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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Bevezetés

A Dbiotechnolégia egyik fontos teriilete a valamilyen szempontbol fontos €s hasznos
peptidek és fehérjék eldallitdsa. Szamos esetben ezek az eredeti eléfordulasi helytlikrol
gazdasagosan nem izoldlhatok, mivel forrasuk kell6 mennyiségben nem fordul elé a
természetben, vagy a természetes gazdabol kis koncentraciojuk miatt nem nyerhetd ki
gazdasagos modszerekkel a megfeleld mennyiség. A fehérjék izolalasat tilthatjak etikai és
torvényességi okok is (pl. humén forrasbol szarmazo fehérjék), mas esetekben a
természetben el6 sem fordulnak, 1évén a molekuldris bioldgia eszkozeivel eldallitott
variansai vagy részletei egy természetes fehérjének.

A fenti problémdra kindlnak megoldast az expresszids rendszerek. Egy ilyen
rendszer, a kivalasztott expresszids gazda természetes fehérje szintetizadld apparatusat
hasznalva, a megfeleld6 mdédon bejuttatott DNS fragmentben tarolt genetikai informacio
alapjan elméletileg tetszOleges fehérje termelésére képes. Természetesen a fehérje
termelést meghatarozo legfontosabb tényezd a gazdaszervezet. Ma mar nagyon széles
skalan mozog ezek valaszthatd kore: lehet az prokariota, egyszerli vagy fejlett
magasabbrendi szervezet is (pl. élesztd, novény vagy emlds), de lehet szovettenyészet
vagy akar in vitro transzlacios rendszer is.

Egy expresszios rendszer mindségét legtobbszor a termelt fehérje mennyisége
jellemzi legjobban, de fontos paramétere még a rendszer szabalyozhatosadga, konnyen
kezelhetOsége, stabilitasa, a termelt fehérje végleges formaja és kitermelhetdsége.

A kovetkezd irodalmi attekintés bemutatja néhany, a dolgozat témakoréhez kozel
allo expresszios rendszer felépitését, kiemelve az el6bb emlitett mindségmeghatirozo

paramétereket.



2.2. Expresszios gazdak

2.2.1. Escherichia coli

A prokariota modell-szervezet, az Escherichia coli 3 évtized alatt sem vesztette el
népszeriiségét, mint fehérje expresszald gazdaszervezet, habar az utobbi évek kihivésai
nyilvanvalova tették korlatait (Jana és Deb, 2005; Makrides, 1996). Mint az egyik
legegyszeriibb felépitésii expresszids rendszer és egyben a legismertebb is, egyszerii
expresszios kisérletek elvégzésére a legmegfelelobb valasztas. Egyszerisége révén
hasznalata gyors €s szinte minden laboratériumban rendelkezésre allnak az alkalmazasédhoz
sziikséges eszkdzok.

Azonban nagy mennyiségli termék eldallitasa vagy az eukaridta genomokban
kodolt komplexebb felépitésti fehérjék termelése gyakran akadalyba iitkozik, ugyanis az
E.coli intracellularis rendszerei nem képesek a legtobb idegen fehérje mukodéséhez
sziikséges megfeleld poszttranszlaciés modifikdciok kivitelezésére. Ebbdl kovetkezden a
termelhetd aktiv fehérjék kore szik. A sziikséges chaperone molekuldk alacsony
koncentracioja, esetleg hianya a citoplazma redukald erejével parosulva gyakran a
fehérjetermékek un. inclusion body-ként, kicsapodott formaban nyerhetdk csak ki. Ebben
az esetben sziikkség van a csapadék ujboli oldatba vitelére és a polipeptidlanc re-folding-
jara, azonban ez az ut gyakran nem jarhaté ezért a fehérjetermelés nem kivitelezhetd. igy
elmondhatjuk, hogy az E. coli nem alkalmas olyan fehérjék termelésére, amelyekben nagy
a diszulfid-hidak szama, vagy amelyek aktivitasukhoz egyéb poszttranszlacios modositast
igényelnek, mint példaul: glikozilacid, prolin cisz/transz izomerizacid, diszulfid

izomerizacio, lipid, szulfdt vagy foszfat csoportok addicioja. Ezek hianya aktivitas



csokkenéssel, esetleg funkciovesztéssel jarhat, de gyogyaszati felhaszndlads esetén az

crer

2.2.2. Saccharomyces cerevisiae

Az E. coli alkalmazasa soran felmeriild problémak jelentds részét ki lehet kiiszobdlni a
pékélesztd (Saccharomyces cerevisiae) hasznalataval (Romanos et al., 1992). Genetikajat
¢és biokémiajat tekintve minden bizonnyal a legismertebb eukaridta faj. 1981 6ta hasznaljak
heterolog fehérjék expresszaltatdsara (Hitzeman et al., 1981) és az els6é engedélyezett
rekombinans human vakcinat is élesztében termelték (Valenzuela et al., 1982). 1996-t61 a
teljes genom szekvencidja ismert és hozzaférhetd (Goffeau et al., 1996). Az élesztok
elényéhez tartozik még a bakteridlis rendszerekhez hasonld egyszeri ¢és olcso
kezelhetdség. Hasznalatukat a tarsadalom is konnyebben elfogadja, tekintettel tobb ezer
éves ¢élelmiszeripari felhasznalasukra, az angol rovidités szerint GRAS (generally regarded
as safe), azaz biztonsagosan hasznalhaté mikrobanak tekintjiik.

Az élesztd expresszids rendszereknek is legfontosabb eleme a kodolé DNS szakasz
organizmus genomjaban torténd stabil fennmaraddst biztositd vektor molekula. Ehhez
kiilonb6zé genetikai szignalok ¢és a molekularis biologia gyakorlatit megkonnyitd
szekvenciaelemek sziikségesek. Azaz a vektornak hordoznia kell a fehérjét kodold
génszakaszt, tovabba talan az egyik legfontosabb elemként a téle 5° irdnyban az atiras
iniciaciojaért felelds promoter régiot. 3’ iranyban a transzkripcids terminator talalhato,
hianya a sziikségesnél jelentdsen hosszabb mRNS-eket eredményezhet, ami a
transzkripcids apparatus tulterheléséhez vezethet. A genetikai manipulacié feltétele egy
olyan marker jelenléte a vektormolekulan, aminek segitségével meg lehet kiilonboztetni a

vektort tartalmazé sejteket a vektor nélkiiliektdl. Sziikség van a vektor hatékony



fenntartasat biztosité genetikai elemekre is (1asd késobb). Az éleszté vektorok rendszerint
ugynevezett shuttle vektorok, azaz bakteridlis elemeket is tartalmaznak (replikdcios origo,
antibiotikum rezisztencia), mivel a DNS konstrukcio6 elkészitése, in vitro manipulacidja E.
coli-ban torténik.

A Saccharomyces cerevisiae vektorokat két csoportra oszthatjuk a genomban vald
fennmaradasukat tekintve: extrakromoszomalisak €s integrativak. Az extrakromoszomalis
vektorok a S. cerevisiae-ben természetesen is eldforduld 2 pm-es plazmid szarmazékai €s
rendszerint 30 kopidban vannak jelen, illetve vannak alacsony képiaszamu (1-2) vektorok
is, amelyek a genomi replikacids start szignadlokat tartalmazzak. Nagy hatranyuk azonban,
hogy nem-szelektiv koriilmények kozott a kdpiaszam csokkenhet, €s a kisebb géndozis
alacsonyabb termékkoncentracidhoz, esetleg a fehérjetermelés leallasdhoz vezethet. Az
integrativ plazmidok hasznalataval athidalhatdé a plazmidvesztés problémdja. Ezek a
vektoron hordozott genomdarab révén homolog rekombinacidval inzertalédnak az élesztd
azonos szekvenciat hordozo kromoszémajaba és ott stabilan fennmaradnak.

A termék mennyiségét a vektor részérdl a promoter befolyédsolja donté mértékben.
Leggyakrabban valamely glikolitikus enzim promoéterét hasznéljadk, mivel ezek
folyamatosan és aktivan inicidlnak atirast — ugynevezett konstitutiv prométerek. Egy ilyen
rendszernek azonban nyilvanval6 hatranyai is vannak, ugyanis a sejt lassabban osztddik a
heterolog fehérje fokozott expresszidja miatt, lassabban éri el a sejtkultira a megfeleld
sejtszamot és a hosszabb fermentalasi id6 nagyobb tomegli degradalt terméket és nem
utols6 sorban a koltségek novekedését eredményezi. Ha a sejt anyagceseréjére, integritdsara
negativ hatdssal biré anyagot termeltetiink, az tovabb lassitja a sejtek szaporodasat,
kiszelektalddnak a heterolog gént kisebb szamban hordozo egyedek és csokken a nagyobb
géndozist hordozd populdcid aranya. Ezek a problémék elkeriilhetdek indukalhato

promoterek bevezetésével. Mitkddésiikre jellemzd, hogy legtobbjiik csak egy specifikus



induktor molekula hatasdra inicial transzkripciot. Indukalhatdé promoter hasznélataval
lehetséges kétszakaszos fermentalast végezni, azaz els0 Iépésben a biomassza
heterolog expressziot beinditani.

Nagy elénye egy expresszios rendszernek, ha a termelt fehérjét szekretalja is
kornyezetébe, igy a terméket sokkal egyszerlibben, a sejtek feltardsa nélkiil lehet
kitermelni, igy tobb tisztitasi 1épés kikiiszobolhetd. A szekrécid tovabbi elénye, hogy egy
ilyen termék az intracellularis protedzoktol is védve van. S. cerevisiae rendszerekben
létezik ilyen szekrécios ut. A megfeleld szekrécios szignalt kell a fehérje kdodolo
szekvenciahoz illeszteni és ennek eredményeként az atirddas és érés utan a heterolog
fehérje a sejten kiviilre jut, mikdzben a szekrécios szignal lehasitddik rola. Leggyakrabban
a prepro « mating factor szekrécids szignalt hasznaljak. Azonban a 30 kD-t meghalado
molekulatomegi fehérjéket a S. cerevisiae mar nem képes hatékonyan szekretalni.

A szekrécids ut sordn lezajlanak a mar emlitett poszttranszlaciés modifikacios
folyamatok, azaz kialakulnak a diszulfidhidak, chaperone molekuldk segitségével kialakul
az aktiv harmadlagos szerkezet, az esetleges multimerek Osszeszerelddnek és lezajlik a
glikozilacio, azaz a sejt szénhidratcsoportokat kapcsol a polipeptidhez, tobbé-kevésbé
azokon a pontokon, ahol a magasabbrendiiek, koztiik az emldsok is. A Saccharomyces
cerevisiae altal termelt fehérjék azonban leggyakrabban a glikozildcid miatt bizonyulnak
antigén tulajdonsagunak, mivel sok esetben talglikozildltak, azaz tobb mannoz egység

kapcsolodik a fehérjéhez, mint példaul egy emlds sejt esetében.

2.2.3. Pichia pastoris

A Pichia genus-ra el0szor az alkohol oxiddzok vizsgélata sordn figyelt fel a tudoményos

kozvélemény. Az alkohol oxidaz enzimet (EC 1.1.3.13.) el6szor egy Polyporus fajban irtdk



le (Janssen et al., 1965), majd késObb bizonyitottd valt jelenléte szadmos tovabbi
basidiomycetes fajban is (Kerwin €s Ruelius, 1969). Az enzim egy flavoprotein, flavin-
adenin-dinukleotidot (FAD) tartalmaz prosztetikus csoportként. Primer alkoholok
oxidacigjat katalizalja — molekularis oxigént hasznalva — a megfeleld aldehiddé és
hidrogén-peroxidda. A folyamat a citoplazma tobbi részétdl elzartan, a peroxiszomaban
zajlik. Legalacsonyabb ky értéket a primer alkoholok koziil a metanol mutat, mig a
szénlanc hosszabbodasaval ez az érték gyorsan nd (Janssen és Ruelius, 1968). Kezdetben
az anyagcsere utakban betoltott szerepe nem volt ismert, késobb deriilt ki, hogy a metanol
hasznositas kulcsenzime szamos élesztoben, amelyek képesek a metanolt egyediili szén- €s
energiaforrasként hasznositani. Az elsé metilotrof élesztdt, a Candida boidinii-t 1969-ben
irtak le (Ogata et al., 1969), amit hamarosan tobb izolatum kovetett, amelyek négy genus-
ba sorolhatdk: Candida, Hansenula, Pichia és Torulopsis (Hazeu et al., 1972). Ezeknek az
¢lesztOknek a metanol hasznositd képessége lehetové tette, hogy fehérje forrasként
szolgéljanak (SCP — single-cell protein projektek), ami tovabbi intenziv kutatdsukat
eredményezte (Hazeu et al., 1972; Cooney ¢€s Levine, 1972; Tani et al., 1978). A Phillips
Petroleum Company tamogatta a tapoldatok és fermentacids eljarasok kifejlesztését a
Pichia pastoris esetében, amelynek eredményeként nagyon magas sejtszamot értek el (130
gramm szaraz sejttomeg literenként) folyamatos rendszerti fermentalas soran. Sajnos a 70-
es ¢vekben bekovetkezett olajvalsdg eredményeként a metdn (a metanol gyartas
alapanyaga) ara felszokott, mig az alternativ fehérjeforras, a szoja ara leesett, igy az SCP
projectek gazdasagtalanna valtak és véget is értek.

A 80-as években ismét lendiiletet kapott a Pichia pastoris vizsgalata, amikor a
Phillips Petroleum és a Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates Inc. megkezdte
egy heterolog fehérje termelésre alkalmas rendszer kifejlesztését. Sikeresen izolaltak

alkalmas promotert, szelekcids markereket, kifejlesztették a hatékony manipuléaciot

10



lehetové tevd modszereket €s mara mar az ipari céli rekombindns fehérjetermelés egyik
leghatékonyabb eszkoze, tovabba a sejtbiologusok altal vizsgalt eukariota modellszervezet
a Pichia pastoris. Ipari célu alkalmazasat szamos elényos tulajdonsaga indokolja: magas
termékkoncentracid a sejten beliil, de akar azon kiviil is: néhdny gramm is elérhetd a
tenyésztokozeg egy literére vonatkoztatva (Macauley-Patrick et al., 2005); a fermentacios
sémak l1éptékndvelése altalaban konnyen kivitelezhetd; nincs sziikség komplex taptalajra,
mint a magasabbrendiieknél; szekretalt termék esetében egyszeri a fehérjetisztitas, ugyanis
lehetéség van alacsony fehérje tartalmu taptalajok haszndlatara mikozben a sejt kevés nativ
proteinjét szekretalja (Cregg et al., 1993); és nem utolsé sorban aktiv formaban nyerheto ki
a termelt protein, koszonhetden a megfeleld poszttranszlacios érési folyamatoknak, példaul
G-fehérje kapcsolt fehérjét is képes hatékonyan, funkcionalis formaban termelni a Pichia
rendszer, mig az E. coli, Saccharomyces cerevisiae és Baculovirus alapu rendszerek nem

(de Jong et al., 2004).

2.2.3.1. Promoéterek

A Pichia torzsek expresszids gazdaként vald alkalmazasat az a megfigyelés inditotta el,
hogy a metanol hasznositads enzimei csak metanol jelenlétében termelédnek (Egli et al.,
1980), ami indukalhat6 promoter jelenlétére utal. Az anyagcesereut enzimei koziil
legnagyobb mennyiségben az alkohol oxiddz van jelen, ugyanis az enzimnek alacsony az
oxigénhez vald affinitdsa €és a sejt ezt a promoéter magas aktivitdsaval kompenzalja.
Fermentorban, metanol limitalt ndvesztés soran az alkohol oxiddz mennyisége az Osszes
oldhato fehérjék 30 %-t is elérheti (Couderc és Baratti, 1980).

A Pichia pastoris genomja két alkohol oxiddz gént tartalmaz, az AOXI-t ¢és az
AOX2-t (Cregg et al., 1989). Az alkohol oxidaz aktivitds tulnyomd tobbségéért az 40X1

gén a felelds, aminek miikddése transzkripcids szinten szabalyozott (Ellis et al., 1985;
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Cregg et al., 1989), optimdlis koriilmények kozott a sejt mRNS készletének 5 %-at az
alkohol oxiddz mRNS teszi ki, mig a legtébb mas szénforrds hasznalatakor nem
kimutathat6 a jelenléte (Cregg és Madden, 1988). Az AOXI promoter szabalyzasaban két
mechanizmus jatszik szerepet. Bizonyos szénforrasok, abban az esetben, ha mennyiségiik
nem limitalod a sejtek szaporoddsara nézve — azaz kelld mennyiség van a tapoldatban —
represszaljak a génmiikodést. Ilyenek a gliikoz és a glicerol. A metanol ezzel szemben,
egyediili szénforrasként alkalmazva indukélja a génmiikodést. A represszald szénforras
eltdvolitdisa nem inditja be jelentds mértékben a transzkripcidt, metanol jelenléte
mindenképpen sziikséges a magas promoteraktivitas eléréséhez. (Tschopp et al., 1987)

A fentiek alapjan az AOXI prométer idedlis valasztas, ha szabalyozhaté modon,
nagy mennyiségl heterolog fehérjét kell termelni. Tovabbi eldnye, hogy az induktor
molekula, a metanol elvalasztdsa a terméktdl nem jelent problémat, szemben mas
rendszerek indukaldszereivel. Kétszakaszos fermentacid is kivitelezhetd, azaz a kivant
biomassza mennyiség elérhetd represszald szénforras segitségével, majd annak kimeriilése
utan metanol hozzaadasaval a heterolog fehérjetermelés elindithatd. Ezzel a moddszerrel
akar a sejtre nézve toxikus fehérjék is eldallithatok (Woo et al., 2002).

Folyamatos fermentacio is kivitelezhetd az AOXI promoéter haszndlataval, ez
kiilondsen eredményes Mut fenotipust élesztok esetében, amelyek mindkét alkohol
oxidaz génje funkcioképtelen. Ebben az esetben a sejtek az AOXI promotert nem
represszald szénforrast hasznositanak a termelési szakaszban (szorbitol, mannitol, alanin),
mikozben kis mennyiségli metanol hozzaadasaval a heterolég fehérje termelése
fenntarthat6 (Sreekrishna et al., 1997).

Masok eredményei szerint a mannitol gyenge indukaloszerként is miikodik,
kozepes mértékben indukdlva az AOXI promotert (Sears et al., 1998), az ellentmondd

eredmények valdsziniileg a termelt fehérjék kiillonbozdségére vezethetdk vissza.
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Az alkohol oxiddz gén szénforrds nélkiil, azaz éhezéskor is indukalodik, habar
meglehetésen gyengén, alacsony szintli heterolog fehérje termelddést eredményezve
(Tschopp et al., 1987).

Az AOX2 gén promotere is hasonld6 mechanizmusok szerint miikodik, de aktivitasa
mintegy tizedrésze az AOX1 promdternek (Cregg és Madden, 1988)

Az indukdlhaté promoterek kozott még meg kell emliteni a dihidroxi-aceton
szintetdz gén (DHAS) promoterét, ami szintén a metanol hasznositas enzime. Ez a
promoéter is hatékonyan indukéalhatd6 metanollal, azonban alacsonyabb termékmennyiséget
eredményez, mint az AOXI promoéter. A formaldehid dehidrogendz is a metanol
metabolizalas eleme, illetve a metilamin metabolizmusa soran felszabaduld formaldehiddel
szemben is véd. Promoétere, az FLDI promoéter metanollal és metilaminnal is indukalhato.
Ennek elénye a heterolog expresszid szempontjabol, hogy metilamin indukcidé mellett a
sejt képes folyamatosan gliikozt vagy glicerolt hasznositani egyediili szénforrasként
(Resina et al., 2004).

Nem minden esetben sziikséges a novekedési és a fehérje termelési szakaszt
szétvalasztani. Sikeresen hasznalnak heterolog expresszidra konstitutiv promoétereket is, ha
a folyamatos heterolog expresszidé nem citotoxikus hatdsu, illetve nem gatolja jelentOsen a
sejtek novekedését. Legjellemzobb példa a gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPI)
promoter, amellyel az AOX1-gyel 6sszemérhetd hatékonysag érhetd el. (Menendez et al.,
2004). Két, AOXI promotert és GAPI promotert tartalmazd expresszios kazetta egylittes
alkalmazasaval, metanol indukcié utan a termelt fehérje mennyisége tovabb fokozhato

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

Szamos kiilonb6zo vektorcsalad hozzaférhetd, melyek a Pichia pastoris sejtekbe juttatva a
heterolog fehérje termelést lehetdveé teszik. A vektor sejtbe juttatasara tobb transzformacios
protokoll is rendelkezésre all, hasonldoan a Saccharomyces cerevisiae-hez. A
leghatékonyabb az elektroporalas, ezen kiviil a szferoplaszt transzformalas, illetve a litium
klorid ¢és polietilén glikol-1000 hasznalatan alapuld transzformalds a leggyakrabban
hasznalatosak (Cregg et al., 1985; Wu és Letchworth, 2004). Alapvetéen kétféle vektort
kiilonboztetiink meg, az egyik csoport transzformalds utdn a gazda genomjaba integralodik
homolég rekombinacidval, aminek feltétele egy, a genomi DNS szekvenciaval homolog
fragment jelenléte a vektoron. A reakcid hatékonysaga fokozhatd a vektor linearizalasaval,
a homolog szekvencian beliili hasitassal. Ez az ut stabil transzformansokat eredményez és
lehetévé teszi a kdpiaszdm novelését tobbszords integracidval, ami tovabb fokozhatja a
rendszer fehérjetermeld képességét. Mivel a homoldg rekombindcié ritka esemény, igy
ennek a mddszernek hatranya, hogy csokkent hatékonysagu transzformacioval jar. Ezzel
szemben az ugynevezett replikdlodo vektorok hasznalata soran minden sejt, amibe a vektor
molekula bejut, képes szelektiv koriilmények kozott novekedni. Ezt a vektor replikaciojat
segitd szekvencia elemek teszik lehetévé, melyek altaldban kromoszoma eredetli
replikacids start szignalok.

Az expresszids vektorok mindegyike, a pékélesztd vektoraihoz hasonléan, un.
shuttle vektor, azaz tartalmaznak bakterialis replikacios origdt és szelekcidos markert. Az
¢lesztd-specifikus szelekcid biztositdsara minden ilyen vektoron taladlhat6 egy ezt biztosito
szelekcids elem. Az expresszios kazetta egy promoterbdl — rendszerint az AOX1 promoter
— &és egy AOXI eredetli transzkripcids terminator elembdl all, a ketté kozé épithetd be a
termeltetendd fehérjét kodolo szekvencia, ezt altalaban egy multi cloning site (MCS) segiti.

A nativ AOXI gén esetében az alkohol oxiddz leolvasasi keretet egy kivételesen hosszu
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(116 nt) nem-transzlalodd szekvencia elézi meg (Ellis et al., 1985). Gyakran abban az
esetben érhetd el a legjobb expresszids eredmény, ha a heterolog fehérje start kodonja a

crer

esetén ezzel a ponttal egybe esik az elsd hasitohely a MCS-on.

2.2.3.3. Szelekci6

A szamos ismert szelekcios lehetdséget két csoportra oszthatjuk, az egyik csoport
bioszintetikus utak enzimeit kodold géneket hasznal: HIS4 (Cregg et al., 1985), ARG4,
ADE] ¢és URA3 (Cereghino et al., 2001). Természetesen a vektor altal biztositando
prototréfidnak megfeleld auxotrof mutans torzsek is rendelkezésre allnak. A masik
csoportot a dominans rezisztencia-markerek képezik: G418 (Neomycin, Scorer et al.,
1994) ¢és Zeocin (Higgins et al., 1998). Ezek a markerek széles specifitasuak, szinte
minden eukariota sejtben mikddéképesek. Tovabbi eldnyiik, hogy a rezisztencia mértéke
géndozis fiiggd, igy az expresszios vektorbol tobb kopiat tartalmazo sejtek kozvetleniil
szelektalhatdak. Azonban hasznalatuk, az auxotréf markerekkel Osszehasonlitva, a

koltségeket jelentésen novelheti.

2.2.3.4. Glikozilacio

A poszttranszlacios 1épések koziil a diszulfid hidak képzése €s a nascens proteinek helyes
folding-ja, ahogy Saccharomyces-ben is, tobbnyire megfeleléen megy végbe. A
glikozilaci6 az, ami a termelt fehérje mindségét kiilonosen befolydsolja. Mind a hibas
glikozilacio, mind pedig a glikozilacié hidnya eredményezheti a fehérjék funkcidjanak
csokkenését, illetve a felhasznalas soran immunreakcio kivalto oka is lehet.

A glikozilaciés reakciok egyik tipusa cukor csoportokat kapcsol egyes szerin €s
threonin oldallancokhoz, azok hidroxil csoportjan keresztiil (O-glikozilacid). Emlésok

kiilonb6z6é cukor egységeket képesek ilyen mddon a fehérjéhez kapcsolni, példaul: N-
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acetil-galaktozamint, galaktozt ¢és szialsavat. Alacsonyabb rendii eukaridtdk, mint az
¢lesztok, ezzel szemben csak manndz addicidora képesek. Tovabbi probléma, hogy
kiilonboz6 expresszios gazdak kiilonbozo oldallancokon glikozilaljak a polipeptideket.

Az N-glikozilacios reakciokban az Asn-X-Ser/Thr motivum aszparagin oldallanca
moédosul, az endoplazmatikus retikulumban gliikozb6l, mann6zbol és N-acetil-
gliikézaminbol all6 oligoszaharid egység kapcsolddik a fehérjéhez. A Golgi-apparatus
tovabb modositja a cukor oldallancot, egyes cukor csoportokat lehasit, amit emlésok
esetében szamos  kiilonb6z6 monoszaharid addicidja kovet. Ezzel szemben
Saccharomyces-ben a Golgi-apparatus csak mannoéz egységekbdl allé hosszu, 50-150
tagszdmu oldallancokat kapcsol a fehérjéhez, ami hiperglikozilacidhoz vezet. A Pichia
sokkal kisebb mértékii, igy lehetéség nyilik funkcidoképes, nem antigén tulajdonsaga
fehérjék termelésére. Ezen kiviil Pichia pastoris esetén a termindlis mann6z egység nem o.-
1,3 kotéssel kapcesolodik, ami a humén gydgyészati felhasznalast kizarna.

Ujabban kisérletek folynak a kiilonbozd expresszios gazdak, igy a Pichia pastoris
esetében is a glikozilacios folyamatok modositdsara, hogy a termeltetett fehérje human

célu felhasznéléasa rutinszeriivé valhasson (Bretthauer, 2003; Wildt és Gerngross, 2005).
2.2.3.5. Szekrécio

A bakterialis rendszerekkel szemben a Pichia pastoris is képes a termelt polipeptidlanc
polipeptideket, szekretalja a sejten kiviilre, mikdzben a szekrécios szignalt lehasitja. Ahogy
mar emlitettiik, sajat fehérjéi koziil keveset szekretal ez az €lesztd, igy konnyen elérhetd,
hogy a tenyésztOkozegben taldlhatd fehérjék nagy tobbségét a termelt heterolog fehérje

adja.
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Kiilonb6z6 szignalszekvencidk mitkodését igazoltadk mar. A leggyakrabban hasznalt
a Saccharomyces cerevisiae o mating factor-janak prepro szignalja (Scorer et al., 1993),
kevésbé elterjedt, bar hatékonyan miikodik a Pichia pastoris PHO1 szignalja is (Zhu et al.,
1996). Szamos esetben heterolog szignal nélkiil is szekretalodnak az eredeti, természetes
gazdaban is szekretdlt fehérjék (Liao et al., 1996), s6t, gyakran ez bizonyul a
leghatékonyabb modszernek. Néhany kutatocsoport a szignal szekvenciajanak, illetve
hosszanak modositasaval ért el kiemelkedd szekrécids eredményt (Martinez-Ruiz et al.,

1998; Kjeldsen et al., 1999).

2.2.3.6. Degradacio

Gyakori probléma expresszids rendszerek esetében, hogy a termék degradalodik, a
kitermelt protein jelentés hényadat rovidebb lancu polipeptidek teszik ki. Esetenként
valtozo a degradacid mértéke, de még szekretalt fehérjék esetében is lehet olyan mértékii,
hogy a termelést gazdasagtalanna teszi az emiatt csokkent termékmennyiség (esetleg az
aktivitds elvesztése) és a degradalt termék(ek) eltavolitdsat jelentd extra tisztitasi 1épés
valamilyen ok miatt lizalt sejtekbdl szabadulnak fel, emellett szekretalt és sejthez kotott
protedzok is szerepet jatszhatnak (Kang et al., 2000), habar ezek mennyisége Pichia
pastoris esetében alacsony.

Az intracellularis proteazok aktivaldsdban szerepet jatszd proteindz A és az egyik
legfontosabb intracelluléris protedz, a proteindz B enzimek génjeinek (PEP4 és PRBI)
delécigja kiilon-kiilon is eredményes, a kettds delécid hatdsa még erdsebben csokkenti a

sejt proteolitikus aktivitasat. Azonban a modositott sejtek életképessége csokken, osztodasi
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idejiik megnd, €s a transzformdacios hatékonysag is csokken, feltehetdleg a sejt felborult
fehérje anyagcsere folyamatai miatt.

Ha lehetdség van ra, célszeriibb a termelt fehérje szekvencidjat modositani a
proteaz felismerdhelyeken, esetleg ezt a motivumot deletalni. Természetesen ez az Ut csak
abban az esetben jarhato, ha a modositas nem az aktivitdshoz kozvetleniil vagy kozvetetten
nélkiilozhetetlen szekvencia részleten beliil torténik.

Eredményes lehet a fermentacidos koriilmények optimalizdlasa a degradacid
minimalizaldsa szempontjabol. A Pichia pastoris széles pH tartoméanyban (3.0-7.0) képes
novekedni, ezen beliill kell taldlni olyan értéket, amin a kérdéses protedz aktivitasa
minimalis. Eltér6 pH érték bizonyult hatékonynak kiilonbdzd proteinek esetében
(Kobayashi et al., 2000; Koganesawa et al., 2002). A termék stabilitdsa tovabb fokozhatd
aminosavakban gazdag adalékok, példaul pepton alkalmazasaval. Feltehet6leg kompetitiv
szubsztratként viselkedik az adalékanyag, vagy represszalja a nitrogénforras limitacidjakor
indukalodo proteaz termelést. Alacsonyabb fermentacios hdmérséklet (20-25 'C a szokésos
30 'C helyett) is csokkentheti a termék degradaciéjanak mértékét (Li et al., 2001). Ennek
oka lehet a termék rosszabb stabilitasa magas homérsékleten, hibas folding a fehérje érés
soran, de az intracelluléris protedzokbdl is tobb jut a tapkozegbe magasabb hémérsékleten,
az elpusztult sejtekbdl. Specifikus protedz gatlok alkalmazasa is eredményre vezet (Shi et

al., 2003), azonban hasznalatuk jelentdsen noveli a fermentacios koltségeket.
2.2.4. Egyéb metilotrof élesztok

A fakultativ metilotrof élesztok csoportjat négy genus alkotja: Candida, Hansenula, Pichia
és Torulopsis, kozilik expresszids rendszerekben a Pichia pastoris-on til 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) hasznaljak, melyek a Candida kivételével a kereskedelemben
hozzatérheto, ipari célokra is megfeleld rendszerek.

Az emlitett €lesztokben a metanol hasznositd anyagcsereutak megegyeznek. A
kifejlesztett fehérje expresszios rendszerekben a heterolog fehérje termelést leggyakrabban
az alkohol oxidaz promoter iranyitja. A P. methanolica a P. pastoris-hoz hasonléan két
alkohol oxidaz génnel rendelkezik (Raymond et al., 1998), a H. polymorpha és a C.
boidinii eggyel (Ledeboer et al., 1985; Sakai és Tani, 1992). Erdekes tulajdonsaga a H.
polymorpha promoternek, hogy miikodését a glicerol derepresszalja, igy metanol
hasznalata nélkiili fermentacids sémak is kivitelezhetoek.

Az alternativ promoterek koziil a metanolhasznositas tobbi génjének promoterei is
hatékonyak, de konstitutiv promoétereket is ismeriink, példaul a H. polymorpha GAPI és
PMA1I promoterei (Sohn et al., 1999; Cox et al., 2000).

A Pichia rendszerek vektorai a genomba ¢épiilnek be homolég rekombinacidval, a
vektoron hordozott genomrészlettel homoldg région keresztiil, a gyakorlatban a HIS4,
AOXI illetve AUGI géneket hasznaljak. A P. methanolica és a H. polymorpha esetén az
illegitim rekombinaci6 is megfeleld hatékonysaggal zajlik, igy a vektor képes a genom
véletlenszertien valasztott helyeire inzertalodni, a Hansenula esetében akar szaz kopiaban
is. Ismertek Hansenula vektorok, melyek a rajtuk 1évé genomi replikécios start helyeknek
(HARS szekvencidk) koszonhetden képesek a sejten beliili replikaciora, amig a random

integraci6 bekovetkezik (Hollenberg és Gellissen, 1997).
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3. CELKITUZES

A Bay Zoltan Biotechnologiai Intézet miikddésének egyik célja a gazdasagi élet szereploi
szamara végzett, a gyakorlatban kozvetleniil hasznosithatd kutatas-fejlesztés kivitelezése.
Ezen beliil gyakran mertil fel olyan feladat, melynek sordan egy névényi, allati vagy human
eredetli fehérjét, vagy azok bizonyos részeit kell nagy mennyiségben, aktiv forméaban
eldallitani. Erre valamilyen altalanosan elterjedt, vagy — nem kereskedelmi célra - jogi
oltalom alatt all6 expresszids rendszert haszndlunk. A prokariota rendszerek szakmai
korlatait az Irodalmi attekintés fejezetben mar bemutattuk. A védett, magasabbrendi
rendszerek hasznalata ezt a hatranyt kikiiszoboli, de jelentdsen noveli a munka koltségét.
Ezért célul tiztik ki egy gyakorlatban is hasznalhatd, metilotrof élesztd gazdara alapozott
expresszios rendszer kifejlesztését, ami rendelkezik mindazon eldnydkkel, melyeket az
elézo fejezetben targyaltunk. Fontos szempont természetesen, hogy a rendszer minden
eleme sajat fejlesztésii legyen, hasznalata jogi korlatokba ne tlitk6zzon.

A fejlesztés egy megfeleld élesztd torzs kivalasztasat, az expresszids vektorokban
hasznalhatd promoterek izoldlasat és karakterizalasat, a vektor stabil fennmaradasanak
biztositasat, szelekciora alkalmas markergének alkalmazéasat, és a heterolég kodolo
szekvencidk konnyu inzertdldsara alkalmas plazmidok konstrualasat igényli. A
dolgozatomban a fenti célok elérését célz6 munkamat, annak néhany eredményét mutatom

be.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Mikrobialis technikak

4.1.1. Eleszt6k szaporitdsa

Az ¢lesztOk szaporitasahoz, ha a kisérlet céljaval 6sszeegyeztethetd volt, gazdag tapoldatot
hasznaltunk (1 % é¢lesztd kivonat, 2 % pepton, 2 % gliikoz; 1.5 % agar a taptalajokhoz),
sziikség esetén 100 pug/ml Zeocinnal (Invitrogen) kiegészitve. Egyéb esetekben minimal
tapoldatot (0.34 % élesztd nitrogén bazis, 1 % ammoénium szulfat; 1.5 % agar
taptalajokhoz) alkalmaztunk, amihez szénforrasként altaldban 2 % gliikdzt hasznaltunk,
bizonyos esetekben 2 % mannitolt, 1 % glicerolt, illetve metanolt kiilonbdzd
koncentracioban. Taptalajon novesztéskor 100 pl metanolt kézvetleniil a felforditott Petri
csésze tetejére mértiink, 24 oranként potolva az elparolgott mennyiséget. A fentieken kiviil

sziikség esetén még 40 mg/1 hisztidint hasznaltunk. A tenyészeteket 28 °C-on inkubaltuk.

4.1.2. Eleszté transzformalds

A Pichia pastoris GS115 torzset elektroporalassal transzformaltuk (Ausubel et al., 1994.
13.7.5 fejezet), Wu és Letchworth (2004) médositasa szerint. § ml gazdag tapoldatban az
¢lesztoket felnovesztettiik ODgoo=1 értékig, majd centrifugalds utan (5 perc, 4 °C, 3000 g)
30 percen at szobahdémérsékleten inkubaltuk 100 mM litium acetat, 0.6 M szorbitol, 10
mM Tris-HCI (pH 7.5) és 10 mM ditiotreitol oldatban. A sejteket haromszor mostuk 1.5 ml
hideg 1 M szorbitollal és végiil 40 ul szorbitolban szuszpendaltuk. 100 ng transzformalo
DNS-t adtunk hozzd 1 ul térfogatban, 1 mm réstavolsagii elektroporacios kiivettaba
(Invitrogen) mértiik és jégen tartottuk 5 percet. BTX gyartmanyt Elektro Cell Manipulator

600 késziilekkel elektroporaltuk a sejteket (paraméterek: 0.75 kV, 25 pF, 186 Q) majd
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jégen tartottuk tovabbi 5 percen at. Zeocin tartalmt lemezre szélesztés esetén a sejteket 2
oran at hagytuk regeneralodni 1 M szorbitol oldatban, 28 °C-on. Ezt kovetden szelektiv

taptalajra szélesztettiik a teljes reakciotérfogatot.
4.1.3. Bakterialis technikak

Az Escherichia coli DH5a torzsének tenyésztéséhez LB tapoldatot (1 % tripton, 0.5 %
¢lesztOkivonat, 0.5 % NaCl, [pH 7.2] ), vagy 1.5 % agart tartalmazo LB téptalajt
hasznaltunk, szlikség szerint a megfeleld antibiotikummal kiegészitve. Elektrokompetens

sejt készitésekor ¢s a sejtek elektroporalasakor (Sambrook ef al., 1989) szerint jartunk el.

4.1.4. Alkohol oxidaz aktivitas kimutatasa

4.1.4.1. Sejtfeltaras

10 ODggo egységnyi élesztokulturat vizsgaltunk minden esetben. A sejteket centrifugaltuk
(5 perc, 4 °C, 3000 g), a feliiluszot ledntottiik. Az aktivitas idofiiggésének vizsgalatakor a
sejteket ebben a fazisban —80 °C-on taroltuk, és az utolsé mintavételt kdvetden folytattuk a
feltarast. A mintdkat a tovabbi 1épéseknél minden esetben jégen tartottuk. A feltaro
pufferben (50 mM natrium foszfat [pH 7.4], 1 mM EDTA, 5 % glicerol) Ojra szuszpendalt
sejteket centrifugaltuk, és a feliiliszot ledntottiik. 200 pl feltard pufferben szuszpendaltuk
¢s 200 pul térfogatu 0.3 — 0.4 mm atmérdjli liveggyongyot adtunk hozza, majd 8-szor 30
masodpercen at vortexeltiik, 30 masodperces jeges inkubalasok kozbeiktatasaval. Ujabb
centrifugalast kovetéen a feliiluszot tiszta Eppendorf csébe szivtuk at és 4 °C-on

centrifugaltuk (30 perc, 16000 g). A tiszta feliiliszot hasznaltuk a tovabbi 1épésekben.
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4.1.4.2. Fehérjemeghatarozas

A kalibracios gorbe készitéséhez 0.5 mg/ml BSA oldatnak 5, 10, 15 és 20 ul-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 vizzel egy literre kiegészitve, sziirépapiron
atsziirve és 4 °C-on tarolva) és 15 perc 25 °C -os inkubdalas utdn az oldatok fényelnyelését
mértik 595 nm-en. A kapott adatok segitségével meghataroztuk a fényelnyelés
koncentraciotol valo fliggését. A méréshez 1 ml Bradford reagenshez kiilonb6zo
mennyiségli mintat adtunk (0.1 — 50 ul), ezek koziil azokat hasznaltuk, melyeknél a szabad
szemmel megbecsiilt szinvaltozas a BSA higitasi sor altal lefedett tartomanyba esett. A 25

°C-on tortént inkubacio utan (15 perc) mért 595 nm-es fényelnyelési értékekbdl a mintak

crcr

4.1.4.3. Poliakrilamid gélelektroforézis

Felvitel eldtt 1/6 térfogat 50 %-os szahar6z oldatot adtunk a fehérjemintdkhoz. A
szeparalasra 5 %-os nem denaturald poliakrilamid gélt hasznaltunk (0.05 M Tris/Glicin
puffer [pH 8.3], 5 % akrilamid, 1 % ammoénium-perszulfat, 0.1 % N,N,N’,N’—tetra-etil-
metilén-diamin [TEMED]), az elvalasztas 3 oran at 100 V fesziiltség alkalmazéasaval

tortént, 4 °C-on.
4.1.4.4. Az enzimaktivitas kimutatasa

Az elektroforézist kovetéen a gélt desztillalt vizzel mostuk 1 percig, majd a 150 cm®
felileti és 1 mm vastagsdgu gélhez 50 ml reakci6 elegyet adtunk, és sotétben,
szobahdmérsékleten inkubaltuk 16 6ran at. A kapcsolt enzimreakci6 sarga szinii terméket

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

cre
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mM foszfat pufferben (pH 7.5). A szinreakcid utan a gélt két celofanlap k6zé helyezve

szaritottuk és szdradas utan (24 6ra) dokumentaltuk.

4.1.5. Plazmidvesztés-teszt

Szelektiv tapoldatban novesztett 1.5 ml starter kultarabol, amikor annak 600 nm-en mért
denzitdsa 0.5 és 1.5 kozott volt, beoltottunk 10 ml szelektiv tapoldatot 0.01 ODggo
kiindulasi értékre. Kovetkez6 nap, amikor a kultura denzitasa elérte a 0.8 — 1.2 ODggo
értéket, megfeleld térfogati mintat (Mintaye,q) vettiink és szélesztettiik szelektiv, illetve
nem szelektiv taptalajra (3-3 parhuzamos), illetve beoltottunk 10 ml nem-szelektiv
tapoldatot 0.001 ODggg értékre (ODye,q). Egy nap mulva, amikor a denzitas elérte a 0.8 —
1.2 ODgop értéket (OD,g,) ismét mintat (Minta,e,) vettiink és szélesztettiik szelektiv, illetve
nem szelektiv taptalajra, szintén 3-3 parhuzamossal dolgozva.

72 oraval a szélesztések utan a szelektiv és a nem szelektiv lemezeken kindtt
telepek szamanak az ardnya adta meg a mintavételkori (Mintay.,q és Minta,s) plazmid
tartalmi sejtek ardnydat (Pie.a és Pysg). Az osztodasok szamat (d) a kovetkezd képlettel

ln(ODvég/OD rend)
In2

szamoltuk ki: d=

(Dr. Csontos Jozsef, személyes kozlés). A

generacionkénti plazmidvesztést kiszamitasahoz Murray és Szostak (1983.) képletét

In(Pvég/ Pkezd)
hasznaltuk: 2x(l1-e d ). Végeredményként 3 fliggetlen kisérlet eredményét

atlagoltuk, illetve szdmoltuk a szorésat.

4.1.6. Kvalitativ f-galaktozidaz gyorsteszt

A metanol tartalmt szelektiv taptalajon felnétt telepekre Whatman 3MM sziir6papir
korongot helyeztiink és 6vatosan ranyomtuk, hogy a lemez feliiletén atnedvesedjen, majd

lassan, a szélénél fogva felemeltiik (a telepek jelentOs része szabad szemmel is jol lathato
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ekkor a szlir6papir feliiletén, és a tovabbi 1€épések soran is). A szlirGpapiron 1évo sejteket
folyékony nitrogénben tartuk fel: gyors fagyasztast kovetden a sejteket hagytuk lassan
visszamelegedni 25 °C-ra, és ezt a hatékony sejtfeltaras érdekében haromszor ismételtiik.
Egy Petri csészébe 3 ml Z puffer (60 mM Na,HPO4-7H,0, 40 mM NaH,PO4-H,O,
10 mM KCI, 1 mM MgS04-7H,0, 50 mM [-merkaptoetanol, [pH 7.0] ) és 50 ul X-Gal
oldat (20 mg/ml 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid N,N-dimetil-formamid-
ban oldva) keverékét ontottiik, két réteg szlirOpapirt, majd a sejteket hordoz6 korongot
helyeztiik rd. Szobahdémérsékleten, 1 perc — 6 6ra mulva kék szinreakcié volt meg-

figyelhetd a B-galaktozidazt termeld sejtek esetében.

4.1.7. Kvantitativ f-galaktozidaz teszt

A sejtfeltaras és a fehérjemeghatarozas a 4.1.4. fejezetben leirtakkal azonos mddon tortént.
Elokisérletekben 1 ml Z pufferhez 10 pul mintat és 200 ul ONPG oldatot (4 mg/ml o-
nitrofenil-B-D-galaktopiranozid Z pufferben oldva, frissen készitve) adtunk és mértiik a
fényelnyelést 420 nm-en 10 perces, 25 °C-os inkubécié utan. A kapott érték alapjan
szamitva ujabb 1 ml Z pufferhez annyi mintat adtunk, hogy megkozelitdleg 1 ora alatt érje
el az 1 ODyy értéket. A reakciot 200 ul ONPG oldat hozzaadasaval inditottuk és 25 °C-on
inkubaltuk, a fényelnyelést 10 percenként mértilk. A kapott adatsort koordinata

rendszerben abrazoltuk és egyenest illesztettiink rd, végiil meghataroztuk az egyenes

D420

- mértékegységgel. A P—galaktozidaz specifikus aktivitdsat a
ido (perc)

meredekségét

AOD,,, x380
id6 (perc) x dssz. fehérje(mg)

kovetkezd képlettel szadmoltuk:
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4.2. Nukleinsav technikak

4.2.1. Eleszté genomi DNS izolalds

A gazdag tapoldatban felnovesztett sejteket centrifugaltuk (5 perc, 4 °C, 3000 g), DNS
feltard oldatban szuszpendaltuk (2 % Triton X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl, 10 mM
Tris/HCI [pH 8.0], 1 mM EDTA), Gjra centrifugaltuk, végiil 1 térfogat DNS feltaro
oldatban szuszpendaltuk. Adtunk hozza 1 térfogat fenol-kloroform—izo-amil-alkohol
25:24:1 ardnyu elegyet és egy térfogat liveggyongyot (atmérd: 0.3 - 0.4 mm) és 8-szor 30
masodpercen at vortexeltikk, 30 masodperces jeges inkubaldsok kozbeiktatasaval. A
mechanikai sejtfeltarast kovetd centrifugalas utan, a feliiliszobol a nukleinsavakat 1 ml 96
%-os etanol hozzdadasaval precipitaltuk, és a centrifugalt csapadékot 400 ul TE (10 mM
Tris/HCI [pH 8.0], | mM EDTA) pufferben oldottuk fel. 5 ug RNéz-zal kezeltiik a mintat
37 °C-on, 1 o6réan at, majd a fentihez hasonldan fenolos extrakcioval fehérjementesitettiik.
Végiil 10 pul 4 M ammonium-acetattal €s 1 ml 96 % etanollal kicsaptuk a DNS-t, 70 %-o0s
etanollal mostuk, a felhasznaldsnak megfeleld térfogatban feloldottuk (H,O vagy TE) és

felhasznalasig fagyasztva taroltuk.
4.2.2. Plazmid izolalas éleszt6bol

5 ml 1 napos élesztd kultarat centrifugaltunk (5 perc, 4 °C, 3000 g) és 1 térfogat DNS
feltar6 oldatban szuszpendaltunk. 1 térfogat fenol-kloroform—izo-amilalkohol elegy és 1
térfogat tiveggyongy (0.3 - 0.4 mm atmérd) hozzaadasa utan feltartuk a sejteket 8-szor 30
masodperces vortexeléssel, 30 masodperces jeges inkubalasok kozbeiktatasaval.
Centrifugalast kovetden a plazmidtartalmu feliiluszé 1 pl-ét kompetens E. coli sejtekbe
transzformaltuk, majd a transzformans baktériumsejtekbdl plazmidot tisztitottunk, a kivant
mennyiségben.
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4.2.3. Standard molekularis biolégiai médszerek

Plazmid izolalashoz E. coli sejtekbdl a Rapid Plasmid DNA Daily Mini-prep Kit-et (V-
gene), PCR termékek tisztitasdhoz a PCR Clean-Up Kit-et (V-gene) hasznaltuk. A
nukleinsavak elvélasztasdhoz 0.7 — 2 %-os agardz géleket készitettiink TAE pufferben
(0.04 M Tris-acetat, 0.001 M EDTA, [pH 8.5] ), 10 V/cm fesziiltséggel futtattuk és a
gélhez adott etidium-bromiddal (0.5 pg/ml) vizualizaltuk. Az agardz gélbdl, ha sziikség
volt r4, a megfeleld géldarab kivagasat kovetden a QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen)
hasznalataval izolaltuk a DNS fragmenteket. A DNS szekvencidk meghatarozasdhoz az

MTA SZBK szekvenalo szolgaltatasat vettiik igénybe.

4.2.4. Polimeraz lancreakcio

A kivitelezéshez PTC 200 Thermal Cycler-t hasznaltunk (MJ Research). Az
oligonukleotidok a Biocenter Kft. (Szeged) termékei (a kisérleteinkben hasznalt primerek
tablazatat lasd a fliggelékben). A tipikus PCR reakcido 30 ciklust tartalmazott: 1 perc
denaturacio 95 °C-on, 1 perc annealing 55 °C-on és 1 perc szintézis 72 °C-on. Az
amplifikdlandé termék méretétdl fiiggden a szintézis idét megfeleléen modositottuk. Az
amplifikacidt analitikai célbdl 30 ul, preparativ célbol 100 pl térfogatban, 1 pmol/ul
primerrel végeztiik. Egyebekben kovettilk a gyartonak a Dupl-A-Taq (Zenon Bio Kft,
Szeged), illetve a Pfu DNS polimeraz (Biotools) enzim hasznalatara vonatkozoé ajanlasait.
A touchdown PCR els6 szakasza 20 ciklust tartalmazott, amely sordn a 95 °C-os 1
perces denaturacidt kdvetd annealing hémérséklete ciklusonként 0.5 °C-kal csokkent, 65
°C-r6l 55 °C-ra, a szintézis 1 percig tartott, 72 °C-on. A masodik szakasz tovabbi 30

standard ciklust tartalmazott.
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4.2.5. Degeneralt primerekkel amplifikalt fragmentek klonozasa

Ahol lehetdség volt rd, a PCR termékeket restrikcios enzimekkel emésztettiik, kihasznalva
a primereken 1évé hasitohelyeket ¢és az azonos modon emésztett pBC SK (—) vektorba
klonoztuk. Egyéb esetekben a PCR termékeket kozvetleniil ligaltuk dT talnyuld véget
tartalmazo pBC SK (—) vektorba (az EcoRV enzimmel linearizalt 1 pg plazmidot 100 pl
standard PCR reakcioelegybe mértiik, amely a nukleotidok koziil csak dTTP-t tartalmazott

¢s 30 percen at, 72 °C-on inkubaltuk, majd a mdédositott DNS-t tisztitottuk).

4.2.6. Reverz transzkripcio

10 ODgoo egységnek megfeleld sejtbol tisztitottunk RNS-t, a meleg savas fenol modszerrel
(Ausubel et al., 1994). Ha sziikség volt ra, a genomi DNS szennyezést a mintadkbol RNaz
mentes DNaz (Fermentas) kezeléssel tavolitottuk el, a gyarté ajanlasat kdvetve. A mintak
RNS tartalmat 260 nm-en mért optikai denzitdsuk alapjan hataroztuk meg (Sambrook et

d™ MMuLV enzim gyartéjanak

al., 1989). A reverz transzkriptaz reakciokban a RevertAi
(Fermentas) ajanldsa szerint jartunk el, a 20 pl-es reakciotérfogatokban 1 pg RNS-t
hasznaltunk templatként, tovabba 33 pmol SBI12 és SB13 oligonukleotidok voltak a
lanckezd6 primerek. Az elkésziilt cDNS-bdl 3 pl-t hasznaltunk templatként a polimeraz
lancreakcidban, amelynek annealing hémérséklete 56 °C volt. Egyes esetekben a reakcio

30 helyett 40 ciklusos volt, tobbi paraméterében a standard PCR reakcional leirtakkal

megegyezett.

4.2.7. Genomi kényvtar készitése

A pSZB115 konstrukcio elkészitéséhez a pBR322 plazmid tetraciklin kazettajat
EcoRI/Pvull fragmentként az ampicillin és Zeocin rezisztencia gént tartalmaz6 pTEF/Zeo

(Invitrogen) plazmidba inzertaltuk. A Pichia sp. 159 torzs genomi DNS-ét Taql restrikcios
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endonukledzzal részlegesen emésztettiik, a fragmentek zomének agaroz gélelektroforézis
alapjan becstilt atlagmérete 1-2 kb volt. 60 ng emésztett genomi DNS-t ligaltunk 200 ng
Accl linearizalt pSZBI115-tel, majd a ligalasi elegyet E. coli kompetens sejtekbe
transzformaltuk. 10" transzformanst eredményezett kisérletiink. 100 egyedi transzformanst
vizsgalva 78 bizonyult tetraciklin szenzitivnek, illetve az SB68-SB69 primerpar
segitségével, amelyek a plazmid szekvencidhoz hibridizalnak az inzertet kozbezarva, az
inzertek méretét meghataroztuk. 12 transzformans vizsgalata alapjan az atlagos inzertméret

800 bp-nak bizonyult.
4.2.8. Az alkohol oxidaz promoéter-lacZ fuzios plazmid készitése

Az AOXB gént hordozd pSZB67 plazmidrol, az SB70 és SB71 primerekkel amplifikalt
alkohol oxiddz gén fragmentet BamHI enzimmel emésztettik és az azonos moddon
emésztett, lacZ gént hordozd6 pAG181 (Rutkai et al., 2005) plazmidba inzertaltuk ¢és a
megfeleld orientaciot PCR reakcidval ellendriztiik. Az igy elkésziilt pSZB145 plazmidban
egy leolvasasi keretbe keriilt az alkohol oxidaz kédold régio 5° vége €s az ettdl 3” iranyban
elhelyezkedd lacZ gén. A teljes leolvasasi keret kivaghatdé volt Ncol és Dral enzimek
segitségével. Ezt a fragmentet épitettiik be az AOXB promotert hordozd, Ncol/Stul hasitott
pURGAO021 plazmidba (Urban Gabriella torzsgyljteményébdl), és eldallt a pSZB146
konstrukcio. Ebben a konstrukcioban az AOXB promoter transzkripcids irdnyitasa alatt 4ll
a lacZ ORF (open reading frame), kapcsolodasi pontjuk a klénozashoz hasznalt Ncol
felismeréhely, ami atfed a start kodonnal. Hasonlé6 moédon készitettik az pSZB147
plazmidot, ami 40OXA prométert tartalmazott, ebben az esetben a pSZB145 Ncol/Dral
fragmentjét az AOXA promoétert hordozd, Ncol/Stul hasitott pURGA022 (Urban Gabriella

torzsgyljteményébol) plazmidba klénoztuk.
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A pSZB139 plazmid elkészitésekor a Pichia sp. 159 HIS4 génjét Xhol/Pvull
fragmentként a pURGAO003 (lasd: 5.4.1.2. fejezet) plazmidbol kivagtuk és a Sall/Pvull
enzimekkel hasitott, ARS124-t tartalmaz6é pSZB124 (lasd: 5.4.1.1. fejezet) plazmidba
inzertaltuk.

A pSZB147 (AOXB prométer) €s pSZB148 (40XA prométer) plazmidok Notl/Xhol
fragmentjeit (a megfelelo AOX prométer €s a lacZ fuzidja) a hasonldéan emésztett pSZB139
konstrukcioba inzertaltuk, eldallitva a pSZB148 (40OXB) és pSZB149 (A0XA)
plazmidokat.

A két konstrukci6 tartalmazza az AOX-lacZ fazios gént a megfeleld promoter
iranyitasa alatt, az ARS124 elemet a plazmid fenntartashoz, Zeocin és hisztidin markereket
az ¢lesztOben torténd szelekcidhoz, illetve pBR-bdl szarmazo ampicillin rezisztencia gént

és replikacios origdt a bakterialis fenntartashoz.

4.2.9. Enzimek és reagensek:

A felhasznalt enzimek, valamint az alkalmazott vegyszerek és reagensek kereskedelmi
forrasbol keriiltek beszerzésre (BioLabs, Fermentas, Promega, Zenon Bio Kft.), és a
gyartok altal ajanlott vagy az alkalmazott mddszer altal megkivant koriilmények kozott

hasznaltuk azokat.

4.3. Szamitégépes programok

A kiilonb6z6 szekvenciak szerkesztéséhez és primerek tervezéséhez a BioEdit programot
hasznaltuk (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). A munkdnk soran hasznalt
nukleinsav ¢s fehérjeanalitikai programok a www.ncbi.nih.gov, a www.pasteur.fr és a

www.ebi.ac.uk web oldalak publikus szolgaltatasaként hozzaférhetoek.
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4.4. Genetikai nevezéktan

Az ¢élesztd genetikai elemek jeldlésekor Sherman (Sherman, 2002) instrukcidit kovettiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. Torzskarakterizalas

A munkamhoz harom ¢lesztdizoldtum allt rendelkezésre. Az SZB159 jelli térzset volt
munkatarsunk, Roger Rubiera egy Quercus sp. kérgérdl izoléalta (Szamecz et al., 2005).
Két tovabbi torzset (Candida boidinii 0673 és Candida boidinii 0680) kaptunk a Szegedi
Tudomanyegyetem, TTK, Mikrobiologia Tanszékérdl, melyeket Dr. Zsolt Janos még az
1970-es évek elején izolalt erjedd szo6lé és almacefrébdl. Mindharom izolatum képes a

metanolt egyediili szén ¢s energiaforrasként hasznositani (1. abra).

metanol szénforras nélkul

glikéz

SZB159

C.b.0673

C.b.0680

1. abra: A4 metanolhasznositas igazolasa. Telepnovekedés kiilonb6zd

szénforrasok jelenlétében, 72 6ras inkubaciot kovetden, 28 °C-on.

A rendszertani besorolas érdekében vizsgaltuk a torzsek riboszomalis RNS-t kodolo
génjének egy szegmensét. Amplifikdlo primerként a szakirodalombol ismert
oligonukleotidokat valasztottunk - LRS (Vilgalys és Hester, 1990) és ITS3 (White et al.,
1990) - amelyeket hasonld célbol kiterjedten és sikeresen alkalmaztak. Ezek az

oligonukleotidok az evolicid soran kevésbé valtozékony rDNS génen belil is annak
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kiilonosen konzervalt szakaszaihoz hibridizalnak. Ennek ellenére néhany mismatch
eléfordulasat szamitasba kellett venniink, ezért az amplifikdlashoz a touchdown PCR
modszert valasztottuk. A reakciokban a harom ¢élesztOtorzsbdl tisztitott genomi DNS
szolgalt templatként. A PCR termékét 1%-os agardz gélen vizsgaltuk és mindharom
esetben a vart méretl (1200-1300 bp) termék keletkezését figyeltilk meg. Ezeket a gélbol
izolaltuk ¢és nukleinsav-sorrendjiiket meghataroztuk. A szekvenalé primer a két,
amplifikalashoz hasznalt oligonukleotid volt. A kapott szekvencidk az adatbankban a

kovetkezd azonositd kodokkal (GenBank Accession Number) hozzaférhetok:

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 szekvencidkat a blastn programmal vizsgaltuk. Nagyfoku egyezést talaltunk az
adatbankban hozzéaférhetd kiillonb6zd élesztd riboszomalis RNS génekkel, ami a PCR
reakci6 specifitdsat igazolta.

A Mikrobiolégia Tanszékrél kapott két torzs szekvencidja egymdashoz nagyon
hasonlonak bizonyult: 1143 egyezés az 1153 bp hosszisagu atfedd szakaszon és minddssze
két gap. A 0673 torzsbol szarmazé szekvencia azonos volt harom génbanki szekvenciaval
is az atfedd részeken (U70242: Candida boidinii, 563/563 egyezés; AF485973: Candida
boidinii A49, 555/555 egyezés; U94926: Candida ooitensis 563/563 egyezés) €s csak egy
nukleotidban tért el egy negyedik szekvenciatél (AY242335: Candida sp. BGO1-7-25-
007B-1-1 573/574 egyezés). A 0680 torzs is a fenti génbanki szekvencidkhoz hasonlitott
legjobban, hirom nukleotidban kiilonbozott az elsd haromtdl és négy nukleotidnyi
kiilonbség volt a negyedikkel szemben, valamint egy gap volt mind a négy

Osszehasonlitdsban. Ez az eredmény egyértelmilen megerdsitette a két torzs korabbi,

33



morfologiai és a fiziologiai tulajdonsagok alapjan tortént besoroldsat, mindkettdt Candida
boidinii-ként hataroztak meg (Zsolt J. és Szegedi E., személyes kozlés)

Az SZB159 torzs esetében az 6sszehasonlitd vizsgalat a legkdzelebbi rokonséagot a
kovetkezd fajokkal mutatta ki: a Pichia sp. HA1559 jeli torzs szekvencidja (AJ509855)
teljes egyezést (604/604 nukleotid) mutat az atfedd részeken; Pichia trehalophila
(U75723) 564/566 egyezés; Williopsis salicorniae (U75966) 563/566 egyezés és Pichia
methanolica (U75523) 562/567 egyezés, egy gap-el. Miutdin az SZB159 torzs két
legkozelebbi rokona (100 % illetve 99.6 %-os azonossaggal) a Pichia genus-ba tartozik, az

izolatumot is ebbe a genus-ba sorolhatjuk és a tovabbiakban Pichia sp. 159-nek nevezziik.

5.2. Az alkohol oxidaz gén izolalasa

Az expresszios rendszer kifejlesztésének kulcsmomentuma egy megfeleld promoter
izolalasa, amely az er0s transzkripcion keresztiill hatékony fehérjetermelést biztosit,
aktivitasa pedig egyszeriien és gyorsan szabalyozhatd. A bevezetOben bemutatottaknak
megfelelden az alkohol oxidaz gén promoterére esett a valasztasunk. Azonban ennek az
izolalasa kozvetleniil nem volt végrehajthatd, mivel arrdl szekvenciainformacié nem allt
rendelkezésiinkre. Ezért kertild tton, a strukturgén izoldldsan keresztiil terveztiik
megoldani ezt a feladatot. Reméltiik, hogy a funkcio konzervaltsagat biztosité evolicios
nyomasnak kdszonhetden a gén fehérjekodold része, vagy annak legalabb egyes rovid
szekvencia motivumai is konzervaltak lesznek, melyekhez olyan degeneralt
oligonukleotidok tervezhetdek, amelyekkel a struktirgén egy szegmentje polimerdz
lancreakcioban amplifikalhato. Ennek a terméknek az analizise azutan elegendd
informéciot szolgaltat majd, hogy eldbb a teljes strukturgén, majd ezt kovetden a gén

promotere is izolalhato lesz.
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5.2.1. A strukturgén izolalasa

5.2.1.1. Primer tervezés

A fenti elgondolds megvalositasanak els6 1€péseként, dsszehasonlitd analizis céljabol, az
adatbankbdl kikerestiik az ismert ¢lesztd alkohol oxidaz szekvencidkat, melyeket az 1.
tablazatban tlintettiink fel. A primertervezés idépontjdban a két Pichia methanolica
szekvencia még nem volt ismert, az adatbazisban tortént elhelyezésiiket kovetden azonban
megismételtiik az alabbi tervezési folyamatot: figyelembe vételiikkel is azonos eredményre

jutottunk volna.

faj gén génbanki azonositd
Pichia pastoris: AOXI (U96967)
Pichia pastoris: AOX2 (U96968)
Pichia methanolica: MODI (AF141329)
Pichia methanolica: MOD?2 (AF141330)
Candida boidinii: AODI (M81702)
Hansenula polymorpha: MOX (X02425)

1. tablazat: Ismert éleszto alkohol oxidazok az adatbankban.

A nukleinsav szekvencidkbol leforditott aminosavszekvencidkat a ClustalW
(Thompson et al., 1994) program segitségével egymashoz illesztettiik és megkerestiik a
leginkabb konzervalt, rovid, 6-7 aminosav hosszisagu régiokat. Ezek koziil kivalasztottuk
azokat, melyek gazdagok voltak olyan aminosavakban, amelyeknek csak 1, esetleg 2
kodonja van. Az igy azonositott alacsony degeneraltsagi foku régiok koziil tovabb
szelektaltunk annak alapjan, hogy az oda tervezhetd primerek 3° végénél legyen a

degeneraltsag minimalis, és igy az amplifikacidoban részt vevd primerek aranya lehetéleg

35



magas legyen. Végiil figyelembe vettilk, hogy a valasztott régiok tobbé-kevésbé
egyenletesen legyenek elosztva a teljes kodold szekvencian.

A fenti folyamat eredményeként sikeriilt az altalunk tamasztott kritériumoknak
megfeleld konzervalt motivumokat azonositani. Ezek aminosav szekvencidi alapjan
terveztiik és szintetizaltattuk meg a degeneralt oligonukleotidokat. A késébbi munka soran
végiil sikeresen hasznalt négy primer tervezését a 2. abran mutatom be. A vart termékek
konnyebb klonozasa érdekében a primerek 5° végéhez restrikcids endonukledz hasitohelyet
is terveztiink (EcoRI vagy BamHI) és tovabbi négy nukleotidot szintetizaltattunk az 5’
végiikre a hatékony hasitas érdekében (a konkrét szekvenciakat lasd az oligonukleotidok

tablazataban, a Fliggelékben).

Forward
SB1 SB3
42 48 188 194
N N LZI N N P W E H/Q W L K W |
aay aay htn aay aay ccn tgg gar can tgg ytn aar tgg at
2 234 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. abra Degeneralt primerek tervezése. Az &abra a degeneralt primerek
tervezéséhez kivalasztott négy alkohol oxidaz részlet aminosav sorrendjét és a
lehetséges kodold szekvencidkat mutatja be. Ahol az azonossag nem volt
100%-0s, ott mindkét eléforduldé aminosavat feltiintettik. Az aminosav
motivumok folotti szamok a P. pastoris AOXI-nek megfeleld poziciot jelolik. A
DNS szekvencia alatti szamok az egyes poziciok, a zardjelbe tett szam a teljes
szakasz degeneraltsagi fokat mutatja. A degeneralt poziciok jelolését lasd a

fiiggelékben.
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5.2.1.2. A strukturgének amplifikalasa

A strukturgén szegmensek amplifikdlasahoz a harom éleszt6torzsbal tisztitott genomi DNS

szolgalt templatként. Elképzelheté volt, hogy a degeneralt primer populacio jelentds

hanyada néhany nukleotidban kiilonbozik majd a templattol. Hogy lehetdség szerint

maximalizaljuk a reakcioban részt vevo primerek ardnyat, igy ndvelve a produktiv

amplifikacié valoszintiségét, a PCR program elsé 6t ciklusa 48 °C-os primer hibridizalasi

(annealing) 1épést tartalmazott, amit 35 ciklus kovetett, magasabb, 55 °C-os annealing

hémérséklettel.

Kiilonb6z6 primer kombinacidk alkalmazasaval mindharom torzs esetében legalabb

egy eredményes amplifikalast értiink el, a Pichia sp 159-bdl két atfed6 fragmentet, a két

Candida izolatumbdl 1-1 fragmentet sikeriilt amplifikdlnunk (3. dbra). Minden esetben a

reakciok domindns termékének mérete megegyezett a szamitasaink alapjan elvart értékkel.

ATG alkohol oxidaz ORE STOP

[<2]

n

Sl SB1 SB4

@ SB3 SB17

f’ 6 SB5 SB22/SB23 ;

&

E SB1 SB4

2 SB16 SB17

Ko}

o e UG4 UG6 UG8

° SB3 SB4

§ SB1 SB9

4 SB16 SB17

o UG4 UG7

< —_—
3. abra: A harom metanol hasznosito élesztotorzs alkohol oxidaz
strukturgénjéenek  amplifikalasa. Az  adott  szakaszokat amplifikalo

primerparokat a szakasz folott tlintettiik fel. A nyil a kédolo région tulterjedd

amplifikalasra utal.
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A PCR termékeket a méret szerinti elvalasztds utdn agaroz gélbdl izolaltuk, plazmid
vektorba klonoztuk €s vektor-specifikus primerekkel (T3, T7) a vektor/inzert kapcsolodasi
pont kornyezetének szekvenciajat meghataroztuk. A szekvencidk vizsgélata alapjan az
amplifikalas specifikus volt, a szekvenalt fragmentrészletek alkohol oxiddzzal homolog
fehérjét kodold génekbdl szarmaztak. Ezt kdvetden minden amplifikélasbol 3 fiiggetlen
transzformans klon teljes inzertjének a szekvencidjat meghatdroztuk, a mar ismert
szekvenciaju fragmentrészletekhez tervezett specifikus primerek segitségével.

A két Candida boidinii torzs esetében az els6 amplifikalast kovetden a kodold régid
jelentds része még hianyzott. Ennek amplifikdlasahoz a mar ismert szekvencia alapjan
tervezett alkohol oxidaz specifikus primereket (SB9 és SB16) hasznaltunk degeneralt
primerekkel parban. A sikeres amplifikdldsok eredményét szintén a 3. abra mutatja be,
szekvenciajukat az el6zéekben leirtakkal azonos mdodon hataroztuk meg.

A fenti kisérletsorozat eredményeként mindharom torzs esetében megkaptuk
csaknem a teljes kodold régiot, csak az N- és C-terminalis végeket kddoldo néhany
aminosavas részlet hianyzott. Ezeket, a Candida boidinii 0673 torzs alkohol oxiddzanak C-
termindlis 10 aminosavat kddold vég kivételével, egyoldala PCR-val amplifikaltuk (lasd

5.2.2. fejezet), és a termékek szekvencidjat meghataroztuk.

5.2.1.2. Szekvencia analizis

A két Candida torzs esetében a harom-harom fiiggetlen szekvenalas eredménye nagyon
hasonlé volt, a C. boidinii 0673 esetében 16 ponton, a C. boidinii 0680-nal pedig 12
ponton talaltunk eltérést, a szekvencia teljes hosszaban véletlenszertien elosztva. Ahol
eltérést tapasztaltunk - vélhetden ezek a Taq polimeraz altal generalt mutacidk voltak - ott

az adott pozicidban a két azonos nukleotidot fogadtuk el valosnak a végleges szekvencia
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Osszeallitasa soran. Az egymassal atfedd részletekbdl mindkét esetben egyértelmiien
Osszeallithato volt egy-egy 0sszefiiggd szekvencia.

Ezzel szemben, a Pichia sp. 159 esetében a fliggetleniil klonozott termékek
szekvencidjanak a heterogenitasa lényegesen nagyobb volt, ami legalabb két alkohol
oxidaz gén jelenlétére utalt. A szekvencia heterogenitast kihasznalva specifikus primereket
szintetizaltattunk mindkét feltételezett alkohol oxiddz génhez. Ezek segitségével teszteltiik
a transzformansokat, aminek eredményeként génspecifikus inzerteket azonositottunk.
Mindkét kategoriabol meghataroztuk harom-harom fliggetlen inzert szekvencidjat. Az
eredményiil kapott szekvencidk valdban két csoportba voltak oszthatéoak. A fentihez
hasonl6an mindkét csoporton beliil talaltunk véletlenszerii eloszlasu eltéréseket: 17-t az A-
val, illetve 10-t a B-vel jelolt osztadlyban. Ezek az értékek megfelelnek a polimeraz
mutacids ratajanak, ennek megfeleléen a mar leirt médon korrigaltuk a szekvencidkat. A
csoportokon beliili atfedé szegmentekbdl itt is egyértelmiien Osszeallithatd volt két
Osszefiiggd szekvencia, melyek egymastél 193 ponton kiilonbdztek. Megallapithattuk
tehat, hogy a Pichia sp. 159 torzsnek két alkohol oxidaz génje van, melyeket AOXA-nak ¢€s
AOXB-nek neveztiink el.

Az Gjonnan azonositott AOX kodold szekvencidk azonositasi kodjai az adatbazisban
a kovetkez6k: Candida boidinii 0673 AOX: AY791698, Candida boidinii 0680 AOX:
AY791697, Pichia sp. 159 AOXA: AY791695, Pichia sp. 159 AOXB: AY791696.

Mind a négy Osszedllitott szekvencian végigvonult egy-egy open reading frame
(ORF). Az altaluk kodolt fehérjék egyértelmiien az ismert alkohol oxidazokhoz
hasonlitottak legjobban, a két vizsgalt Candida boidinii alkohol oxiddz legkdzelebbi
rokondnak a Candida boidinii S2 Aodlp bizonyult: rendre 95%/92% ¢és 93%/92%
azonossagot talaltunk fehérje/nukleinsav szinten. A Pichia sp. 159 AoxAp és AoxBp

legkozelebbi homolodgja a Pichia methanolica Modlp volt, 93%/89% illetve 95%/91%
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azonossaggal fehérje/nukleinsav szinten. Az 0Osszes ismert alkohol oxidazzal végzett

Osszehasonlitas eredményét a 4. abra mutatja.

Pichia methanolica
MOD2

Hansenula

Pichia sp. 159
polymorpha AOXA

_ Pichia methanolica
Cladosporium MOD1
fulvum

Pichia sp. 159
AoxB

Candida boidinii
AOD1

- Candida boidinii
Cochliobolus 0673

victoriae
Candida boidinii
0680
Pichia(fastoris
AOX1
Pichia(?astoris
AOX2

Penicillium
chrysogenum

4. abra: Az ismert alkohol oxidazok filogenetikai analizise. A szekvencidk
illesztés¢hez ClustalW, a radidlis fa készités¢hez a PHYLIP (Felsenstein,
1996), grafikus megjelenitésére a TREEVIEW (Page, 1996) programokat

hasznaltuk.

A négy ujonnan azonositott Aoxp rendelkezik az alkohol oxiddzokra jellemzd
tulajdonsagokkal: amino-terminalis végiikhoz koézel megtalalhatd a FAD koenzimmel
mikodo oxidazoktodl elvarhatd dinukleotid-kotd motivum, C-terminalis szegmentjiik pedig
tartalmazza a peroxiszémalis lokalizaciohoz sziikséges motivumot (Goodman et al., 1984;

Waterham et al., 1997), (5. abra).
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A

eeeee hhhhhhh eeeee
AoxAp MAITPDEFDI 1VVGGGSTGCAIAGRLGNLDENLTVALIEGG
AoxBp MAITPDEFDI 1VVGGGSTGCALAGRLGNLDENLTVALIEGG

Aox0673p  MAIPEEFDVIVCGGGSTGCVIAGRLANVDENLKVLLIENG
Aox0680p  MAIPEEFDVIVCGGGSTGCVIAGRLANVDENLKVLLIENG

FAD cons. XhxhGXGxXGxxxhxxh-(x5-8)--hxhE(D)
B

AoxAp ALKMT IPNFKLGTYEERGLGRF

AoxBp ELKMT IPNFKLGTYEEAGLGRF

Aox0680p  ALDMEVPQFKLKTYEQSGAARY
Aox0673p  ELDMEVPQFKLK--—--—=——--

Aod1p ELDMEVPQHKLKTYEQTGAARY
Aop DLDMT IPNFRLGTYEETGLARF
Aox1p ALDMTVPQFKLGTYEKTGLARF
Aox2p ALDMTVPQFKLGTYEKTGLARF
Mod1p ALKMTVPNFKLGTYEEAGLARF
Mod2p ELDMTIPGFKLGTYESTGLGRF
* * * * Kk* * *

5. 4abra: Karakterisztikus motivumok az ujonnan azonositott alkohol
oxidazokban. A: Az N-terminalis szekvencidk dsszehasonlitasa a dinukleotid
kotéhely konszenzus szekvenciaval (Dym és Eisenberg, 2001). h = hidrofob, x
= barmilyen aminosav. Az AoxAp szekvenciarészlet folott feltiintettiik a
PREDATOR program (Frishman és Argos, 1997) altal josolt masodlagos
szerkezetet, ami jO egyezést mutat az ismert térszerkezetli FAD-tartalmu
oxidazokban talalhaté un. Rossmann fold-al (Rossmann et al., 1974). B: Ismert
alkohol oxidazok C-terminalis szekvencidinak Osszehasonlitdsa. Vastagon

szedve a PTS1 motivum. * = konzervalt aminosavak.

A harom metanolhasznosité élesztéizolatum koziil az rDNS tipizalas és az alkohol
oxidaz szekvencian alapuld filogenetikai analizis tanusaga szerint a Pichia sp. 159
kiilonbozott leginkabb az ismert, expresszids gazdaként hasznalt fajoktol, ezért a tovabbi

munkahoz ezt valasztottuk ki.
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5.2.2. A promoéterek és a 3’ NTR régiok izolalasa

A strukturgéntdl 5° és 3’ iranyban elhelyezkedd génrészletek izolalasdhoz az egyoldali
PCR modszerét valasztottuk és céljainknak megfeleléen optimalizaltuk. Adapter
molekulaként a pBC SK(-) plazmidot (Stratagene) hasznaltuk, kiilonb6z0 restrikcios
enzimekkel a poliklonozé helyen beliil linearizalva. A kompatibilis enzimmel emésztett
genomialis DNS-t az adapterhez ligaltuk és a keresett génrészleteket PCR reakcidkban
amplifikaltuk, primerként alkohol oxiddz struktargén- ¢és plazmid-specifikus oligo-
nukleotidokat alkalmazva. Figyelembe vettilk, hogy a ligalasi reakcidban az adapter
mindkét vége kapcsolddhatott az amplifikalni kivant genomi fragmenthez, ezért minden
esetben kétféle reakciot mértiink 6ssze. Az els6ben az 40X specifikus primer mellett a
linearizalt plazmid egyik végéhez hibridizaloé primer volt jelen (M13-20), a masodikban
ugyanazon AOX specifikus primer mellett a plazmid masik végéhez hibridizald primer vett
részt (reverse). Az amplifikalt termék specifitasat egy masodik, un. nested vagy semi-
nested reakcioval ellendriztiik, T3 vagy T7 vektor-specifikus és alkalmas 4OX-specifikus
nested primerekkel. A modszer alkalmas tobb egymast kovetd 1€épés megtételére: az
amplifikalt termék szekvencidja alapjan tervezett génspecifikus primerekkel tetszés szerint
ismételhetd Bjabb atfedd genomidlis szegmentek izolalasara.

Az eredményeket a 6. dbra foglalja 6ssze. Miutan a két Candida boidinii torzzsel
nem kivantunk tovabb dolgozni, a sikeresen amplifikalt 5° és a 3’ oldali termékeket csak
AOX specifikus primerrel szekvenaltuk meg. A C. boidinii 0680 esetében a —121 és +2150
pozicidk kozotti dsszefiiggd szakasz szekvenciajat tudtuk Osszeallitani, mig a C. boidinii
0673 esetében a —142 és +1960 szakaszét. Az utdbbi esetben a C-termindlis utolsé 10
aminosavat kddold részt ismételt probalkozasok utan sem sikeriilt azonositani, ezért ez az

AOX ORF nem teljes €s a 3’ nem transzlalt részt sem ismerjiik.

42



-142 ATG aox ORF STOoP
Sspl_UG5/UG4 UG6 UG8
B
-400 AIG 20x ORF STOP 2900
EcoRV. UG5/UG4 UG6/UG7 HindU!
c -1661 AIG a0x ORE STOP 2464
Bglll SB7/SB5 SB21/SB22 Ball
Dral SB18/ SB24
D
21920 AIG 20X ORF STOP 2425
Sau3Al SB7/SB5 SB21/SB23 Sau3Al
Bglll SB19/SB20
Hjncll SB25/SB26

6. abra: A promoter és 3° NTR régiok izolalasa. A: C. boidinii 0673, B: C.
boidinii 0680, C: Pichia sp. 159 AOXA, D: Pichia sp. 159 AOXB. A sikeres
amplifikalasokat a nyilak jeldlik. Jeloltik az amplifikdlashoz hasznalt
génspecifikus primereket (elsd reakcid/nested reakcid), tovabba a genom

emésztéséhez hasznalt restrikcios enzimet.

A Pichia sp. 159 alkohol oxidaz promoterei esetében tobb 1épésben sikeriilt izolalni
egy 1661 nt. (A0XA) és egy 1920 nt. (AOXB) hosszusagu szakaszt (6. abra). A Pichia
pastoris AOXI promdter esetében, a kddolo régiot megel6z6 1.1 kb hosszusdgu szakasz
elegenddnek bizonyult a fiziolégiasnak megfeleld miikodéshez (Tschopp et al., 1987).
Ennek alapjan feltételeztiik, hogy az altalunk izolalt szekvenciak is tartalmazzak a teljes
funkcionalis promotereket. Ezt az 4OXA4 esetében megerdsiti az a tény is, hogy az izolalt
genomi 1égid 5° vége 245 nukleotid hosszon atfed egy divergens, az alsé szdlon kodolt
nyilt leolvasési kerettel. Ennek predikalt aminosavszekvencidja egyértelmli homoldgiat
mutat a Saccharomyces cerevisiae transzkripcids faktor II legnagyobb alegységével
(NP_011702). Feltételezhet6 tehat, hogy az AOXA promoter a két ORF kozott helyezkedik

el.
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Mindkét Pichia pastoris alkohol oxidaz gén esetében a képzddott mRNS 5° nem
transzlalt része kiilondsen hosszl, az AOX1 esetében a —115., az AOX2-nél pedig a —160.
poziciokban talalhaté a transzkripcios startpont. Ehhez a ponthoz képest upstream
megtalalhatd az RNS polimeraz kotéhely (TATAAA, -159 illetve —204 poziciok). Hasonlo
helyzetben a Pichia sp. 159 promotereken is felfedezhetd a fenti TATA box (40XA: -252,
AOXB: -232 pozicidk). Ettdl a motivumtol a start kodonig terjedd szakasz mindkét esetben
extrém gazdag A/T nukleotidokban (A0XA4: 75%, AOXB: 73%), ez a jellegzetesség
Saccharomyces cerevisiae gének esetében erdsen korrelal az aktiv expresszioval
(Bennetzen és Hall, 1982). A transzlacios iniciaciés pont kornyezetének a szekvencidja,
azontul hogy megegyezik a Kozak-féle AXXATGG (Kozak, 1981) konszenzus
szekvenciaval, jo egyezést mutat az aktivan expresszalodd Saccharomyces cerevisiae
gének alapjan megallapitott bovebb konszenzus szekvencidval is: AAXXAAAATGGYT
(AOXA: 1 eltérés, AOXB: 2 eltérés) (Cigan és Donahue, 1987).

A 3’ nem transzlalt régiét mindkét gén esetében egy l1épésben izolaltuk, az AOXA
esetében egy 468 bp., az AOXB-nél pedig egy 430 bp. hosszu darabot. Az éleszté mRNS-
ek 3° végének korrekt processzalasa egy un. hatékonysagi elemet igényel, a TAYRTA
konszenzus szekvencia eszencialis a hatékony poliadenilacidohoz. Ett6] 3’ irdnyba talalhatd
az A gazdag Un. poziciondlo elem, melytdl tovabb 3’ iranyban, a legkozelebbi Y(A)n
szekvencianal kovetkezik be a hasitds. A teljes élesztogenomra kiterjedd statisztikai
analizis (van Helden et al., 2000) néhany nagyon gyakran eléfordulé hatékonysagi elemet
azonositott, ezek kozil a TAAATA az AOXB stop kodonjat kovetd 185. pozicioban
megtalalhato, téle 3’ iranyban pedig az A gazdag régié (AAAAGAAAAA). Az AOXA stop
kodont kovetd 299. pozicidban a leggyakoribb hatékonysagi elem fedezhetd fel: (TA),,

melyet az AAACAGAAAA elem kovet.
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A megszerzett informacid birtokaban két primer part terveztiink (az AOXA génhez
SB32 ¢és SB34, az AOXB génhez SB27 és SB28), amelyekkel mindkét teljes alkohol oxidaz
gént kozvetleniil amplifikaltuk Pfu polimerazzal, a genomi DNS-t hasznalva templatként.
A két amplifikalds termékének analizise igazolta, hogy valdoban két folytonos genomi
szekvenciat izoldltunk az eddig bemutatott 1épések soran. A két terméket kozvetleniil
EcoRYV linearizalt pBC SK(-) plazmidba klonoztuk, ezek a plazmidok szolgaltak 40X4 és

AOXB forrasként a tovabbi konstrukciok kialakitasakor.

5.3. Az alkohol oxidaz gének expresszioja

Az eddig bemutatott munka eredménye a két alkohol oxiddz gén azonositdsa €s izolalasa
Pichia sp. 159-bol. Feltételeztiik, hogy a két gén szabalyozasa eltérd, ahogy azt a Pichia
pastoris két alkohol oxidaz génje esetén a bevezetdben mar bemutattuk. Ebbdl eredden, a
kovetkez6 célunk a Pichia sp. 159 AOX prométerek altal iranyitott transzkripcié kvalitativ
¢és kvantitativ jellemzése volt. Ezért vizsgaltuk a két AOX gén expresszidjat kiilonbdzo
koriilmények kozott sajat rendszerben, illetve az AOX promoter - riportergén transzkripcios
faziok viselkedését heteroldg rendszerben. Az expresszid vizsgalata természetesen nem
csak elméleti szempontbol érdekes, a gyakorlati felhasznalhatésag szempontjabol is fontos
ismerni az egyes promoterek szabalyozasat, indukalhatésaguk/represszalhatdosaguk
mértékét adott koriilmények kozott. Az igy nyert informacié megszab(hat)ja késobbi

felhasznalhatosadguk korét és koriilményeit.

5.3.1. Modellkisérlet

A transzkripcids valtozasok kovetésére az RT-PCR modszert valasztottuk. Ehhez a
kisérlethez olyan specifikus primer-parokra van sziikség, melyek a két gént, illetve az
azokrol atirt mRNS-eket egyértelmiien meg tudjak kiillonboztetni. A differenciald primerek

tervezéséhez olyan szakaszokat kerestiink a két génen, ahol az egyébként nukleinsav
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szinten 90% azonossag mellett kellden nagy a két gén kozotti eltérés, és az ilyen
szakaszokra tervezheto primerek altal amplifikalt termék sem tul kicsi, sem pedig tul nagy
nem lesz. Utdbbi szempont elsOsorban a termékek egyszerii és olcs6 analizise miatt volt
fontos. Végiil két 18 bp-os régiot valasztottunk ki, amelyek egymastol mintegy 300 bp
tavolsagra talalhatéak az 4OX géneken. Az 5° oldali régid esetében a két gén minddssze 3
ponton tér el egymastol, amit a tervezett oligdk 3’ végére helyeztiink (40XA és AOXB-
specifikus forward primerek: SB10 és SB11). A 3’ oldali, 18 bp hosszusagu régio teriiletén
a két gén 6 nukleotidban tér el (40XA és AOXB-specifikus reverse primerek: SB12 és
SB13).

A tervezett primerek specifikussagat modellkisérletben bizonyitottuk: 0.1 ng
kloénozott AOXA és AOXB-t tartalmazoé tisztitott plazmid templatrél (pSZB72 és pSZB67)
standard PCR koriilmények kozott, 56 °C-os annealing hémérséklet alkalmazasaval

amplifikaltuk a specifikus termékeket ( 7. dbra ). Valamennyi sikeres amplifikalas esetében

1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10
templdt| A A A B B B A A B B
foomammd| AB A B AB A B AB AB AB AB
reverse | AB A B AB A B A B A B

7. abra: A differencidalo primerek specifitasanak bizonyitisa. A gélfotd az
egyes PCR reakciok termékét mutatja be, a reakcidkhoz hasznalt templat és
primer-kombindciot a gél folotti tablazatban adjuk meg. A: AOXA specifikus
templat, illetve primer; B: AOXB specifikus templat, illetve primer; AB: a két
gén azonos szekvenciarészleteihez tervezett nem differenciald primerek (SB8

¢s SB9); M: molekulaméret marker.
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a termék mérete megegyezett a szamitott értékkel A kisérlet egyértelmiien bizonyitotta,
hogy mindkét primerpar amplifikdl a specifikus templatrol, de a nem-specifikus templat
jelenlétében nem vezet detektalhaté mennyiségli termék keletkezéséhez, tehat feltehetdleg
alkalmasak a két génrél szintetizdlodd mRNS-ek differencialis kimutatasara. A
differencialo primerek hatékonysagat jol mutatja, hogy a primerparok reverse tagjai is

elegenddek a specifitas biztositdsahoz.

5.3.2. Kiilbnb6z6 szénforrasok hatasa az alkohol oxidaz expressziora

Az els6 RT-PCR kisérletben az alkohol oxiddaz gének miikodését vizsgaltuk, kiillonbozd
metanol koncentracid, alternativ szénforrasok, illetve szénforras kombinaciok alkalmazasa
esetén. A gliikkdz tartalmi minimal tapoldatban ndvesztett starter kulturdkat centrifugaltuk
¢s mostuk a sejteket szénforras nélkiili minimal tapoldattal. Ebbdl oltottuk be a kisérletben
szereplo tapoldatokat ugy, hogy 24 oras, 28 °C-os inkubalas utan az ODg érték ~1 legyen.
A sziikséges startermennyiséget eldkisérletekben hataroztuk meg. Ezt kdvetden a sejtek
egy részébd8l RNS-t tisztitottunk, amelyeket RT-PCR reakcioban hasznaltunk fel. A
kisérlethez hasznalt RNS prepardtum épségét, illetve kozel azonos mennyiségét a
riboszomalis RNS-ek kimutatasaval ellendriztiik. A sejtek masik részét alkohol oxidaz
enzimaktivitas kimutatasara hasznaltuk fel. Az eredményeket a 8. abra mutatja be.

A metanol, mint egyediili szénforrés, egyértelmiien indukalja mindkét gént, az
AOXB-t erdsebben, mint az AOXA-t, és er0s enzim aktivitdst eredményez. A kisérlet
bizonyitja a transzkripcid metanol koncentraciotol vald fiiggését. Egyértelmi kiillonbség
latszik a 0.25 % ¢és 0.5 % metanolt tartalmazé mintak kozott, kiilondsen, ha figyelembe

vessziik, hogy az el6bbinél magasabb a vizsgalt minta rRNS tartalma.
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A gliikoz represszalja az alkohol oxidaz géneket, a fenti kisérlet koriilményei kozott
sem AOX-specifikus mRNS jelenléte, sem enzimaktivitas nem mutathaté ki. A gliikoz

represszid még az indukaloszer, a metanol jelenlétében is mitkodik.
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8. abra: Az alkohol oxidaz gének miikédése kiilonbozé szénforrasok
jelenlétében. Az adott kisérlethez hasznalt szénforrast az abra tetején adjuk
meg. Az RNS panel (1 pg) felviteli kontrollként szolgél, (18S és 28S
riboszomalis RNS-ek. Ez alatt az RT-PCR reakciok eredményét latjuk, 30,
illetve 40 ciklusos amplifikaciok esetében. Mindkét esetben 4OXA és AOXB
specifikus reakcidkat mutatunk be (A és B jeldlés), illetve a reverz
transzkripcié nélkiili mintak mutatjadk a genomi DNS szennyezés mennyiségét
(kontroll), itt az amplifikdlashoz AOXB specifikus primerpart hasznaltunk. A
legalso panel 0.5 pg Osszfehérje kivonat alkohol oxidaz aktivitasat mutatja,

poliakrilamid gélelektroforézist kovetd aktivitas-festés utan.
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A glicerol, mint egyediili szénforras, gyenge AOXB transzkripciot eredményezett és
az AOXA mRNS is elérte azt a szintet, ahol 40 ciklusos amplifikdlassal mar éppen
kimutathaté volt. Ezzel 0sszhangban gyenge jelet figyelhetiink meg az enzimaktivitas
detektalasa soran is. Az eredmény értékelésekor figyelembe kell venniink, hogy a Pichia
sp. 159 meglehetésen rosszul tudja a glicerolt szénforrasként hasznositani, a telep-
novekedés rendkiviil lassu glicerol tartalmu taptalajon (9. dbra). Valoszintlileg egy ennyire
lasst novekedés az 40X expresszio szabalyozasat illetéen az éhezéssel megegyezo, vagy
kozel azonos hatéassal van (lasd késébb az €¢hezés idofliggésénél).

A mannitol viszont a torzs altal hasznosithatd szénforras (9. dbra), mégis mindkét
AOX gén megndvekedett transzkripciojat eredményezi, bar a kisérlet tantisaga szerint
kisebb mértékben, mint a glicerol. Ezzel 6sszhangban az enzimaktivitds is kimutathato,

szintje a glicerolos mintaét nem éri el.

glukoz glicerol mannitol

9. abra: A Pichia sp. 159 novekedése kiilonbozd szénforrast tartalmazéd

taptalajon, 24 6rés 28 °C-os inkubacio utan.

A fenti kisérletsorozat megbizhato vélaszt ad az expressziora vonatkozé igen/nem
kérdésekre. A mennyiséget illetd kovetkeztetések levondsakor azonban dvatosnak kell
lenniink, kiilondsen azokban az esetekben, ahol nem nagyon erds az észlelt kiilonbség, pl.
az AOXA ¢és az AOXB expresszios szintjei kozotti eltérésnél. Azért, hogy errdl
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megbizhatobb képet kapjunk, mértiik a két gén expressziojat félkvantitativ RT-PCR-val is.
Ebben a kisérletben az AOX mRNS-ek szintjét egy belsé kontrollhoz, a HIS4 mRNS
szintj¢hez viszonyitottuk, amit az AOX mRNS-el parhuzamosan detektaltunk. Egy
jellemzd kisérlet eredménye lathaté a 10. abran. A mérést harom fiiggetlen kisérletbdl
tisztitott RNS-el is elvégeztik és minden egyes amplifikalast haromszor ismételtiink a
megbizhatdsdg novelése érdekében. A kapott adatok megerdsitik a korabbi kvalitativ
képet, a metanol mindkét alkohol oxidaz gént indukélja, de nem azonos mértékben: az
indukciéo utdn az AOXA-specifikus mRNS mennyisége eléri a HIS4 mRNS szintjét,
mikdzben a kisérletek képeinek digitalis analizise alapjan, ennél haromszor magasabb
AOXB-specifikus mRNS mennyiséget detektaltunk. A gliikkoz represszalé hatdsa itt is
nyilvanvalo, de a két génre nézve nem azonos: AOXB-specifikus expressziot még tizszer
tobb templat hasznéalata sordn sem tudtunk kimutatni gliikkéz jelenlétében, viszont ilyen

koriilmények kozott az A OXA-specifikus mRNS mar detektalhato volt.

metanol glikoz gliikoz
m m m
s ¥ 2 <« £ g s % 2
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10. abra: A Pichia sp. 159 alkohol oxidaz génjeinek expresszioja metanol és
gliikoz szénforrdson. A félkvantitativ. RT-PCR amplifikdlashoz 20 ng
kiindulasi 6ssz-RNS-t (A panel), illetve ennek tizszeresét (B panel) hasznaltuk

templatként.
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5.3.3. A metanol indukci6 idéfiiggése

A metanol-indukcid hatasara, az alkohol oxidaz gének mukodésében bekdvetkezd idobeli
valtozasokat az el6z6 fejezetben bemutatott modszerrel vizsgaltuk. Ebben a kisérletben
gliikoz tartalmt minimal tapoldatban novesztettiink starter kultarat. Ezutdn a sejteket
szénforras nélkiili tapoldattal mostuk, majd 0.5 % metanol tartalmi minimal tapoldatba
oltottuk be. A kezdeti ODggp érték 1 volt, a kultarakat 48 o6ran at inkubaltuk 28 °C-on, és
1d6kozonként mintat vettlink, 0sszRNS-t tisztitottunk, és gén-specifikus amplifikalassal
detektaltuk az AOX mRNS-eket, illetve Gssz-fehérjét tisztitottunk és detektaltuk az Aoxp

aktivitast. Az eredményeket a 11. dbra foglalja 6ssze.

O 1 2 4 6 8 12 24 36 48

RNS
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B

30 ciklus

kontroll

RT-PCR

A

B - m m O S S e e

40 ciklus
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enzimaktivitas

11. abra: Az alkohol oxidaz gének metanol indukcidjanak idofiiggése. A

mintavételek id6pontjat (h) az 4bra tetején adjuk meg.
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A riboszomalis RNS-ek képe jol mutatja, hogy a vizsgalt mintdk RNS tartalma
megkozelitdleg egyforma volt. Az RT-PCR reakciok egyértelmiien bizonyitjdk az AOX
specifikus mRNS megjelenésének metanol fiiggését: a 0 idépontban nincs detektalhatd
AOX RNS a mintakban, és alkohol oxidaz aktivitas sem mutathaté ki. Ezzel szemben
metanol hatasara mindkét génspecifikus expressziot sikeriil detektalni: az AOXA-t a 2.
oratol (a kisérlet ismétlései soran volt olyan eset, amikor csak a 4. 6ratdl), mig az AOXB-t
mar a szénforrascserét kovetd elsd oratol. Az AOXB esetében, a 0 id6pontot kivéve,
minden vizsgalt idépontban az 4OXA-nal erésebb jelet kaptunk. Az AOXB mennyisége az
indukciot kovetd masodik orara eléri a maximumot, €s Ugy tlinik, ezen a szinten marad a
vizsgalt idétartamon beliil. Az AOXA mRNS szintje viszont a kisérlet tanisdga szerint nem
allando: bar végig detektalhatd, mennyisége az indukcidt kovetd hatodik 6ratol a kezdeti
maximumnal alacsonyabb szinten allandésul.

Ez a kisérlet megerdsiti a 8. dbran bemutatott eredményt, azaz az AOXB gén
metanol hatdsara nem csak hamarabb, de er6sebben is indukaldédik. Az mRNS-ekkel
parhuzamosan az alkohol oxidaz aktivitds is kimutathatdé a mintdkbol, a bemutatott

kisérletben 5 ora (mas esetben csak 3 ora) késéssel.
5.3.4. Ehezés hatdsa az alkohol oxidaz expressziora

A glicerin a Pichia sp. 159 altal nagyon gyengén hasznosithatd szénforrasnak bizonyult.
Felmeriilt a lehetésége annak, hogy a jelenlétében észlelt AOX indukcid6 nem maganak a
glicerinnek, hanem az éhezésnek tulajdonithatd. Ezért megvizsgaltuk az alkohol oxidaz
gén aktivitasat szénforras hidnyaban. A kisérleti koriilmények megegyeztek az el6zéekben
bemutatottal, azzal a kiillonbséggel, hogy ebben az esetben szénforrds nélkiili minimal

tapoldatban inkubaltuk a sejteket. Az eredményt a 12. dbra foglalja Ossze.
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12. abra: Az éhezés hatasa az alkohol oxidaz geének expressziojara. A 30
ciklusos RT-PCR reakcioknal az AOXA-specifikus €s a kontroll reakciok képét
digitalisan felerdsitve is bemutatjuk (exp.). A 40 ciklusos RT-PCR reakci6 egy

fiiggetlen kisérletbdl szdrmaz6 mintasorozaton késziilt. Ebben a kisérletben 2
ng fehérje alkohol oxidaz aktivitasat vizsgaltuk. A mintavételek idépontjat (h)

az abra tetején adjuk meg.

A kisérlet kezdetén (0 h) nem volt jelen kimutathaté mennyiségi 4OX mRNS,
ahogy azt mar az el6z0 kisérletekben is lattuk. Egy ora mulva az 4OXB-specifikus jel
egyértelmiien kimutathatd ¢hezés hatasara, és az AOXA-specifikus jel is megjelenik, bar
mennyisége éppen csak eléri a kimutathatosadg hatarat. Azonban az ¢hezés csak tranziens
indukciot eredményezett, mindkét 4OX-specifikus mRNS mennyisége csokken a 6. orat
kovetden, 12 ora elteltével mar nincsenek jelen kimutathatdé mennyiségben. Fiiggetlen
kisérletben kaptunk olyan eredményt is, amikor az AOXB transzkriptum mennyisége csak

48 ora alatt csokkent a detektalhatosagi szint ala (pl. a 12. abra, 40 ciklusos panel).

53



Ahol az AOXB mRNS jelenléte kimutathatdé volt, mennyisége minden esetben
meghaladta az 40X4 mRNS-¢ét. Azaz az ¢hezés hatasara bekovetkezo tranziens indukcid is
erdsebb az AOXB gén esetében.

Az alkohol oxidaz aktivitas meglehetésen alacsony szintli a vizsgalt mintdkban
(ebben a kisérletben az el6z6 két kisérlethez képest 4-szeres mennyiségi fehérjét
vizsgaltunk). Megjelenése most is késve kovette az mRNS szintjének valtozasat: a 4-ik
oraban volt kimutathat6, és 8 ora koriil mutatott maximumot. Ezt kdvetden, igaz ingadozo
szinten, de a kisérlet végéig van kimutathaté alkohol oxidaz aktivitds, ami transzkripcio

hianyaban a fehérje stabilitasaval magyarazhato.

5.4. Heteroldg riporter expresszio

Az eddigiekben a Pichia sp. 159 torzs két alkohol oxidaz génjének expresszidjat sajat
rendszerben, in vitro nem manipuldlt korilmények kozott vizsgaltuk. Természetesen
felmertilé kérdés, hogy a két AOX promoter hogyan viselkedik egy szintén metilotrof, de

viszonylag tavol all6 heteroldog gazdaban, példaul a Pichia pastoris-ban.

5.4.1. Riporter konstrukciok készitése

A Pichia sp. 159-bdl izolalt két AOX promoéter (Paox) aktivitdsanak vizsgalatahoz
transzkripcids fuziokat készitettiink, melyekben a két prométer a lacZ gén expresszidjat
iranyitja (P4ox4: pSZB149, és P,oxs: pSZB148 plazmidok) (lasd: 4.2.8. fejezet). Ezekkel a
konstrukciokkal a promoterek miikodése a termelt B-galaktozidaz aktivitdsanak mérésén
keresztiil vizsgalhato.

Célunk volt, hogy a két fenti konstrukcid Pichia pastoris-ban és a Pichia sp. 159
torzsben is hasznalhatd legyen. Ezért a végleges riporter konstrukciok elkészitéséhez
sziikség volt a Pichia sp. 159-bdl szarmazod, az autondm replikaciot biztositd6 ARS

(autonomously replicating sequence) elem, és a hatékony szelekciot lehetévé tevd
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markergén izolalasara is. A fenti feladatok megolddsanak leirdsa, az izolalt elemek
részletes analizise nem képezi jelen dolgozat targyat, ezért itt csak az elengedhetetleniil

sziikséges mértékben térek ki rajuk.
5.4.1.1. ARS elem izolalasa

Az ARS elem izolalasa érdekében a Pichia sp. 159 torzs genomialis DNS-¢bdl konyvtarat
készitettiink a pSZB115 plazmidban (lasd: 4.2.7. fejezet). A vektor Zeocin rezisztenciat
biztosit, ezért azt vartuk, hogy a konyvtar Pichia pastoris-ba torténd transzformalasat
kovetden csak azok a transzforméansok élnek tul, melyekben kelld szinten és stabilan
megnyilvanul a Zeocin rezisztencia gén. Ez kétféleképpen torténhet meg, az egyik esetben
a plazmid az éleszté genomba integralodik illegitim rekombinacié révén, mig a masik,
jelen esetben preferalt esetben, a genomi inzert képes a plazmid replikaciojat biztositani a
sejtben.

A transzformacidt kovetden valdoban kaptunk kis frekvencidval (2-9/ug DNS)
Zeocin rezisztens telepeket. Ezekben a transzformédnsokban vizsgaltuk a cirkularis plazmid
jelenlétét tigy, hogy az élesztésejtekbdl a plazmidot visszaizolaltuk és E. coli sejtekbe
transzformaltuk. Csakis a cirkuldris, nem integralodott plazmidok esetén kaphattunk
ampicillin rezisztens E. coli telepeket. Az E. coli transzformdnsokbdl izolalt homogén
plazmid preparatumokat visszatranszformaltuk Pichia pastoris-ba, és vizsgaltuk, hogy
melyek eredményeznek hatékony transzformaciot. Az egyik leghatékonyabb plazmid, a
pSZB124 esetében ez az érték 10° transzformans volt 1 pg vektor DNS-re vonatkoztatva,
ami kelléen magas szam a gyakorlati felhasznalhatosdg szempontjabol. A plazmidba
inzertalt genomi Taql fragment szekvencijat meghataroztuk (a szekvenciat lasd a

Fiiggelékben), az 566 bp fragmentre tovabbiakban az ARS124 néven hivatkozunk.
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Miér a pSZB139 plazmidba épitve (lasd: 4.2.8 fejezet), vizsgaltuk az ARS124
aktivitdsat plazmidvesztéses kisérletben. Nem szelektiv koriilmények kozott a
generacionkénti plazmidvesztés 36 + 5.4 %-nak bizonyult, azaz a sarjsejtek 60-70 % kortiili

valdszintiséggel kapnak plazmidot.

5.4.1.2. HIS4 marker hasznalata

Az ARS124 izoldldsa soran hasznalt Zeocin rezisztencia marker mellett az expresszios
vektorba egy egyszeriibben €s olcsobban hasznalhatd markert is beépitettiink. Valasztdsunk
a Pichia sp. 159 torzs laboratoriumunkban izolalt HIS4 génjére esett. A gént Nhel/Xhol
fragmentként beépitettiik a pIND(SP1) plazmidba (Invitrogen), eldallitva a pURGAO003
konstrukciot. A kérdés az volt, hogy a Pichia sp. 159 eredetli gén funkciondlis-e Pichia
pastoris-ban. Megmutattuk, hogy a plazmidon jelenlévd aminosav bioszintézishez
sziikséges gén valoban lehetdvé teszi a hisztidin auxotrdéf Pichia pastoris GS115
novekedését hisztidin nélkiili taptalajon, mig a HIS4 gént nem tartalmazo pIND(SP1) nem
(13. abra). Ezzel egytttal azt is igazoltuk, hogy a HIS4 gént muticiomentes formaban

sikerilt izolalnunk.

pURGA003 pIND(SP1)

13. abra: A Pichia sp. 159 HIS4 gén funkcionalitisanak bizonyitasa. 1 ng,
HIS4-en beliill linearizalt pURGAO003 illetve pIND(SP1) plazmiddal
transzformalt Pichia pastoris novekedése hisztidin nélkiili minimal taptalajon,

3 napos, 28 °C-os inkubacidt kovetden.
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Végiil az ARS-124-et illetve a HIS4 gént hordozd restrikcios fragmenteket
beépitettiik az Pyox—lacZ riporter fuziokat tartalmazd plazmidokba, létrehozva igy a

heterolog expresszio vizsgalatara alkalmas konstrukciokat.

5.4.2. Heterolog expresszio a Pichia sp. 159 AOX prométerekrél

A két riporter konstrukcidt (pSZB148 és pSZB149) Pichia pastoris GS115 torzsbe (His4")
transzformaltuk. A transzformansok szelekcioja soran bebizonyosodott, hogy a Pichia sp.
159 HIS4 gén nem csak linearizalt formaban, homoldg rekombinacidt kdvetden, hanem
cirkularis plazmidon 1is megnyilvanul, alkalmas szelekciora. A transzformacios
hatékonysag a pSZB124-nél tapasztalttal megegyezett, ami az ARS elem miikddését
igazolja. Az expresszids kazetta miikodését egy gyors teszttel ellendriztik: X-Gal

szubsztrattal kék szinreakciot adott mindkét filteren feltart, transzformalt éleszt6 (14. abra).

pSZB139 pSZB148 pSZB149

kontroll (AOXB) (40XA)

14. abra: [-galaktozidaz aktivitas kimutatasa transzformalt P. pastoris
sejtekben. A vizsgalt promotert az abra folott jelezziik. pSZB139 = Paox—lacZ
fuziét nem tartalmazd izogenikus plazmid. A transzformansokat 48 oras

metanolos novesztés utan tartuk fel.
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5.4.2.1. Indukalhatésag metanollal

Kvantitativ B-galaktoziddz tesztben mértiik a két riporter konstrukcié aktivitasat. A gliikkdzt
tartalmazé minimal tipoldatban ndvesztett starter kultGrat atoltottuk gliikozt, illetve
metanolt tartalmazé minimal tapoldatba, majd 24 és 48 ordig 28 °C-on inkubaltuk a
sejteket. Osszehasonlitas céljabol vizsgaltuk a B-galaktozidazt termelé GS115/His', Mut”,
lacZ" Pichia pastoris torzset, amelynek expresszios kazettaja a Pichia pastoris sajat AOXI
promoterét tartalmazta a lacZ génnel fuziondlva. Ebben az esetben egy integrativ, egy
kopias vektor hordozta az expresszios kazettat. Negativ kontrollunk a pSZB139 plazmidot

tartalmazd Pichia pastoris GS115 torzs volt. A kisérlet eredményét a 15. dbra mutatja be.
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15. abra: f-galaktozidaz aktivitasok 24 és 48 ords indukciot kovetéen. A
transzformalashoz hasznalt konstrukcidkat a rajtuk 1évé promoterrel jeldljiik,

alattuk a mért aktivitas értékek olvashatok.
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24 o6ras inkubaciot kovetden, glikodz jelenlétében mindkét Pichia sp. 159 AOX
promoter alacsony szintli 3-galaktozidaz termelést eredményezett, mig a P. pastoris AOXI
promotere tokéletesen represszalt volt. Metanol hatdsira az AOXB promdter erdsen
indukalddott, a mért B-galaktoziddz aktivitds megkozelitette az AOX1 esetében mért érték
50 %-at, mig az AOXA promoter esetében jelentds valtozast nem tapasztaltunk. Az AOXA
altal biztositott aktivitas minddssze 2 %-a volt az AOXB-nél mért értéknek.

48 oras indukcio utdn az AOXB fzid expresszidja tovabb, a 24 oras érték kozel
kétszeresére erdsodott, csupan 14 %-kal volt kevesebb, mint az P,oy,—lacZ kazettat
tartalmaz6 torzsé, ez utobbi nem novekedett szignifikdnsan a 24 6rés szinthez képest. Az
AOXA aktivitasa 48 oras metanol indukciot kovetden sem volt jelentds, minddssze 2 %-a
volt az AOXB-nek.

Erdekes, hogy gliikéz jelenlétében mindkét Pichia sp. 159 AOX prométernél a
masodik napra a 24 6rés szinthez képest csokkent aktivitast mértiink, az AOXA prométer
szinte teljes represszidja figyelheté meg, mig az AOXB esetében a mért érték az egy

naposénak csupan 1/6-a volt.
5.4.2.2. A heteroldg expresszio idofiiggése

Mivel az AOXB promoter altal biztositott expresszio 1 nap alatt nem érte el a maximumat,
érdekessé valt részletesebben is megvizsgalni, hogy hogyan valtozik az aktivitasa az ido
figgvényében. A kisérletben egyuttal vizsgaltuk az éhezés hatasat is a Pichia sp. 159 torzs
AOX prométereinek aktivitasara, heterolog gazdaban.

Ebben az esetben is az el6z6 kisérletben vizsgalt harom Pichia pastoris torzs -
galaktoziddz termeld képességét vizsgaltuk. A gliikkdz tartalmu tapoldatban ndvesztett
starter kultarakbol oltottunk be a kisérlet kezdetekor metanol tartalmu, illetve szénforrast

nem tartalmazd minimal tapoldatokat. A kezdeti ODggp érték minden esetben 1 volt. Ezt
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kovetéen a sejteket 28 °C-on, 48 oran at inkubaltuk és a 16. abran feltiintetett
idépontokban mintat vettiink a -galaktozidaz aktivitas meghatarozéasahoz.

Az AOXB promoter aktivitdsat a P. pastoris AOXI promoterével 0sszehasonlitva
érdekes kiilonbséget figyelhetiink meg. Az els6 4 oraban nem tapasztaltunk jelentOs
eltérést az indukci6 dinamikajaban, a negyedik 6ra utdn azonban valtozott a kép. Az AOX1
esetében meredeken nétt az aktivitds 4 és 12 ora kozott, majd 12 ora utdn a ndvekedés
titeme lassult, végiil 24 6ra utan mar jelentds valtozast nem tapasztaltunk. Az AOXB fiiggd
aktivitds szintén négy ora utan kezdett szignifikdnsan valtozni, de nem olyan gyorsan
emelkedett, mint az AOXI] esetén lattuk. Azonban a ndvekedés ilyen iiteme tovabb tart
idében, a 36-ik 6rdig, s6t még utana is enyhe emelkedés tapasztalhatd. Ekkorra elér egy

olyan értéket, (4876 + 456 U/mg), amely szignifikdnsan nem kiilonbozik az AOX1 fiiggd

B-galaktozidaz aktivitastol (5127 + 343 U/mg).

Az AOXB promoter gyenge indukciojat detektaltuk éhezés hatasara is. A kezdeti
aktivitasnovekedés azonban megallt, 24 6ra utdn mar nem valtozik szignifikdnsan, az 1437
+ 297 U/mg maximalis érték kevesebb mint 30 %-a a metanol indukcid utdn mért
maximalis értéknek.

Az AOXA promoter vizsgalata sordn, az expresszios kazettardl termelddod -
galaktozidaz aktivitasa minden esetben rendkiviil alacsony volt. Csak metanol jelenlétében
volt szignifikans valtozas megfigyelheté az i1d0 fiiggvényében. Ebben az esetben
egyenletes aktivitds novekedést tapasztaltunk az els§ 24 oOrdban, a 48 Ordnal mért
maximalis aktivitas (31 £ 4 U/mg) azonban kevesebb mint 1 %-a a metanollal indukalt
AOXB promoéterfuzioval mért aktivitasnak. Ehezés hatisira az 4OXA promoter nem
mutatott jelentds aktivitasvaltozast a vizsgalt iddintervallumban, jellemzden 10 U/mg

kortili értéket mértiink minden vizsgalt idépontban.

(A 16. abrat lasd a kovetkezo oldalon.)
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16. abra: A heterolog expresszio idofiiggése. A: az AOXB promoterfuzid €és B: az

AOXA promoterfuzid vizsgalata. A két panel y tengelyének beosztasa kiillonbozo!
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6. DISZKUSSZIO

A Kkisérleteinkhez hasznalt élesztd torzsek pontosabb rendszertani helyének
megallapitdsdhoz az rDNS szekvencian alapuld tipizalds modszerét valasztottuk. Ez a gén
evolucidsan viszonylag allando, mutacios rataja alacsony, igy kiterjedten hasznaljak fajok
kozotti filogenetikai analizisek elvégzésére, a megfeleld genus megallapitasara, ahogy arra
metilotrof ¢élesztok esetében a kozelmultban is taladlhatunk példat (Péter et al., 2003,
Dlauchy et al., 2003). (A vizsgalt ¢lesztd torzsek genomjardl sikeresen amplifikalt rtDNS
részletek szekvencidi egyértelmii hasonlosagot mutatnak a Saccharomyces cerevisiae
RDNI (Venema et al., 1999) gén szekvenciajahoz, annak: 5.8S (3’ szegmens) — ITS2 —
25S (5 szegmens) részletéhez.) A szekvencidk Osszehasonlitdé analizise, az adatbankkal
torténd Osszevetése egyértelmii rendszertani besorolast tett lehetéveé, megerdsitve és
kiegészitve a korabbi fiziologiai adatokon alapul6 klasszifikalast. A SZTE Mikrobiologia
Tanszékérdl szarmazd mindkét élesztd a Candida boidinii faj, a sajat izolatumunk a Pichia
genus tagja (Pichia sp. 159). Magyarorszag teriiletérdl, korhadd fardl €s egyéb ndovényi
részekrdl a kozelmultban izolaltak szamos metilotrof élesztot — tobbségében Pichia fajt
(Péter et al., 2003, Dlauchy et al., 2003), igy talan nem meglepd, hogy az altalunk izolalt
torzs is a kivalo heterolog expresszios gazdakrol ismert Pichia genus-ba tartozik.

Kisérleti stratégianknak megfeleléen izolaltuk a vizsgalt torzsek alkohol oxidazt
kodolo genom-szakaszait. A Candida torzsek esetében 1-1 gént izolaltunk, a Pichia torzs
genomjabol pedig két alkohol oxiddz gént azonositottunk. A két ismert, a Pichia genus-ba
tartozo metilotrof €lesztd (P. pastoris €s P. methanolica) mindegyike két alkohol oxidazt
koédol, nem meglepd tehat, hogy a Pichia sp. 159 is két AOX gént tartalmaz.

Az rDNS tipizalds eredménye szerint a Pichia sp. 159 viszonylag tavol all az
expresszios gazdaként hasznalt négy metilotrof fajtol, ezért ezt az izolatumot valasztottuk

ki tovabbi kisérleteinkhez. Az ebbdl a torzsbdl izolalt két alkohol oxidaz rendkiviil hasonld
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egymashoz, a 664 aminosav hosszisagu polipeptidek k6zott minddssze 42 pozicidban van
eltérés, és ezek koziil is 23 ponton hasonld kémiai karakteri aminosav taldlhatd. A kevés
megfigyelhetd eltérés tobbé-kevésbé egyenletes eloszlasu a kodolod rész teljes hosszan,
kivéve két teriiletet. A 250-260 aminosav-pozicidok kozotti szakaszon a 11 aminosavbdl 6
kiilonbozik egymastol. Az ezzel atfedd szegmens egyébként az Osszes ismert alkohol
oxidaz viszonylatdban is a legheterogénebb teriilet. Ez a heterogenitas tette lehetéve
differencial6 primerek tervezését a génspecifikus expresszid vizsgalatdhoz (5.3.1. fejezet).
A masik heterogén szakasz az 579-602 aminosavak altal hatdrolt teriilet, itt a 24
aminosavbol 10 tér el egymastol, kozilik 6 kiilonbozo karaktert.

Az ismert alkohol oxidazok peroxiszomalis enzimek, a citoplazmaban inaktivak. A
nascens monomerek a PTS1 rendszeren keresztiil transzportalddnak a peroxiszémaba, ahol
az aktiv, oktamer forma Osszeszerelddik (Goodman et al., 1984; Waterham et al., 1997).
Az alkohol oxiddz csalad ismert, és az ebben a dolgozatban is bemutatott tagjai a
konszenzustol (SKL) eltérd6 PTS1 motivumot tartalmaznak (5B. abra). Azonban a
metilotrof élesztok kozott ennek a motivumnak a peroxiszomalis lokalizacioban betdltott
szerepe ellentmondasos. A Pichia pastoris PTS1 szekvencidja (LARF) B-laktamazhoz
fuzionalva a flzids partner peroxiszomalis transzportjat eredményezi. A tetrapeptid
delécioja jelentésen csokkenti, de teljes mértékben nem sziinteti meg az Aoxlp
peroxiszomaba jutasat (Waterham et al., 1997). Hasonlo delécio a Hansenula polymorpha
esetében viszont nem okoz jelentds valtozds sem az enzim lokalizacigjaban, sem
aktivitdsaban (Gunkel e al., 2004). Mindkét esetben a C-termindlis 22 aminosav delécidja
kellett az alkohol oxid4azok transzportjanak blokkoldsdhoz. A Hansenula alkohol oxidaz
esetében a dinukleotid kotdhely mutacidja is blokkolta az alkohol oxiddzok megfeleld
transzportjat (Gunkel et al., 2004). Valoszinlileg a C-termindlis 22 aminosav indirekt

moddon hat a lokalizaciora, azaltal, hogy segiti a monomer megfeleld folding-jat, ami a

63



FAD kotéshez elengedhetetlen. Ez a régié mérsékelten divergens az élesztd alkohol
oxidazokat tekintve (41 % azonossag, szemben a teljes hosszisdgi polipeptidekre
szamitott 56 %-kal), ami alatamasztja azt a feltételezést, mely szerint a nascens polipeptid
tavol esd régiovinak kdlcsonhatasa, és nem a kdlcsonhaté aminosavak kémiai természete a
meghataroz6 a FAD kotésére képes struktira kialakulasaban.

Jelent6s méreti, a kodold régidtol 5° iranyba esé genomi régidt is izolaltuk mind az
AOXA, mind az AOXB gén esetében, amelyekrol feltételezhettiik, hogy tartalmazzak a
teljes funkcionalis promdtert. A tovabbi kisérletekben vizsgaltuk a promoterek
indukalhatosagat és az indukcid mértékét kiilonbozé korilmények kozott, annak
érdekében, hogy minél nagyobb ismeretanyag 4alljon rendelkezésre a gyakorlati
felhasznaldshoz. Elsdsorban a promoterrdl induld transzkripcionak a metanol hatasara
bekovetkezo valtozasai voltak szamunkra érdekesek.

RT-PCR kisérlettel bizonyitottuk, hogy mindkét gén funkciondlis, metanollal
indukalhat6, mindharom vizsgalt koncentraciéo esetén. Mindkét promoter aktivitasanak
valtozasa egyértelmiien fiigg a metanol koncentraciotol, ez az Osszefiiggés kiilondsen
szembetiind a 0.25 - 0.5 % metanol koncentracid-tartomanyban. Ezzel ellentétben, az
azonos genus-ba tartozo P. methanolica vizsgalatakor azt tapasztaltak, hogy csak az erésen
indukalodé MOD1 gén mikodése fligg a metanol koncentraciotol, a MOD?2 a vizsgalt 0.25
- 1 % koncentracio-tartomanyban egyenletes aktivitast mutatott (Nakagawa et al., 2002). A
félkvantitativ RT-PCR kisérlet azt mutatta, hogy a Pichia sp. 159 torzs két AOX promotere
kozil az AOXB eredményez magasabb szintli transzkripciot metanol jelenlétében, azaz
varhatéan ez a promoéter lesz képes nagyobb mértékli heterolég fehérjetermelést
produkalni.

A promoterek indukcidjanak idofiiggését is vizsgaltuk, az AOXB transzkript mar az

elsd, 1 6ras mintavételkor kimutathatd volt, az AOXA csak késébb, 2 illetve 4 6ra mulva.
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Azonban az mRNS szintézist kdvetden a detektalhatdo enzimaktivitas csak késve, a kisérlet
6. oOrajaban jelent meg. Az aktivitast nativ poliakrilamid gélelektroforézissel torténd
elvalasztas utan a gélek aktivitasra festésével, egy kapcsolt peroxidaz enzimreakcioval
detektaltuk. A modszer ¢érzékenysége miatt nem valoszinli, hogy a magas detektalasi
kiiszob miatt észleltiik a jelentds idébeli eltolodast. Valoszintiibbnek tartjuk, hogy a
szintetizalodod polipeptidek FAD kotése, a monomerek transzportja, illetve az aktiv
oktamer Osszeszerelddése igényel hosszabb 1dot, eseteleg a megfeleld szamu és térfogatu
peroxiszoma kialakulasa eléfeltétele az alkohol oxiddzok szintézisének.

A glikoz mindkét gént represszalta, még metanol jelenlétében is. A represszid
rendkiviil erésnek bizonyult, az AOXB mRNS gliikkdz jelenlétében egyaltalan nem volt
kimutathat6, csak az 40XA rendkiviil alacsony szintli transzkripciojat tudtuk bizonyitani a
félkvantitativ reakcioban.

A mannitol, mint egyediili szénforrés, alacsony szintii alkohol oxid4z expressziot
eredményez a Pichia pastoris esetében, a glicerol pedig a Hansenula polymorpha esetében
eredményez a metanolhoz viszonyitva 25 %-os aktivitast (Janowicz et al., 1991). Egy
ezekhez hasonlo, gyenge indukaldszer elony0s lehet bizonyos fehérjék expresszidja soran,
kiilondsen olyan esetekben, amikor a magas expresszios szint karos mellékhatasokat
eredményezne, példaul olyan, bonyolult 6sszeszerelést igénylo fehérjék esetén, amelyeknél
az aktiv centrumot tobb polipeptidlanc alkotja. Ilyen esetekben a chaperone készlet
kapacitasat meghalad6 fehérjeszintézis negativ hatassal lehet a termelt fehérje mindségére.
Ezért vizsgaltuk mindkét szénforras hatasat az expressziora.

A Pichia sp. 159 esetében a mannitol, a P. pastoris-hoz hasonldéan, gyenge
transzkripcidt eredményezett mindkét gén esetében, parhuzamosan egy igen gyenge, a
detektalasi hatarhoz kozeli enzimaktivitas is kimutathatd volt. Az egyediili szénforrasként

alkalmazott glicerol is hasonld valtozast eredményezett, és valamivel magasabb, de még
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mindig alacsony szintli enzimaktivitast. A Pichia pastoris esetében a glicerol represszalja a
génmiikddést (Tschopp et al., 1987), ezért ez az eredmény kissé meglepd volt. Mivel a
Pichia sp. 159 rendkiviil gyengén tudja hasznositani a glicerolt, elképzelhetonek tartottuk,
hogy az ennyire lassu novekedés az ¢hezéssel megegyezd mdodon hat a génexpressziora, és
tulajdonképpen az éhezéskor kialakuld promoéteraktivitast figyeltiik meg.

Az ¢hezés hatdsanak vizsgalata soran kapott eredmények elsé kozelitésben
megerdsiteni latszanak a fenti feltételezést: gyenge transzkripcid volt megfigyelhetd
mindkét promoterrol, és az alkohol oxidaz aktivitas mértéke is tobbé-kevésbé megegyezett
azzal, amit a glicerol szénforrason tapasztaltunk. Azonban a részletek alaposabb vizsgalata
utan 6vatosnak kell lenniink az egyértelmii kdvetkeztetés levonasakor. Az éhezés hatdsara
bekovetkez6 indukcid idofiiggésének vizsgalatakor a fliggetlen kisérletekbdl szarmazéd 24
oras mintakban - 0sszehasonlithato kisérleti koriilmények kozott - nem minden esetben
tudtuk az AOXB specifikus mRNS-t kimutatni, az 4OXA-t pedig egyszer sem, ez az
idépont mar a tranziens expresszio erdsen lecsengd szakaszara esik. Ugyanakkor glicerol
szénforrason, 24 6ras inkubaciot kdvetéen mindkét mRNS kimutathatd volt. Elképzelhetd
tehat, hogy a glicerol nem csak passziv, hanem aktiv szerepet is jatszik a két promoter
indukélasaban, ennek a kérdésnek az eldontésére azonban az eddigi adataink nem
elégségesek. A Pichia genus-ban egyediilalld, hogy nemcsak az egyik, hanem mindkét
promoéter mutat minimalis aktivitast éhezés hatasara (Cregg et al., 1989; Nakagawa et al.,
2002).

Az éhezés hatdsara megfigyelt tranziens transzkripcidé azt is bizonyitja, hogy a
kimutatott AOX mRNS-ek — a legtobb ismert mRNS-hez hasonléan — néhany ora alatt
lebomlanak a sejtben. Ezek szerint kimondhatjuk, hogy a metanol-indukci6 id6fliggésének
vizsgalatakor, az elsd oratol tapasztalt egyenletes AOXB mRNS szint valéban folyamatos

transzkripciot jelez, nem csak a kezdeti transzkripcio termékét latjuk a kisérlet soran.
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Ahogy emlitettiik, két alkohol oxiddz gén jelenléte nem ritkasag a metilotrof
¢lesztok kozott, azonban a masodik gén funkcidja, illetve a gén altal biztositott szelekcids
elony nem ismert. A szakirodalomban taldlhat6 informaciok szerint az AOX génparok
egyforma szabalyozas ald esnek, és csak az expresszalt termék mennyiségében
kiilonboznek (Ohi et al., 1994). Feltételezhetd, hogy a masodik gén nem eszencialis a faj
fennmaradasa szempontjabol (laboratériumi koriilmények kozott egyértelmiien nem),
ugyanis a metilotrofok egy része (Candida, Hansenula genus-ok) is csak egy génnel
rendelkezik. Azonban ez a feltételezés valosziniitlen, egy 1étezd, funkcionalis gén jelenléte
minden bizonnyal evoluciés elényt jelent, még ha ennek a természete nem is ismert a
szamunkra. A gliik6z hasznositas soran, nagyon kis, de kimutathaté koncentracioban jelen
1évé A0XA mRNS felveti azt a lehetdséget, hogy ez a gén biztositja a gyors fizioldgiai
adaptacio lehetOségét szénforras valtas soran. Ezt a lehetdséget latszik timogatni a metanol
indukcié idofliggdségét vizsgald kisérletiink eredménye: a kezdeti maximum utdn az
AOXA mRNS szintje lecsokken, és dominanssa valik az AOXB termék. Ezek szerint a 36.
oraig fokozatosan novekvo enzimaktivitasért felelds fehérje egyre nagyobb mértékben az
AoxBp. Természetesen megerdsités nélkiil mindkét gén transzkripcidja leall, ezt lattuk az
¢hezés esetén.

Az aktiv alkohol oxidaz oktamer szerkezetli. A Pichia methanolica két alkohol
oxidazanak protomerjei (Modlp ¢és Mod2p) in vivo ¢és in vitro is képesek kevert
alegységekbdl alld negyedleges szerkezetet 1étrehozni, és az egyes, heterogén Osszetételii
enzimpopulaciok akrilamid gélelektroforézissel elvalaszthatok egymastol (Nakagawa et
al., 1999). Munkank soran vizsgaltuk annak a lehet6ségét, hogy a Pichia sp. 159 két
alkohol oxidaza képes-e hasonld heterogén populacio 1étrehozasara in vivo. A kisérlethez
0.5 % metanollal 24 o6raig indukalt sejteket hasznaltunk. Az aktivitasra festett gélekben a

dominans aktiv band-en feliil kimutathatdo volt néhany eltéré6 mobilitasu csik is, ezek
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részaranya azonban elenyész6 volt a domindns forméahoz képest. Ez az észlelés dsszecseng
a két gén expresszidjanak iddbeli valtozasaval (lasd el6z6 bekezdés), miszerint ilyen
koriilmények kozott a 24. 6rdra mar az AoxBp a dominansan expresszalodd enzim.
Természetesen elképzelhetd egy alternativ magyarazat is, azaz a két protomer forma nem
képes stabil, heterolog fehérje-fehérje kolcsonhatas kialakitasara.

A heterolog fehérjeexpressziot biztositd, a gyakorlatban is jol hasznalhato
vektor(ok) fejlesztése a promdtereken kiviil néhany egyéb elem hasznalatat is feltételezi. A
promoterek izolalasaval egyidejiileg izolaltuk a két Pichia sp. 159 AOX gén 3’ nem kodold
régioit is. Ezekben az Osszehasonlitdé analizis szerint megtalalhato a hatékony
transzkripcids terminacidhoz sziikséges dsszes szekvenciaelem, tehat expresszios vektorba
beépitve biztosithatjdk majd egy heterolég kodold szekvenciar6l torténd transzkripcid
korrekt terminaciojat.

Sziikség van tovabba olyan szekvencia elemre is, ami biztositja a vektor stabil
fennmaradasat a sejtben. Ennek érdekében a Pichia sp. 159 torzs genomialis DNS-ébol
konyvtarat készitettiink és az elvart funkciora szelektalva izolaltuk az ARS124 elemet. Az
expresszios vektorba épitve nem csak a plazmid stabilitast biztositotta a tenyésztés soran,
de a transzformacié hatékonysaga is az elvarasoknak megfeleld volt (10°/ug DNS). Az
ARS124 altal biztositott stabilitast kvantitativ plazmidvesztéses kisérletekben is mértiik:
nem-szelektiv koriilmények kozott 10 osztddas utan, a kezdeti allapothoz képest 14 %-ra
csokkent a szelekcidos markert hordozo sejtek ardnya, ami megegyezik mas élesztd ARS-
ekre megallapitott értékekkel (Piredda és Gaillardin, 1994; Murray és Szostak, 1983).
Osztodasonként az utoddsejtek 64 %-os valoszinliséggel tartalmazzak az ARS124-et
hordozé plazmidot.

Egy vektor elengedhetetlen eleme a szelekcios lehetdséget biztositd markergén.

Ebbdl a célbol a tesztkonstrukcidinkba a Pichia sp. 159-bdl izolalt HIS4 gént épitettiik be
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(Urban és Szamecz, nem publikalt eredmények). A Pichia pastoris His4™ sejtekbe
transzformalt plazmid His® fenotipust eredményezett. A sikeres komplementacio
bizonyitotta, hogy valoban funkcionalis gént izolaltunk, és egyuttal igazolta szelekcids
markerként valo hasznosithatésagat. A dolgozatban nem targyalt kisérleteink azt mutattak,
hogy a HIS4 gén megkdzelitleg azonos szinten expresszalddik kiillonbozd szénforrasok
hasznositasa soran, ami lehetové tette belso standardként valo alkalmazasat a félkvantitativ
RT-PCR kisérleteinkben.

A HIS4 markergén és az ARS elem beépitése az P ox —lacZ transzkripcios fuziokat
tartalmazé plazmidokba lehetové tette a Pichia sp. 159 AOX promotereinek heterolog
fajban torténd vizsgalatat. A kvalitativ B-galaktoziddz gyorsteszt alapjan mindkét
expresszios kazetta miikodOképesnek bizonyult Pichia pastoris sejtekben. A kvantitativ
mérések azt mutattdk, hogy heterolog rendszerben is az AOXB promoter volt az erdsebb,
sOt a metanol indukcié eredményezte maximalis B-galaktoziddz aktivitds megkozelitette a
Pichia pastoris sajat AOXI promoterétdl fliggd aktivitast. A gliikkdz represszid viszont nem
volt olyan erés, mint amit az AOXI promoéternél megfigyelhettink. Az 4OXB-figgd
expresszid idében lassabb volt, mint az AOX1-t0] fiiggd. Ezt kielégitden magyarazhatja az
ARS124 elem plazmidvesztés-tesztben mért aktivitdsa. Eszerint ugyanis, a képzd6dd
sarjsejteknek csak 60 %-a tartalmaz plazmidot, ami a populacid egészét tekintve egynél
kisebb kopiaszamot eredményez, ezzel szemben az AOXI fuzid stabil, egy kopias
kromoszomalis elemként volt jelen a kisérletben.

Az AOXB-vel szemben az AOXA promoter csak igen gyenge, gyakorlatilag
hattérnek tekinthetd aktivitast mutat Pichia pastoris-ban: metanol indukciora a sajat
rendszerhez képest sokkal kevésbé reagal, a sajat rendszerben mért 3:1 arany helyett itt
kevesebb mint 1 %-a volt az AOXA-fiiggd aktivitas az AOXB-ének. Ehezésre pedig az

AOXA szinte egyaltalan nem reagal. Ez arra utal, hogy az AOXA szabalyozasaért felelds
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szekvenciaelemek nem kompatibilisek a P. pastoris szabalyozé fehérjéivel, €s eltérnek az
AOXB hasonl6 elemeitdl is.

Heterolog expressziora ismeriink mas példakat is a szakirodalombol: metilotrof
¢lesztok alkohol oxidaz promotereirél megmutattak, hogy mas fajban is mikodoképesek.
Saccharomyces cerevisiae-ben a Hansenula polymorpha alkohol oxidaz promotere (MOX)
represszalhatd volt gliikdzzal, glikéz hianyaban a promoter transzkripceids aktivitast
mutatott. Ki is mutattak egy altalanos transzkripcios faktor, az Adrlp kotddését a
promoéterhez.  Saccharomyces cerevisiae-ben az egyes szénforrasokat hasznositd
anyagcsereutaknak kiilon transzkripcios aktivatora van, annak kotddése is sziikséges a
hatékony expresszidhoz, az Adrlp-n tal (Filipitis et al., 1993). A MOX promoter esetében
ilyet nem sikeriilt kimutatni, ami természetes is, hiszen a S. cerevisiae nem hasznositja a
metanolt szénforrasként (Pereira és Hollenberg, 1996). A Pichia pastoris AOXI promdterét
is vizsgaltdk heterolog fajban. Hansenula polymorpha-ban az AOXI promdter a MOX
promoéterhez hasonldéan metanollal indukalhato volt és gliikkozzal represszalhatd, kvantitativ

vizsgalatokat azonban nem végeztek (Raschke ef al., 1996).
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7. OSSZEFOGLALAS

Munkédm soran egy gyakorlati igényeket is kielégitd expressziés rendszer
kidolgozasaban vettem részt. Célunk egy metilotrof éleszton alapuld rendszer 1étrehozéasa
volt. A hasonlo, ismert rendszerek, azonttl, hogy hasznalatuk egyszert és koltségkimélo,
szamos tovabbi elényos tulajdonsaggal rendelkeznek, melyek koziil a legfontosabbak:
magas termékkoncentracio érhetd el, az eukaridta sejt - posztranszlacids modifikacios
folyamatainak koszonhetden - megfelelden processzalja a fehérjéket, melyek termeltetése
hatékonyan szabalyozhat6 az alkohol oxiddz promoteren keresztiil.

Feladataink kozé tatozott a vizsgalt torzsek expresszidos gazdaként vald
alkalmazhat6saganak vizsgalata, az alkohol oxidaz promoter izolaldsa, majd az
indukalhatosag, illetve a represszid koriilményeinek meghatarozasa. Tovabbi feladatunk
volt az expresszids vektor elkészitése, amely a stabilitashoz és a szelekcidohoz sziikséges
elemeken kiviil a kisérletsorozat bemutatott fazisaban egy riportergént tartalmazott, az
alkohol oxidaz prométer transzkripcids iranyitasa alatt.

A harom vizsgalt ¢lesztd torzs egy-egy rRNS-t kodold genomi szakasza
szekvencidjanak meghatdrozasa utan, ezek Osszehasonlitd analizisével megallapitottuk a
torzsek rendszertani helyét. Az eredmény megerdsitette a két Candida boidinii torzs
korabbi, hagyomanyos modszerekkel végzett rendszertani besoroldsat, mig a harmadik
izolatumot a Pichia genusba sorolhattuk.

A promoterek izolalasa felé tett elsé 1épésként izolaltuka torzsek alkohol oxidazt
kodolo genomi szakaszait, a két Candida torzsbol 1-1 gént (40X673 és AOX680), mig a
Pichia torzsbol kett6t (A0XA és AOXB) azonositottunk.

A Pichia torzs mindkét alkohol oxiddz génje esetében izolaltuk az 5° és 3’ oldali
nem-kddolo régiokat is, melyekrél méretiik alapjan feltételezhetd volt, hogy hordozzak a

génmikddéshez sziikséges szabalyzo elemeket.
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Vizsgaltuk a promoterek mitkddését sajat rendszerben kiilonbozd szénforrasok
jelenlétében, illetve tapanyagmegvonds hatasdra. Ennek soran RT-PCR amplifikacioval
detektaltuk az AOXA ¢s AOXB génekrdl képzddott mRNS-t, és parhuzamosan kimutattuk
az enzimaktivitas jelenlétét is. Megallapitottuk, hogy mindkét promoter indukalhatod
metanollal. A gliikkéz mindkét gént represszalja, az AOXA gén esetében azonban gliikkdz
jelenlétében is kimutathatd volt egy alacsony szintli expresszid. Ez utobbi eset kivételével
az AOXB promoéter aktivitdsa minden vizsgalt esetben nagyobb volt, mint az 4OXA-¢, pl.
egy belso kontrollhoz viszonyitott félkvantitativ méréssorozatban az AOXA-nal haromszor
tobb 4OXB-specifikus mRNS-t mutattunk ki 0.5% metanol-indukcié hatdsara. A metanol-
indukci6 id6fliggd hatasanak vizsgalatakor is az AOXB termék volt a dominans, az 4OXA
elsddleges géntermék csak egy ora késéssel volt kimutathatd. A mannitol gyenge
indukéloszernek bizonyult, mig a glicerol, gyengén hasznosithatd szénforrasként, az
¢hezéssel kozel megegyez0 hatassal volt a promoterek aktivitasara. Az €hezés mindkét gén
tranziens indukcidjat eredményezte.

Elkészitettiink expresszios vektorokat, amelyekben az expresszios kazetta a lacZ
riprtergént tartalmazta a vizsgalt promoterek irdnyitdsa alatt. A vektorok tartalmaztak
tovabba egy genomi replikdcios origot, amelyet a Pichia torzs genomi konyvtarabol
azonositottunk. Szelekcids markerként a domindns Zeocin rezisztencia marker volt jelen a
vektoron, illetve a Pichia 159 torzsbdl izolalt HIS4 gén is ezt a célt szolgalta.

Az expresszids vektorok segitsével megvizsgaltuk a promoéterek mitkddését egy
heterolog fajban is. Az AOXB promoter mukddése Pichia pastoris-ban alapvetden
reprodukalta a sajat rendszerben mért tulajdonsagokat: a metanol erds, a P. pastoris sajat
AOXI prométerével 0sszemérhetd indukciot eredményezett, mig a gliikkoz ezt az aktivitast
represszalta. Az €¢hezés indukald hatasa a heterolog gazdaban szintén megfigyelhetd volt.

Ezzel szemben az AOXA promoterrdl csak egy alacsony szintli transzkripcidt tudtunk
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detektalni, ami nem valtozott a vizsgalt szénforrasok hatasara, feltételezésiink szerint a
promoter szabalyozd elemei ¢és a heterolog gazda szabdlyoz6 apparatusanak
inkompatibilitdsa miatt. A heteroldg expresszioval az expresszios vektor egyéb, replikaciot
¢s szelekciot biztositd elemeinek mitkoddképességét is bizonyitottuk.

Eredményeink elegendd informacidt szolgaltatnak a promodterek mukodésérdl a
gyakorlati célu felhasznalashoz, az elkésziilt vektor riportergénje tetszdleges
szekvenciaval kicserélheto, igy elvileg az abban kodolt fehérje termelésének szabalyozhato

iranyitasara képes.
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8. SUMMARY / ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALAS

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
(A0X673 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 40XA

and 4OXB, 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 4AOX4, 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 AOX4 mRNA in cultures induced with 0.5% methanol, as measured by semi-
quantitative RT-PCR. In a time-course experiment, the 4OXB-specific message was
detected after 1 hour of methanol induction, while the 40OX4 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 4OXA 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 40X
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 AOXI 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 4OXA 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.

FUGGELEK

10.1. A kisérletekhez hasznalt oligonukleotidok:

A téblazat a hasznalt oligonukleotidok legfontosabb adatait mutatja be: neviik és
szekvenciajuk mellett megadjuk hogy degeneralt (d) vagy specifikus (s), illetve,
hogy forward (F) vagy reverse (R) orientacioju az adott génen. Jeloljiik a gént,
amelyikhez a primert terveztik [AOXA: Pichia sp. 159 AOXA génje; AOXB:
Pichia sp. 159 AOXB génje, AOX: degeneralt primer az ismert alkohol
oxidazokhoz, AOXA/B: specifikus primer AOX4A ¢és AOXB megegyezd
szakaszaihoz, HIS4: Pichia sp. 159 HIS4 génje, rDNA: univerzalis primerek
¢lesztd riboszomalis génrészlet amplifikalashoz, pBC SK(-): szekvenald primerek
a Stratagene altal forgalmazott plazmidhoz] €s a primer 3’ végének a pozicidjat az
adott génen, a start kodon els6é nukleotidja a +1 pozicionak felel meg.

A degeneralt oligonukleotidoknal hasznalt jelolések: N:AC G, T
Y:C, T R: A vagy G
H:A,C, T W:AvagyT
®(Vilgalys és Hester, 1990)

‘(White és mtsai, 1990)

INEV

SB1
SB2
SB3
SB4
SB5
SB6
SB7
SBS
SB9
SB10
SB11
SB12
SB13
SB14
SB15
SB16
SB17
SB18
SB19
SB20
SB21
SB22
SB23

SZEKVENCIA S/D ° F/R GEN POZICIO
AAAAGAATTCAAYAAYHTNAAYAAYCCNTGG D F AOX 144
CCCCGGATCCARRAARTGRAACATNGTCAT D R AOX 1243
AAAAGAATTCGARCANTGGYTNAARTGGAT D F AOX 581
AAAAGGATCCRWARTGRTCYTGRAARTT D R AOX 916
AAGCAGAAGCTCTTGTGTACA S R AOXA/B 299
CAACCAGTGCTCAGCACCGTG S R AOXA 553
TGTTACATGGTCTTTGGTAAG S R AOXA/B 392
CACAAGAGCTTCTGCTTC S F AOXA/B 320
CCGATACCAGATCTTTGT S R AOXA/B 834
AACTGTCAAGATTTCATT S F AOXA 492
AACTGTCAAGACTTCTTA S F AOXB 492
AATTTGTTTATTGATAGAG S R AOXA 747
ATTTGAGTCTTGGTAGTA S R AOXB 747
CAACTGGCTCTATCAATAAA S F AOXA 759
CAACTGGTACTACCAAGACT S F AOXB 759
TACAAAGATCTGGTATCGG S F AOXA/B 851
GTRTTRCANCCNACRTTRTC D R AOX 1834
ATGATTGGATCAGGATGG S R AOXA 744
ACTCCGCTTGTAGTGACG S R AOXB 372
GGGAAGCAACAGTAGCAGCA S R AOXB -544
TGTTCAATGGCTCCAAGAGA S F AOXA/B 1736
GAATGTTCATGGATTAAAGC S F AOXA 1801
ATTGAATGTCTACGGTGTCG S F AOXB 1798
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SB24 CGGTCGATCGGGTTGAGA S R AOXA -306
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
UGo11 CTGTCACTTGGAACGC S F HIS4 843
UG016 ATAGCCATGGTGAGTAAGTTAATAAATAAGTTTTTG S R AOXB 28
UG017 AATCCTCGAGAACAAAGCTAGCACCTCTTCTCCTCTT S F AOXB -1819
UGO018 GCGACTCCATCAAACTTG S R HIS4 1383
UG019 ATAGACATATGGAGTAAGTTAATAAATAAGTTTTIG S R AOXB 28
LRS" TCCTGAGGGAAACTTCG S DNA

TS3¢ 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
IM13-20 GTAAAACGACGGCCAGT S R pBC SK (-) 616

10.2. Az ARS124 elem szekvencidja

TCGATCGTGGAAAGTAGAGACGTTTGCATATTGAAGTACTTGAATGGTGCTGCTCCGGTGTTGTATGGTTTAC
CATTAAAGATTAGAGGAAATTAAAAGATGTTCTTTATTTATTCTTTTTCCGAATAGAGATGTGAAAAGTTTTC
TAAATTATTTATATACATGGGAGGTGAAAATGGGAAACCACTACTAAAATTTATATAGTAAAACTATGATACT
ATGAAAAAGCCCTTATTATTATTATTACTATTATTAATTTGATAACAAGTGTTCAATTTTTTTGTAATATGCA
GAATCCACAAACTCTTTGATTTCTTCTTTTGTTAACCATTTATAATCGGTGAAACCTTCAACTCCTTTTTGTA
ATTCAAACTTACCGGCAATAATGTGTGATTTCATTAGATATTCTCTAGTACCAACATCAACACCAGAATCTCC
TTCAACCAATTGAGTTTTGTTGTTGTTATTAGTAGTGGTAGTACCTTGATATTTTAAAACCGCAGTTGGGGTG
TTTGAAACGGACCAAGTATTGATTTTATCACCACCTATTAGTTTAACACCGTCGA

10.3. A Pichia sp. 159 HIS4 gén szekvenciaja

A kodolo régio az 540-es pozicional kezdddik 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
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