként az összes ismert alkohol

oxidáz viszonylatában is a legheterogénebb terület. Ez a heterogenitás tette lehetővé

differenciáló primerek tervezését a génspecifikus expresszió vizsgálatához (5.3.1. fejezet).

A másik heterogén szakasz az 579-602 aminosavak által határolt terület, itt a 24

aminosavból 10 tér el egymástól, közülük 6 különböző karakterű.

Az ismert alkohol oxidázok peroxiszómális enzimek, a citoplazmában inaktívak. A

nascens monomerek a PTS1 rendszeren keresztül transzportálódnak a peroxiszómába, ahol

az aktív, oktamer forma összeszerelődik (Goodman et al., 1984; Waterham et al., 1997).

Az alkohol oxidáz család ismert, és az ebben a dolgozatban is bemutatott tagjai a

konszenzustól (SKL) eltérő PTS1 motívumot tartalmaznak (5B. ábra). Azonban a

metilotróf élesztők között ennek a motívumnak a peroxiszómális lokalizációban betöltött

szerepe ellentmondásos. A Pichia pastoris PTS1 szekvenciája (LARF) β-laktamázhoz

fúzionálva a fúziós partner peroxiszómális transzportját eredményezi. A tetrapeptid

deléciója jelentősen csökkenti, de teljes mértékben nem szünteti meg az Aox1p

peroxiszómába jutását (Waterham et al., 1997). Hasonló deléció a Hansenula polymorpha

esetében viszont nem okoz jelentős változás sem az enzim lokalizációjában, sem

aktivitásában (Gunkel et al., 2004). Mindkét esetben a C-terminális 22 aminosav deléciója

kellett az alkohol oxidázok transzportjának blokkolásához. A Hansenula alkohol oxidáz

esetében a dinukleotid kötőhely mutációja is blokkolta az alkohol oxidázok megfelelő

transzportját (Gunkel et al., 2004). Valószínűleg a C-terminális 22 aminosav indirekt

módon hat a lokalizációra, azáltal, hogy segíti a monomer megfelelő folding-ját, ami a
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FAD kötéshez elengedhetetlen. Ez a régió mérsékelten divergens az élesztő alkohol

oxidázokat tekintve (41 % azonosság, szemben a teljes hosszúságú polipeptidekre

számított 56 %-kal), ami alátámasztja azt a feltételezést, mely szerint a nascens polipeptid

távol eső régióinak kölcsönhatása, és nem a kölcsönható aminosavak kémiai természete a

meghatározó a FAD kötésére képes struktúra kialakulásában.

Jelentős méretű, a kódoló régiótól 5’ irányba eső genomi régiót is izoláltuk mind az

AOXA, mind az AOXB gén esetében, amelyekről feltételezhettük, hogy tartalmazzák a

teljes funkcionális promótert. A további kísérletekben vizsgáltuk a promóterek

indukálhatóságát és az indukció mértékét különböző körülmények között, annak

érdekében, hogy minél nagyobb ismeretanyag álljon rendelkezésre a gyakorlati

felhasználáshoz. Elsősorban a promóterről induló transzkripciónak a metanol hatására

bekövetkező változásai voltak számunkra érdekesek.

RT-PCR kísérlettel bizonyítottuk, hogy mindkét gén funkcionális, metanollal

indukálható, mindhárom vizsgált koncentráció esetén. Mindkét promóter aktivitásának

változása egyértelműen függ a metanol koncentrációtól, ez az összefüggés különösen

szembetűnő a 0.25 - 0.5 % metanol koncentráció-tartományban. Ezzel ellentétben, az

azonos genus-ba tartozó P. methanolica vizsgálatakor azt tapasztalták, hogy csak az erősen

indukálódó MOD1 gén működése függ a metanol koncentrációtól, a MOD2 a vizsgált 0.25

- 1 % koncentráció-tartományban egyenletes aktivitást mutatott (Nakagawa et al., 2002). A

félkvantitatív RT-PCR kísérlet azt mutatta, hogy a Pichia sp. 159 törzs két AOX promótere

közül az AOXB eredményez magasabb szintű transzkripciót metanol jelenlétében, azaz

várhatóan ez a promóter lesz képes nagyobb mértékű heterológ fehérjetermelést

produkálni.

A promóterek indukciójának időfüggését is vizsgáltuk, az AOXB transzkript már az

első, 1 órás mintavételkor kimutatható volt, az AOXA csak később, 2 illetve 4 óra múlva.
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Azonban az mRNS szintézist követően a detektálható enzimaktivitás csak késve, a kísérlet

6. órájában jelent meg. Az aktivitást natív poliakrilamid gélelektroforézissel történő

elválasztás után a gélek aktivitásra festésével, egy kapcsolt peroxidáz enzimreakcióval

detektáltuk. A módszer érzékenysége miatt nem valószínű, hogy a magas detektálási

küszöb miatt észleltük a jelentős időbeli eltolódást. Valószínűbbnek tartjuk, hogy a

szintetizálódó polipeptidek FAD kötése, a monomerek transzportja, illetve az aktív

oktamer összeszerelődése igényel hosszabb időt, eseteleg a megfelelő számú és térfogatú

peroxiszóma kialakulása előfeltétele az alkohol oxidázok szintézisének.

A glükóz mindkét gént represszálta, még metanol jelenlétében is. A represszió

rendkívül erősnek bizonyult, az AOXB mRNS glükóz jelenlétében egyáltalán nem volt

kimutatható, csak az AOXA rendkívül alacsony szintű transzkripcióját tudtuk bizonyítani a

félkvantitatív reakcióban.

A mannitol, mint egyedüli szénforrás, alacsony szintű alkohol oxidáz expressziót

eredményez a Pichia pastoris esetében, a glicerol pedig a Hansenula polymorpha esetében

eredményez a metanolhoz viszonyítva 25 %-os aktivitást (Janowicz et al., 1991). Egy

ezekhez hasonló, gyenge indukálószer előnyös lehet bizonyos fehérjék expressziója során,

különösen olyan esetekben, amikor a magas expressziós szint káros mellékhatásokat

eredményezne, például olyan, bonyolult összeszerelést igénylő fehérjék esetén, amelyeknél

az aktív centrumot több polipeptidlánc alkotja. Ilyen esetekben a chaperone készlet

kapacitását meghaladó fehérjeszintézis negatív hatással lehet a termelt fehérje minőségére.

Ezért vizsgáltuk mindkét szénforrás hatását az expresszióra.

A Pichia sp. 159 esetében a mannitol, a P. pastoris-hoz hasonlóan, gyenge

transzkripciót eredményezett mindkét gén esetében, párhuzamosan egy igen gyenge, a

detektálási határhoz közeli enzimaktivitás is kimutatható volt. Az egyedüli szénforrásként

alkalmazott glicerol is hasonló változást eredményezett, és valamivel magasabb, de még
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mindig alacsony szintű enzimaktivitást. A Pichia pastoris esetében a glicerol represszálja a

génműködést (Tschopp et al., 1987), ezért ez az eredmény kissé meglepő volt. Mivel a

Pichia sp. 159 rendkívül gyengén tudja hasznosítani a glicerolt, elképzelhetőnek tartottuk,

hogy az ennyire lassú növekedés az éhezéssel megegyező módon hat a génexpresszióra, és

tulajdonképpen az éhezéskor kialakuló promóteraktivitást figyeltük meg.

Az éhezés hatásának vizsgálata során kapott eredmények első közelítésben

megerősíteni látszanak a fenti feltételezést: gyenge transzkripció volt megfigyelhető

mindkét promóterről, és az alkohol oxidáz aktivitás mértéke is többé-kevésbé megegyezett

azzal, amit a glicerol szénforráson tapasztaltunk. Azonban a részletek alaposabb vizsgálata

után óvatosnak kell lennünk az egyértelmű következtetés levonásakor. Az éhezés hatására

bekövetkező indukció időfüggésének vizsgálatakor a független kísérletekből származó 24

órás mintákban - összehasonlítható kísérleti körülmények között - nem minden esetben

tudtuk az AOXB specifikus mRNS-t kimutatni, az AOXA-t pedig egyszer sem, ez az

időpont már a tranziens expresszió erősen lecsengő szakaszára esik. Ugyanakkor glicerol

szénforráson, 24 órás inkubációt követően mindkét mRNS kimutatható volt. Elképzelhető

tehát, hogy a glicerol nem csak passzív, hanem aktív szerepet is játszik a két promóter

indukálásában, ennek a kérdésnek az eldöntésére azonban az eddigi adataink nem

elégségesek. A Pichia genus-ban egyedülálló, hogy nemcsak az egyik, hanem mindkét

promóter mutat minimális aktivitást éhezés hatására (Cregg et al., 1989; Nakagawa et al.,

2002).

Az éhezés hatására megfigyelt tranziens transzkripció azt is bizonyítja, hogy a

kimutatott AOX mRNS-ek – a legtöbb ismert mRNS-hez hasonlóan – néhány óra alatt

lebomlanak a sejtben. Ezek szerint kimondhatjuk, hogy a metanol-indukció időfüggésének

vizsgálatakor, az első órától tapasztalt egyenletes AOXB mRNS szint valóban folyamatos

transzkripciót jelez, nem csak a kezdeti transzkripció termékét látjuk a kísérlet során.
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Ahogy említettük, két alkohol oxidáz gén jelenléte nem ritkaság a metilotróf

élesztők között, azonban a második gén funkciója, illetve a gén által biztosított szelekciós

előny nem ismert. A szakirodalomban található információk szerint az AOX génpárok

egyforma szabályozás alá esnek, és csak az expresszált termék mennyiségében

különböznek (Ohi et al., 1994). Feltételezhető, hogy a második gén nem eszenciális a faj

fennmaradása szempontjából (laboratóriumi körülmények között egyértelműen nem),

ugyanis a metilotrófok egy része (Candida, Hansenula genus-ok) is csak egy génnel

rendelkezik. Azonban ez a feltételezés valószínűtlen, egy létező, funkcionális gén jelenléte

minden bizonnyal evolúciós előnyt jelent, még ha ennek a természete nem is ismert a

számunkra. A glükóz hasznosítás során, nagyon kis, de kimutatható koncentrációban jelen

lévő AOXA mRNS felveti azt a lehetőséget, hogy ez a gén biztosítja a gyors fiziológiai

adaptáció lehetőségét szénforrás váltás során. Ezt a lehetőséget látszik támogatni a metanol

indukció időfüggőségét vizsgáló kísérletünk eredménye: a kezdeti maximum után az

AOXA mRNS szintje lecsökken, és dominánssá válik az AOXB termék. Ezek szerint a 36.

óráig fokozatosan növekvő enzimaktivitásért felelős fehérje egyre nagyobb mértékben az

AoxBp. Természetesen megerősítés nélkül mindkét gén transzkripciója leáll, ezt láttuk az

éhezés esetén.

Az aktív alkohol oxidáz oktamer szerkezetű. A Pichia methanolica két alkohol

oxidázának protomerjei (Mod1p és Mod2p) in vivo és in vitro is képesek kevert

alegységekből álló negyedleges szerkezetet létrehozni, és az egyes, heterogén összetételű

enzimpopulációk akrilamid gélelektroforézissel elválaszthatók egymástól (Nakagawa et

al., 1999). Munkánk során vizsgáltuk annak a lehetőségét, hogy a Pichia sp. 159 két

alkohol oxidáza képes-e hasonló heterogén populáció létrehozására in vivo. A kísérlethez

0.5 % metanollal 24 óráig indukált sejteket használtunk. Az aktivitásra festett gélekben a

domináns aktív band-en felül kimutatható volt néhány eltérő mobilitású csík is, ezek
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részaránya azonban elenyésző volt a domináns formához képest. Ez az észlelés összecseng

a két gén expressziójának időbeli változásával (lásd előző bekezdés), miszerint ilyen

körülmények között a 24. órára már az AoxBp a dominánsan expresszálódó enzim.

Természetesen elképzelhető egy alternatív magyarázat is, azaz a két protomer forma nem

képes stabil, heterológ fehérje-fehérje kölcsönhatás kialakítására.

A heterológ fehérjeexpressziót biztosító, a gyakorlatban is jól használható

vektor(ok) fejlesztése a promótereken kívül néhány egyéb elem használatát is feltételezi. A

promóterek izolálásával egyidejűleg izoláltuk a két Pichia sp. 159 AOX gén 3’ nem kódoló

régióit is. Ezekben az összehasonlító analízis szerint megtalálható a hatékony

transzkripciós terminációhoz szükséges összes szekvenciaelem, tehát expressziós vektorba

beépítve biztosíthatják majd egy heterológ kódoló szekvenciáról történő transzkripció

korrekt terminációját.

Szükség van továbbá olyan szekvencia elemre is, ami biztosítja a vektor stabil

fennmaradását a sejtben. Ennek érdekében a Pichia sp. 159 törzs genomiális DNS-éből

könyvtárat készítettünk és az elvárt funkcióra szelektálva izoláltuk az ARS124 elemet. Az

expressziós vektorba építve nem csak a plazmid stabilitást biztosította a tenyésztés során,

de a transzformáció hatékonysága is az elvárásoknak megfelelő volt (105/µg DNS). Az

ARS124 által biztosított stabilitást kvantitatív plazmidvesztéses kísérletekben is mértük:

nem-szelektív körülmények között 10 osztódás után, a kezdeti állapothoz képest 14 %-ra

csökkent a szelekciós markert hordozó sejtek aránya, ami megegyezik más élesztő ARS-

ekre megállapított értékekkel (Piredda és Gaillardin, 1994; Murray és Szostak, 1983).

Osztódásonként az utódsejtek 64 %-os valószínűséggel tartalmazzák az ARS124-et

hordozó plazmidot.

Egy vektor elengedhetetlen eleme a szelekciós lehetőséget biztosító markergén.

Ebből a célból a tesztkonstrukcióinkba a Pichia sp. 159-ből izolált HIS4 gént építettük be
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(Urbán és Szamecz, nem publikált eredmények). A Pichia pastoris His4- sejtekbe

transzformált plazmid His+ fenotípust eredményezett. A sikeres komplementáció

bizonyította, hogy valóban funkcionális gént izoláltunk, és egyúttal igazolta szelekciós

markerként való hasznosíthatóságát. A dolgozatban nem tárgyalt kísérleteink azt mutatták,

hogy a HIS4 gén megközelítőleg azonos szinten expresszálódik különböző szénforrások

hasznosítása során, ami lehetővé tette belső standardként való alkalmazását a félkvantitatív

RT-PCR kísérleteinkben.

A HIS4 markergén és az ARS elem beépítése az PAOX –lacZ transzkripciós fúziókat

tartalmazó plazmidokba lehetővé tette a Pichia sp. 159 AOX promótereinek heterológ

fajban történő vizsgálatát. A kvalitatív β-galaktozidáz gyorsteszt alapján mindkét

expressziós kazetta működőképesnek bizonyult Pichia pastoris sejtekben. A kvantitatív

mérések azt mutatták, hogy heterológ rendszerben is az AOXB promóter volt az erősebb,

sőt a metanol indukció eredményezte maximális β-galaktozidáz aktivitás megközelítette a

Pichia pastoris saját AOX1 promóterétől függő aktivitást. A glükóz represszió viszont nem

volt olyan erős, mint amit az AOX1 promóternél megfigyelhettünk. Az AOXB-függő

expresszió időben lassabb volt, mint az AOX1-től függő. Ezt kielégítően magyarázhatja az

ARS124 elem plazmidvesztés-tesztben mért aktivitása. Eszerint ugyanis, a képződő

sarjsejteknek csak 60 %-a tartalmaz plazmidot, ami a populáció egészét tekintve egynél

kisebb kópiaszámot eredményez, ezzel szemben az AOX1 fúzió stabil, egy kópiás

kromoszómális elemként volt jelen a kísérletben.

Az AOXB-vel szemben az AOXA promóter csak igen gyenge, gyakorlatilag

háttérnek tekinthető aktivitást mutat Pichia pastoris-ban: metanol indukcióra a saját

rendszerhez képest sokkal kevésbé reagál, a saját rendszerben mért 3:1 arány helyett itt

kevesebb mint 1 %-a volt az AOXA-függő aktivitás az AOXB-ének. Éhezésre pedig az

AOXA szinte egyáltalán nem reagál. Ez arra utal, hogy az AOXA szabályozásáért felelős
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szekvenciaelemek nem kompatibilisek a P. pastoris szabályozó fehérjéivel, és eltérnek az

AOXB hasonló elemeitől is.

Heterológ expresszióra ismerünk más példákat is a szakirodalomból: metilotróf

élesztők alkohol oxidáz promótereiről megmutatták, hogy más fajban is működőképesek.

Saccharomyces cerevisiae-ben a Hansenula polymorpha alkohol oxidáz promótere (MOX)

represszálható volt glükózzal, glükóz hiányában a promóter transzkripciós aktivitást

mutatott. Ki is mutatták egy általános transzkripciós faktor, az Adr1p kötődését a

promóterhez. Saccharomyces cerevisiae-ben az egyes szénforrásokat hasznosító

anyagcsereutaknak külön transzkripciós aktivátora van, annak kötődése is szükséges a

hatékony expresszióhoz, az Adr1p-n túl (Filipitis et al., 1993). A MOX promóter esetében

ilyet nem sikerült kimutatni, ami természetes is, hiszen a S. cerevisiae nem hasznosítja a

metanolt szénforrásként (Pereira és Hollenberg, 1996). A Pichia pastoris AOX1 promóterét

is vizsgálták heterológ fajban. Hansenula polymorpha-ban az AOX1 promóter a MOX

promóterhez hasonlóan metanollal indukálható volt és glükózzal represszálható, kvantitatív

vizsgálatokat azonban nem végeztek (Raschke et al., 1996).



71

7. ÖSSZEFOGLALÁS

Munkám során egy gyakorlati igényeket is kielégítő expressziós rendszer

kidolgozásában vettem részt. Célunk egy metilotróf élesztőn alapuló rendszer létrehozása

volt. A hasonló, ismert rendszerek, azontúl, hogy használatuk egyszerű és költségkímélő,

számos további előnyös tulajdonsággal rendelkeznek, melyek közül a legfontosabbak:

magas termékkoncentráció érhető el, az eukarióta sejt - posztranszlációs modifikációs

folyamatainak köszönhetően - megfelelően processzálja a fehérjéket, melyek termeltetése

hatékonyan szabályozható az alkohol oxidáz promóteren keresztül.

Feladataink közé tatozott a vizsgált törzsek expressziós gazdaként való

alkalmazhatóságának vizsgálata, az alkohol oxidáz promóter izolálása, majd az

indukálhatóság, illetve a represszió körülményeinek meghatározása. További feladatunk

volt az expressziós vektor elkészítése, amely a stabilitáshoz és a szelekcióhoz szükséges

elemeken kívül a kísérletsorozat bemutatott fázisában egy riportergént tartalmazott, az

alkohol oxidáz promóter transzkripciós irányítása alatt.

A három vizsgált élesztő törzs egy-egy rRNS-t kódoló genomi szakasza

szekvenciájának meghatározása után, ezek összehasonlító analízisével megállapítottuk a

törzsek rendszertani helyét. Az eredmény megerősítette a két Candida boidinii törzs

korábbi, hagyományos módszerekkel végzett rendszertani besorolását, míg a harmadik

izolátumot a Pichia genusba sorolhattuk.

A promóterek izolálása felé tett első lépésként izoláltuka törzsek alkohol oxidázt

kódoló genomi szakaszait, a két Candida törzsből 1-1 gént (AOX673 és AOX680), míg a

Pichia törzsből kettőt (AOXA és AOXB) azonosítottunk.

A Pichia törzs mindkét alkohol oxidáz génje esetében izoláltuk az 5’ és 3’ oldali

nem-kódoló régiókat is, melyekről méretük alapján feltételezhető volt, hogy hordozzák a

génműködéshez szükséges szabályzó elemeket.
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Vizsgáltuk a promóterek működését saját rendszerben különböző szénforrások

jelenlétében, illetve tápanyagmegvonás hatására. Ennek során RT-PCR amplifikációval

detektáltuk az AOXA és AOXB génekről képződött mRNS-t, és párhuzamosan kimutattuk

az enzimaktivitás jelenlétét is. Megállapítottuk, hogy mindkét promóter indukálható

metanollal. A glükóz mindkét gént represszálja, az AOXA gén esetében azonban glükóz

jelenlétében is kimutatható volt egy alacsony szintű expresszió. Ez utóbbi eset kivételével

az AOXB  promóter aktivitása minden vizsgált esetben nagyobb volt, mint az AOXA-é, pl.

egy belső kontrollhoz viszonyított félkvantitatív méréssorozatban az AOXA-nál háromszor

több AOXB-specifikus mRNS-t mutattunk ki 0.5% metanol-indukció hatására. A metanol-

indukció időfüggő hatásának vizsgálatakor is az AOXB  termék volt a domináns, az AOXA

elsődleges géntermék csak egy óra késéssel volt kimutatható. A mannitol gyenge

indukálószernek bizonyult, míg a glicerol, gyengén hasznosítható szénforrásként, az

éhezéssel közel megegyező hatással volt a promóterek aktivitására. Az éhezés mindkét gén

tranziens indukcióját eredményezte.

Elkészítettünk expressziós vektorokat, amelyekben az expressziós kazetta a lacZ

riprtergént tartalmazta a vizsgált promóterek irányítása alatt. A vektorok tartalmaztak

továbbá egy genomi replikációs origót, amelyet a Pichia törzs genomi könyvtárából

azonosítottunk. Szelekciós markerként a domináns Zeocin rezisztencia marker volt jelen a

vektoron, illetve a Pichia 159 törzsből izolált HIS4 gén is ezt a célt szolgálta.

Az expressziós vektorok segítsével megvizsgáltuk a promóterek működését egy

heterológ fajban is. Az AOXB promóter működése Pichia pastoris-ban alapvetően

reprodukálta a saját rendszerben mért tulajdonságokat:  a metanol erős, a P. pastoris saját

AOX1 promóterével összemérhető indukciót eredményezett, míg a glükóz ezt az aktivitást

represszálta. Az éhezés indukáló hatása a heterológ gazdában szintén megfigyelhető volt.

Ezzel szemben az AOXA promóterről csak egy alacsony szintű transzkripciót tudtunk
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detektálni, ami nem változott a vizsgált szénforrások hatására, feltételezésünk szerint a

promóter szabályozó elemei és a heterológ gazda szabályozó apparátusának

inkompatibilitása miatt. A heterológ expresszióval az expressziós vektor egyéb, replikációt

és szelekciót biztosító elemeinek működőképességét is bizonyítottuk.

Eredményeink elegendő információt szolgáltatnak a promóterek működéséről a

gyakorlati célú felhasználáshoz, az elkészült vektor riportergénje tetszőleges

szekvenciával kicserélhető, így elvileg az abban kódolt fehérje termelésének szabályozható

irányítására képes.
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8. SUMMARY / ANGOL NYELVŰ ÖSSZEFOGLALÁS

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 elements 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
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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.
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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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11. FÜGGELÉK

10.1. A kísérletekhez használt oligonukleotidok:

A táblázat a használt oligonukleotidok legfontosabb adatait mutatja be: nevük és

szekvenciájuk mellett megadjuk hogy degenerált (d) vagy specifikus (s), illetve,

hogy forward (F) vagy reverse (R) orientációjú az adott génen. Jelöljük a gént,

amelyikhez a primert terveztük [AOXA: Pichia sp. 159 AOXA génje; AOXB:

Pichia sp. 159 AOXB génje, AOX: degenerált primer az ismert alkohol

oxidázokhoz, AOXA/B: specifikus primer AOXA és AOXB megegyező

szakaszaihoz, HIS4: Pichia sp. 159 HIS4 génje, rDNA: univerzális primerek

élesztő riboszómális génrészlet amplifikáláshoz, pBC SK(-): szekvenáló primerek

a Stratagene által forgalmazott plazmidhoz] és a primer 3’ végének a pozícióját az

adott génen, a start kodon első nukleotidja a +1 pozíciónak felel meg.
aA degenerált oligonukleotidoknál használt jelölések: N: A, C, G, T

Y: C, T R: A vagy G

H: A, C, T W: A vagy T

b(Vilgalys és Hester, 1990)

c(White és mtsai, 1990)

NÉV SZEKVENCIA S/D a F/R GÉN POZÍCIÓ

SB1 AAAAGAATTCAAYAAYHTNAAYAAYCCNTGG D F AOX 144
SB2 CCCCGGATCCARRAARTGRAACATNGTCAT D R AOX 1243
SB3 AAAAGAATTCGARCANTGGYTNAARTGGAT D F AOX 581
SB4 AAAAGGATCCRWARTGRTCYTGRAARTT D R AOX 916
SB5 AAGCAGAAGCTCTTGTGTACA S R AOXA/B 299
SB6 CAACCAGTGCTCAGCACCGTG S R AOXA 553
SB7 TGTTACATGGTCTTTGGTAAG S R AOXA/B 392
SB8 CACAAGAGCTTCTGCTTC S F AOXA/B 320
SB9 CCGATACCAGATCTTTGT S R AOXA/B 834
SB10 AACTGTCAAGATTTCATT S F AOXA 492
SB11 AACTGTCAAGACTTCTTA S F AOXB 492
SB12 AATTTGTTTATTGATAGAG S R AOXA 747
SB13 ATTTGAGTCTTGGTAGTA S R AOXB 747
SB14 CAACTGGCTCTATCAATAAA S F AOXA 759
SB15 CAACTGGTACTACCAAGACT S F AOXB 759
SB16 TACAAAGATCTGGTATCGG S F AOXA/B 851
SB17 GTRTTRCANCCNACRTTRTC D R AOX 1834
SB18 ATGATTGGATCAGGATGG S R AOXA -744
SB19 ACTCCGCTTGTAGTGACG S R AOXB -372
SB20 GGGAAGCAACAGTAGCAGCA S R AOXB -544
SB21 TGTTCAATGGCTCCAAGAGA S F AOXA/B 1736
SB22 GAATGTTCATGGATTAAAGC S F AOXA 1801
SB23 ATTGAATGTCTACGGTGTCG S F AOXB 1798



89

SB24 CGGTCGATCGGGTTGAGA S R AOXA -806
SB25 CGTGCGTGCTGCTGTTCC S R AOXB -782
SB26 CCGCACGCCGCACACAGG S R AOXB -869
SB27 CCCGTTAACCAACATTATCCCTTCC S F AOXB -1904
SB28 TTTGGATCCATATTACTCACTGATTTG S R AOXB 2403
SB29 GGAATAGACATGTTGAGTAAGTT S R AOXB -12
SB30 GARCANTGGYTNAARTGGAT D F AOX 581
SB31 RWARTGRTCYTGRAARTT D R AOX 916
SB32 CTGTGTAGCTTGGCTGGTTC S F AOXA -1604
SB33 GAATAGACATGTTGATTGATTTG S R AOXA -13
SB34 GGTTTGAATAATCTAAGCGCC S R AOXA 2421
SB35 GTCAAAAGGTGCTTAGCG S F AOXB -1601
SB50 TCGACATCTTATATCCAGC S F HIS4 578
SB51 GATTCTATCGTTTGGTCCA S R HIS4 1230
SB57 GGGGGAGCTCATATGGCTATTCCAGATGAATT S F AOXB 20
SB58 GGACTCGAGCTGTGTAGCTTGGCTGGTTC S F AOXA -1604
SB59 GAATAGCCATGGTGATTGATTTG S R AOXA -13
SB60 CCGTCACTACAAGCGGA S F AOXB -357
SB62 TACTCACCATGGCCTCCTCC
SB64 CATGACGGACGATCACGACT S F AOXB -631
SB68 CACCGGAAGGAGCTGA S R 3797
SB69 TCAACGGCCTCAACCT S F 3719
SB70 TTAAGGATCCCACCATGGCTATTCCAGATGA S F AOXB 17
SB71 CCATGGATCCTTGATGTTATTTTCACCACC S R AOXB 115
SB72 AAACATCAGGATCGGTCG S R AY791694 1006
SB73 GTTTGGGAATGCAGCTCT S R AY791694 564
UG001 SWRTGCCANGTNGTYTC D R AOX 1687
UG002 CCNSWRTANCCNARRTCYTC D R AOX 1900
UG003 ATGRCNATHCCNGANGARKT D F AOX 20
UG004 GGAACAATAGCACGACGACC S R AOX 235
UG005 CAGAAGCAGAAGCTCTGGT S R AOX 304
UG006 GGTACCAACTCTATGGCTCC S F AOX 1727
UG007 TGCTCCAGAAGGTGGTGT S F AOX 1763
UG008 AGCAGCACCACTTTGTTCATAAG S R AOX 1961
UG009 GAAGATTTAGGTTACTCTGG S F AOX 1919
UG011 CTGTCACTTGGAACGC S F HIS4 843
UG016 ATAGCCATGGTGAGTAAGTTAATAAATAAGTTTTTG S R AOXB -28
UG017 AATCCTCGAGAACAAAGCTAGCACCTCTTCTCCTCTT S F AOXB -1819
UG018 GCGACTCCATCAAACTTG S R HIS4 1383
UG019 ATAGACATATGGAGTAAGTTAATAAATAAGTTTTTG S R AOXB -28
LR5b TCCTGAGGGAAACTTCG S rDNA
ITS3c GCATCGATGAAGAACGCAGC S rDNA
reverse GGAAACAGCTATGACCATG S F pBC SK (-) 808
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG S F pBC SK (-) 772
SK CGCTCTAGAACTAGTGGATC S F pBC SK (-) 720
KS TCGAGGTCGACGGTATC S R pBC SK (-) 685
T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC S R pBC SK (-) 646
M13-20 GTAAAACGACGGCCAGT S R pBC SK (-) 616

10.2. Az ARS124 elem szekvenciája

TCGATCGTGGAAAGTAGAGACGTTTGCATATTGAAGTACTTGAATGGTGCTGCTCCGGTGTTGTATGGTTTAC
CATTAAAGATTAGAGGAAATTAAAAGATGTTCTTTATTTATTCTTTTTCCGAATAGAGATGTGAAAAGTTTTC
TAAATTATTTATATACATGGGAGGTGAAAATGGGAAACCACTACTAAAATTTATATAGTAAAACTATGATACT
ATGAAAAAGCCCTTATTATTATTATTACTATTATTAATTTGATAACAAGTGTTCAATTTTTTTGTAATATGCA
GAATCCACAAACTCTTTGATTTCTTCTTTTGTTAACCATTTATAATCGGTGAAACCTTCAACTCCTTTTTGTA
ATTCAAACTTACCGGCAATAATGTGTGATTTCATTAGATATTCTCTAGTACCAACATCAACACCAGAATCTCC
TTCAACCAATTGAGTTTTGTTGTTGTTATTAGTAGTGGTAGTACCTTGATATTTTAAAACCGCAGTTGGGGTG
TTTGAAACGGACCAAGTATTGATTTTATCACCACCTATTAGTTTAACACCGTCGA

10.3. A Pichia sp. 159 HIS4 gén szekvenciája

A kódoló régió az 540-es pozíciónál kezdődik és a 3098-ig tart.

GAATTCATAGAATTGGTCAACACAGACCAATCAGAATTGTCAAGTTGGTTATTGAGGATAGTATCGAATCAAG
AATCATCGAGTTGCAGGACAAGAAAGCCAATATGGTGAAGGCTACGTTGGACAAAGATCAAGCTGCTGCGAAT
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AGGTTGAGTGCATCTGATATGCAGTTTTTGTTCAATAACTAAACCCATGAACTGTTTCCACAGATATATATGT
GTGTATTTTGGTTGTTTTGCAGTTTTCGCTGTCTATTATATGTATATAGTTTTGTTTAAAAAGTAAAATCAGA
GTAATTTTATAGAACTACACAATCCAAAAAGGGGATGTCCTTCCCCATTTCTTGAATAATTTATTTTTTCGTC
GTGCGCTGCGCAGATAATTTTTTTAATCTGACTCATTATTCATTTCGAATTAGCAGAGTCGAGAACTAGTGAT
ATTTATTATTGATATATAAATGTTGCATGATCTTATCCTGCGTTTAAGGTTTTTGAAGTTTTAGATTCATAAA
ATAAGACAACGTAAACAACAAATCAACCATGGTTTTTCCATTATTACCCTATTGTAAGTCCGCATCTGAAATC
GAATTGATTTCAGTCGTTGGTAAAGCTTTACTACCATTCTCAAACTCATCCAGCGTCGATGAGATCTCAACTT
TAGCGAAAACATTGGCAACTAGTATCTACGTTGACTTAATTATCTCTCAAATTGATGACTCCACAATTGAGAA
GCTTCTATTGTTATTAAACAACGGTGTTGAAGGTATTTTCGCCACTGTTGAAAACGCATCCACTATCTTGGCT
TCAATTCCAAATGCTAGAATAATATACAAGTTGTCATCAACTGAACAAGTTGAAAAACTTGAATTACAAGATA
CTACTTCAATTGCATTCCCTGCTTCTCAACCATTGGGATCTTTGAAAAATTTGACTAACGGTGGTAAGAGACA
AGTTTATGCCTTTTTCGACTCTGAAGCTGCAAAGGTCGACGTCTCATCAAACGTCTCTTCTGGTATCACTCCA
ATTGTTGCCAGTGAATTATTGACTACTGATTATGATGGTGATGAAAAGTCACCTTCTTCCAAATTACTACCAC
TTGTCGACATCTTATATCCAGCTTTAGTAACAGATAGAAACGATGGTTTGTTCACTACCTTAGTTACTGATGT
TTCTAATCAAGCTTTAGGTCTAGTTTACTCTTCAAGAAAGTCTATTGCTGAAGCTATTAAAACTGGTACTGGT
GTCTACCAATCTAGAAGACATGGTTTGTGGTACAAAGGTAAAACGTCTGGTGCTACTCAAAAATTACTAGGTA
TAGAATTAGATTGTGACGGTGACTGCTTGAAGTTTATCGTTGAACAATCCGGTGCTGGCTTCTGTCATTTGGA
TAGAACTTCTTGTTTCAGCAAGAGCTCTGGCTTGTCTGCATTAGAATCCGTTTTAGTTGACAGAATGGAAAAT
GCTCCACATGGTTCATACACCAAAAGATTGTTTGACGATGAAAAATTGTTGAATGCGAAGATCAAGGAAGAAG
CTGAAGAATTAACCGATGCTAAGACCAAGGATGAAATTTCATGGGAGGCTGCTGATTTATTCTACTTTGCTTT
AGCCAGATGTGTTAAATATGGTGTTTCCATTTCAGATATAGAAAAGAACTTGGATACTAAGGCTTTAAAAGTT
ACCAGAAGAAAGGGTGACGCTAAGAAAAAGTTCATTGAACAAGAACAAAAATTAGCCTCAACTACTCCAGCTC
AAACTGAAAGAGTCATTGGACCAAACGATAGAATCGTCATGAACAGAGTTGATACTAAAACTGCAACAAAAAA
AGAAGTCGATGCTTGTCTTGAAAGACCAATTCAAAAATCTGCCGATATTATGGGCTTGGTGACACCAATTGTT
GCCAAGGTTCAACAAGATGGTGATAAAGCCTTGTTAGAACTTACAGCTAAATTTGATAAAGTTGAATTGAAAT
CACCTGTATTATCGGCTCCATTCCCTGAATCCATGATGCAAATTACCGATGACATTAAGAAGGCTATTGATAT
TTCGTTTGAAAACATCAGAATTTTCCACGAAGCTCAAAACCAAGTTGATGTTTTAACCGTGGAAACATCCCCT
GGTGTTTTATGTTCTAGATTTGCAAGACCAATAGAAAGAGTTGGTTGTTATGTTCCAGGTGGTACTGCTGTCT
TACCATCAACTTCATTGATGCTTTCAGTCCCAGCTTTAGTTGCTGGTTGTAAGGATATCATTTTTGCTTCTCC
ACCAGGAAAGGATGGTAAGTTGACTCCTGAAGTTGTTTACGTTGCTCACAAGGTTGGTGCCAAGTGTATTGTT
TTGGCCGGTGGTGCACAAGCTGTTGCCGCCATGGCTTACGGTACTGAATCTGTTCCAAAATGTGACAAGATCA
TGGGTCCAGGTAATCAATTCGTTACTGCTGCAAAGATGCTTGTCTCTAACGATTCCAACGCTATGTGTGCCAT
TGACATGCCGGCTGGTCCATCTGAAGTCTTAGTCATTGCTGATAAATATGCNGACGCAGACTTTGTTGCTTCT
GATTTGTTGTCACAAGCTGAACACGGTATTGATTCTCAAGTTATTTTGATTGCCGTTGATATGACTTCTGAAG
AAATTGACAAGATTGATGACGCTGTTCACAACCAAGCTCTGCAACTACCAAGAGTTGATATTGTCAGAAAATG
TATTGCTCACTCAACAACTATTAACGTTACCGGTTACAAAGATGCATTTGACATGTCCAATAGATACGCTCCA
GAACATTTGATTCTGCAAATCCAAGATGCTGAATCTTATGTTGAACAAGTGTTCAACGCTGGTTCTGTCTTTG
TCGGCGCTTACTCTGCAGAAAGTTGTGGTGATTACTCTTCAGGTACTAACCACACTTTACCAACTTACGGTTA
TGCTAGAATGTACAGTGGTGTCAACACTGCTACTTTCCAAAAATTCATTACCTCACAAGTTGTTACCCCATTA
GGTTTGAAACACATTGGAAAGGCCATTATGGATTTGGCGGAAGTTGAAGGTTTGGACGCTCATAGAAATGCCG
TTAAAATTAGAATGGAAAAGCTTGGTTACATCTAAGCTTTTCCATCCCGGATTTATTAATGTNNNTNNAATTC
TGTTATTNNGTTTNTTNNNNNTNNNTAATATTAANCCACCCTTTTTAATTGTCAAGAAGTTATGGTTTTTGGA
AAAGAGTAATAAAATGCGGCCCACAGGATTGTGGCGTTAGCATTAGTTGGTTTAGCTAATACTTCTAATAGAC
ATAGTTTATAGAGTTCAAGTACCCAGAGACTGTGTAATTATATGAAGTTTGCAGTGGTGTCATCTGTACAAAT
GTAACTGCTCTTATATCGTCTGAAGCTATGTCATCTAATCCACTGACACCTTTATCTTCCACAGATTCTGTTT
GAAGGGGTTGAAAATCACACCATCAAGTTGAACTAATTTTGAACGCTGCTGGAATTTTTTCTCATATAAAGTC
AAACCAAAACGGTGTATTCTTGAAATTTCTCTTCACTTCAACCTTCCTTCAAACAAATCATATATCATTTCGT
CATCCAAACTCTCAGGTTATATTTGCAAAAATGTCTATTTTAGTTCCATTCCATTTATTATCATACTCCTACG
TCTTTGGAGCAACCTCTTTCCACTCTTTCATCAGTTCCACAAGAGCTTTTAAA


