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IRODALMI ATTEKINTES



Ha k&rulnézink utcan, villamoson, autdbuszon, sokfelé latunk véradasra
felnivd plakatokat: 'A vér életet menthet!". A gybgyaszatban szamos
vérkészitményt is hasznalnak, melyek eléallitasahoz ugyancsak nagy mennyiségi
vérre van sz(kség. Ugyanakkor az AIDS terjedd veszedelme noveli a
bizalmatlansagot mind a természetes vérrel, mind az abbdl szarmazdé
készitményekkel szemben. Egyre nd tehat az érdekl6dés a biotechnolégiai Uton
elGéllitott, garantaltan virusmentes véralkotdk, vérpoétld anyagok irant. Ezek kozdl
taldn a legfontosabb a human szérumalbumin (HSA), a veérplazmaban
legnagyobb mennyiségben jelenlévé fehérje, melyet - a vér frakcionalasaval -
driasi mennyiségben allitanak el6 az orvosi gyakorlat szamara.

Az albumin egyik fontos feladata az aramlé vér normadlis ozmolaritdsanak
fenntartasa.  Figyelemremélté  szubsztratmegkotd  képességének  széles
spektruma, mely a kalcium- és rézionoktdl kezdve, a zsirsavakon, aminosavakon
és hormonokon keresztll szamos terapias eljarasban alkalmazott gydgyszerig
terjed. Bar alapvet6é funkcidja maig is vitatott, sok transzport- és szabalyozd
folyamatban tulajdonitanak neki szerepet (Carter és mtsi., 1989).

A gyoégyaszatban albumint alkalmaznak traumas allapotban a vér pétlasara,
hipovalémia, sokk és hipoalbuménia kezelésére, valamint a keringé testnedvek
perfuzidjakor alkalmazott oldatok adalékanyagaként (Latta és mtsi., 1987).

Annak ellenére, hogy a vérbdl tisztitott HSA egységenkénti ara - mas
véralkotokkal Osszehasonlitva - alacsony, a vérkészitményekkel szembeni
bizalmatlansag és a szilikséges rendkivil nagy mennyiség indokolja a HSA
géntechnolégiai moddszerekkel torténd elballitasat, mint alternativat, pl.
fehérjetermelésre alkalmas rekombinans mikroorganizmus segitségével.
Legelterjedtebben baktériumokkal és éleszt6kkel termeltetnek heterolog
fenérjéket. A vektormolekuldk egész rendszerét dolgoztak ki DNS sejtbe
juttatésara. Transzkripcidés és transzlaciés szignalok, regulator génszakaszok
allnak rendelkezésre szinte barmely gazdasejt szamara az idegen génexpresszié
megvaldsitasdhoz. A kereskedelmi szempontbdl értékes fehérjék termelésére
alkalmas vektor-gazda-rendszerek kivalasztasaban ma mar nem maga a rendszer
a limitalé tényez6, hanem a gazdasagi és ésszer(ségi szempontok, valamint a
termeltetni kivant fehérje transzlacidé utani modositasanak kovetelményei
(Kingsman, 1987).



Idegen gének expresszibja és szekrécidja baktériumokkal

A legjobban tanulmanyozott és ezért legelterjedtebben alkalmazott
fehérjetermel6 gazdarendszer az Escherichia coli baktérium és a Saccharomyces
cerevisiae éleszt6. Az E. coli baktérium széleskorli alkalmazaséat indokolja
hasznalatanak egyszer(isége, gyorsasaga és olcsésaga, valamint a lehetséges
genetikai manipulacidk sora (Bilay, 1987).

A baktériumokkal végzett expresszids kisérletek soran azonban szamos
probléma merllhet fel. Gyakori, hogy az E. coli citoplazmajaban termel6dott
idegen fehérjék amino-terminalis végikodn felesleges metionin- vagy N-formil-
metionin-csoportot hordoznak, melyek eltavolitdsa a fehérjék in vitro kezelését
teszi szilkségessé (Latta és mtsi., 1987; Zsebd és mtsi., 1986). A fehérjék érésuk
soran gyakran igényelnek egy sor tovabbi poszttranszlaciés atalakitast (lasd 1.
tablazatot), amelyeket az E. coli nem képes elvégezni, s6t a citoplazmaban
uralkodd redukalé hatast belsé koérnyezet a molekulan bellli diszulfid-hidak
kialakulasat is gatolia (Bilay, 1987; Van Brunt, 1986). A poszttransziacios
moédositasok hianya, illetve tOkéletlensége szinte torvényszerlien azt
eredményezi, hogy a termel6détt idegen fehérje konformacidja, térbeli struktaraja
(folding) - kUléndsen, ha nagyméretd - eltér a normalistdl, és gyakran oldhatatian
aggregatumok (inclusion body; Mitraki és King, 1989) formajaban halmozddik fel
a sejtben.

A kis molekulasulyu fehérjékkel kapott sikeres - a periplazmatikus térbe torténd -
szekrécidval (Becker és Hsiung, 1986) ellentétben egyenlére Ugy latszik, hogy az
E. coli szekrécids mechanizmusa alkalmatlan nagy molekulatémeg( idegen
fehérjék elfogadhatod expresszidjara és szekrécidjara (Latta és mtsi. 1987).

HSA E. coli-ban torténé termelésére tett kisérletek is alatamasztjak a felsorolt
aggalyokat (Latta és mtsi. 1987). Jollehet az albumin egyetlen szalbdl all6, nem
glikozilalt fehérje (tehat poszttranszlaciés glikozilalast nem igényel), nagy
molekulsulya (66,5 kD, 585 aminosav; Carter és mtsi., 1989; Lawn és mtsi., 1981)
miatt szekrécidja megoldhatatlannak bizonyult, a sejtekbdl tisztitott fehérje pedig
hordozta a felesleges N-termindlis metionint, és oldhatatlan aggregatumokat
képezett (Latta és mtsi., 1987).

Bacillus subtilis-szel végzett HSA-szekrécios kisérletek alapjan (Saunders és
mtsi., 1987) ugyan kimondhatjuk, hogy prokariéta sejtek is képesek lehetnek
nagyméretl fehérjék szekrécidjara, de az is kitlnt, hogy a megfeleld
fehérjehasitas (a leader-fehérje lehasitasanak) hatékonysaga forditott aranyban all
a fehérje expresszibjaval.



Idegen gének expresszibja és szekrécidja élesztével

A Saccharomyces cerevisiae éleszt§ igéretes rendszernek bizonyult a
felsorolt problémak egy részének kikiszdbdlésére. Amellett, hogy nem patogén
és endotoxinoktdl is mentes él6lény, az évszazadokra visszamend
élesztéfermentaciés tapasztalatok és a birtokunkban [évé egyszer(ien
kivitelezheté genetikai manipulaciék sora is alatamasztijdk a Saccharomyces
cerevisiae éleszt6 alkalmazhatésagat idegen fehériék kifejeztetésére és
termelésére.

Eleszt6 expresszids vektorok

Idegen gének élesztbsejtbe juttatasa expresszids vektorok segitségével
torténik, melyeknek harom tipusa ismeretes (Botstein és Fink, 1988; 1. dbra):

1. Az élesztd centromerikus plazmidok (YCp = yeast centromere plasmid)
kis kdpiaszamuak (1-2 kopia/sejt), 6nallé replikaciéra képesek, mitotikusan és
meiotikusan stabilak szelekci® nélkll is, és szabalyosan szegregalnak.
Tartalmaznak élesztében mikddd centromer-régiét, telomer-part és replikator
génszakaszt (ARS = autonomously replicating sequence), ezért szokas
mesterséges élesztbkromoszomaknak is nevezni 6ket (Wickner és Lodish, 1985).
Hasznalatuk akkor elényds, ha az expresszios vektort kis kdpiaszamban kivanjuk
fenntartani, mert a géntermék az élesztésejtekre toxikus hatasu és/vagy mas
tipusu vektor stabilitasa nagyon kicsi lenne (Bitter és mtsi., 1987).

2. Az éleszté integralédévektorok (Ylp = yeast integrating plasmid)
tartalmaznak éleszt6 szelekciés markereket, de hianyoznak bel6lik azok a
szekvenciak, melyek a plazmidok 6nallé replikaciéjat lehetévé tennék élesztében.
Az élesztbgenom megfeleld szakaszaival homoldg, rekombinaciéra alkaimas
DNS-szekvencijuk révén viszont beépitheték a transzformalt gazdaseijt valamely
kromoszémajaba. Az idegen gén tehat stabil formaban van jelen a sejtben
(Botstein és Fink, 1988; Lopes és mtsi., 1989).

3. Az 0nallé replikaciéra képes élesztéplazmidok (YRp, YEp) nagy
képiaszdmuak, instabilak és szegregécidjuk nem szabalyos. Onalld replikaciora
vald képességiket annak készdnhetik, hogy replikéaciés origét (ori) tartalmaznak,
mely lehet kromoszomalis eredetli ARS (YRp = yeast replicating plasmid), illetve
az élesztd sajat 2um-es plazmidjabdl (Futcher, 1988; Hartley és Donelson, 1980)
szarmaz6 ori (YEp = yeast episomal plasmid). Jollehet mindkét expresszids
vektor tartalmaz szelekciét biztositdé markereket, az ARS-t hordozd plazmidok



1. abra
Heteroldg fehérjék expresszidjara alkalmas ingazévektor

UAS: "upstream" aktivatorelem

P:  promoter

SS: szignalszekvencia

HG: heteroldg fehérjét kddold gén

T: transzkripcids terminator

ARS: autonomously replicating sequence (kromoszémaélis eredetl replikaciés
origo) '

CEN:centromer régio

2u: az élesztd sajat 2u-os plazmidjabdl szarmazd replikacids origd

Ap: ampicillin

Km: kanamicin

Tc: tetraciklin

R:  (felsd indexként) rezisztencia

ori: replikaciés origo



szelekcids korllmények kozott sem stabilak (100 sejtciklus utan a sejtpopulacié
40%-a nem tartalmaz plazmidot (Fincham, 1989; Van Brunt, 1986).

A felsorolt élesztévektorok egyben ingazévektorok is, azaz E. coli-ban is képesek
6nallé replikaciora.

Elesztd episzémalis vektorok
a) Alap-épitékévek

A leggyakrabban alkalmazott éleszt§ expresszids vektorok episzoémalis
plazmidok. Tartalmaznak pBR322-szekvencidkat (Bolivar és mtsi., 1977), melyek
biztositiak E. coli-ban térténd felszaporitasukat és szelekcidjukat, valamint az
élesztében vald replikaciét lehetéveé tévé, a 2um-es plazmidbdl szarmazd ori-t és
élesztd szelekcids markereket (Van Brunt, 1986; 1. abra). A kiénozott TRP1-,
LEU2-, HIS3- és URA3-gének altalanosan hasznalt élesztémarkerek. Szamos
auxotrof torzs létezik, melyek mutaciét hordoznak a megfelelé génjikben.
Triptofant, leucint, hisztidint vagy uracilt nem tartaimazé tapkozeg alkalmas a
plazmiddal biré sejtek szelektalasara (Bitter és mtsi., 1987). Dominans szelekcids
markereket is kifejlesztettek éleszt6k szamara. llyen pl. a G418-rezisztencia
(Jimenez és Davies, 1980; Webster és Dickson, 1983), melyet az E. coli Tn5- vagy
Tn903-aminoglikozid-foszfotranszferaz-génje kddol, vagy a rézrezisztencia (Fogel
és Welch, 1982), melyet az élesztd CUP71-génje kddol. A dominans szelekcids
markerek hasznalata nagyban megndveli a gazdasejtvalasztas lehetGségeit,
hiszen auxotrof mutacidkat nélkiléz6 gazdak alkalmazasat is lehet6vé teszik
(Bitter és mtsi., 1987).

b) Eleszté expresszids kazetta

A felsorolt obligat elemeken kiviil az idegen gének expresszidjara alkalmas
expresszids vektorok az Un. expressziés kazettat is hordozzék (lasd 1. abrat),
melynek harom eleme: a prométer, mely biztositia az MRNS-transzkripcié
iniciaciéjat; a megfelel6 hosszlsagu mRNS-lanc szintéziséért felelbs terminator,
mely biztositja a transzkripcié terminalasat és a poli-A-farok kapcsolédaséat az
mRNS 3’-végéhez; és az idegen fehérjét k6dol6 gén, melynek pozicidja szigorian
meghatarozott a prométer és terminator kozott. Az idegen gén tartalmazza az
ATG-transzlaciés iniciaciés kodont és egy vagy tobb transzlaciés stop-kodont
(Bitter és Egan, 1984; Bitter és mtsi., 1987).



Elesztépromoterek

Mai tudasunk szerint csak az éleszt6 sajat prométereit magukban foglald
expresszios vektorok alkalmasak idegen gének kifejezésére.
Az elsé sikeres kisérleti eredmény 1981-bél szarmazik, amikor az alkohol-
dehidrogenaz-gén (ADH1) promoterét felhasznalva human leukocita interferont
termeltettek S. cerevisiae-vel (Hitzeman és mtsi., 1981). Ezt kdvette a human
r-interferon expressziéja a 3-foszfoglicerat-kindz-gén (PGK) promoterével
(Derynck és mtsi., 1983), majd a represszalhaté savanyu foszfatdz-gén (PHOS5)
prométerének alkalmazasaval a hepatitisz-B felszini antigén (HBsAg; Miyanohara
és mtsi,, 1983) és a human a-interferon (Kramer és mtsi.,, 1984) sikeres
kifejezése.
A 2. tablazat foglalja 6ssze az éleszté heteroldg expresszios kisérletekben eddig
alkalmazott prométereket, szignalszekvenciakat (lasd kés6bb) és az expresszalt
idegen fehérjéket.

a) PHO5-prométer

A PHO5-gén (Meyhack és mtsi., 1982) kdzepes er6sségl promoterének
egyik jellemzd tulajdonsaga az AT-bazispar nagy aranya (65%; a kédold régidban
ez csak 55%). A transzkripcid iniciacidjanak meghatarozasaban alapvetd szerepet
jatsz6 5’-TATATAA-3’-szekvencia, az un. TATA-box a transzlacié iniciacios
tripletjétdl (ATG) 5’-iranyban 101 bazisparra (bp) helyezkedik el.

Ugy tlinik, hogy a TATA-box elhelyezkedését tekintve alapvetd kildnbség van a
magasabbrendld eukaridta gének és az élesztégének kozétt: mig
magasabbrendlekben a transzkripciés iniciaciés kodon a TATA-boxtdl 3'-
iranyban 25-30 nukleotid tavolsagban van, addig élesztében ez a tavolsag
valtozatosabb, 40-120 nukleotid hosszlsagu. Négy kllénbdzd transzkripcids
51, 57 és 72 nukleotid tavolsagban downstream, melyek kozll az 51. és 57. az
uralkodo iniciacios nukleotidok.

Az mRNS 5’-végének "védlsapkaval' ("cap") torténd ellatasahoz sziikséges
5-TTCATCTCT-3’-szekvencia a TATA-boxtdl 35 nukleotidnyira taldlhaté 3’-
irdnyban.

Tovabb kozelitve a TATA-boxtdl az ATG-triplet felé az 59-68. pozicidéban figyelmet
érdemel az 5-CAACAACAAA-3’-szekvencia, mely feltinéen hasonlit az
5’-CACACA-3’-hexanukleotidra. Ez utdbbi szekvencia ugyanis tobbé-kevésbé
konzervativ az er@s élesztdpromodterekben, az ATG-triplethez kdzel elhelyezkedve
(Bajwa és mtsi., 1984; Dobson és mtsi., 1982).

Az éleszt6promoterek tovabbi fontos elemei a TATA-boxtdl 5'-iranyban helyet



foglalé Un. upstream aktivatorhelyek (UAS = upstream activation site), melyekbdl
altalaban tobb is el6fordul egy prométeren belll (lasd 2. abrat). Ezek az upstream
elemek szlkségesek a transzkripcidhoz, és altaldban meghatarozzak az adott
prométer sajatos szabalyozé funkcidjat. Azok a gének, melyeknek
kontrollmechanizmusa kdz6s, hasonld DNS-szekvenciaju upstream elemekkel
rendelkeznek. Az éleszté upstream elemek az emlés enhancer szekvenciakhoz
hasonlitanak: mindkét orientacidban mikddnek és tavolsaguk a tdbbi
promoéterelemhez, ill. az mRNS iniciacids helyéhez képest véltozatos. Az
enhancerektdl eltéréen azonban csak az iniciaciés helytél 5'-irAnyban
elhelyezkedve aktivaljak a transzkripciét. Az altalanosan elfogadott hipotézis
szerint az upstream elemek transzkripciét szabalyozé fehérjék kdtdhelyei (Struhl,
1987).

A PHOS-prométeren az upstream aktivatorelemek az ATG-transzlaciés iniciacios
kodontdl 5’-iranyban 367, 245 és 185 nukleotid tavolsagban talalhaték (Rudolph
és Hinnen, 1987). Ezek a 19 nukleotid hosszUsagu, foszfatkontroll alatt allé
repetitiv szekvenciak kozvetitd szerepet jatszanak a PHOS5-promoéter aktivalt és
represszalt allapotanak kialakitasaban.

A PHO5-promoéter a regulalhaté promoéterek kozé tartozik. A PHO5-gén (Arima és
mtsi., 1983) altal kodolt represszalhatd savanyl foszfataz expresszidja rendkivil
szorosra ndvekedhet az expresszid foszfatmentes tapkdzegben. igy a PHOS-
promotert alkalmazva j6l szabalyozhatd rendszer hozhaté létre idegen gének
expresszidjara (Kramer és mtsi., 1984; Miyanohara és mtsi., 1983; 2. tablazat). Ez
kUldbnésen elényds, ha az idegen gén terméke mérgezi, esetleg megdli a
gazdasejtet. A szabalyozas révén a promoter represszalt allapotaban nagy
sejtdenzitas érhetd el, amit a kornyezet megfeleld atalakitasa - a promoter
"bekapcsolasa" érdekében - kdvethet.

b) GAPDH-prométer

A Saccharomyces cerevisiae haploid genomonként harom, nem egymas

mellett  elhelyezkedé  gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz-gént  (GAPDH)
tartalmaz. A vegetativan ndvekedd sejtekben mindharom génrdl torténik
transzkripcio.
A GAPDH-enzim a pékélesztd szarazanyag-sulyanak 5%-at teszi ki, az enzimet
koédold mRNS aranya pedig 2-5%. A harom, izoenzimet kddold gén kozll az
bizonyult felelésnek a GAPDH-enzim legnagyobb mennyiségli termeléséért,
melyet a pgap491-plazmid hordoz (Holland és Holland, 1979). Ez a tény is
magyarazza, hogy ezen GAPDH-gén promoterét tartjdk az éleszté egyik
legerésebb prométerének.
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2. abra o
Az élesztépromotereket felépité elemek (Struhl, 1987)

UAS: "upstream" aktivatorelem
OP: operator-elem

TATA: TATA-box

I: transzkripcid iniciacioja



Dobson és mtsi. a leghatékonyabb élesztéprométerek tanulmanyozasakor
felfedeztek néhany konzervativ szerkezeti sajatossagot, melyek feltehetéen
Osszefliggésben vannak hatékonysagukkal (Dobson és mtsi., 1982).

A GAPDH-gének 5’-nemkddold régidinak vizsgalatakor kiderilt, hogy ezek a
szekvenciak itt is megtalalhatok.

Tekintslk &t a pgap491-plazmidba klénozott GAPDH-gén prométerének
szerkezeti sajatsagait (Holland és Holland, 1980; Holland és mtsi., 1983):

+1-gyel jelélve az ATG-transzlacids iniciacids triplet A-jat, a -677. poziciotél a
-250. pozicidig terjed6é génszakaszon az AT-bazispar aranya 60%, mig a -250-t6l a
-24. pozicibig 71%.

A TATA-box a -141. pozicibban kezdddik: 5-TATATAAA-3’, és téle 90 bp
tavolsagban, 3’-irdnyban foglal helyet a transzkripcids iniciaciés kodon, a -44.
pozicidban. Ez a tavolsag jellemzé az élesztékre. (Meg kell jegyezni, hogy Musti
és mtsi. a transzkripcié iniciaciojot a -37. és -38. pozicidba helyezték [Musti és
mtsi., 1983]. A két adat kdzotti eltérés oka nem ismert.)

Az er@s élesztGpromoterekre jellemzd konzervativ szekvenciak a kdvetkezOk:

1. CAAT-box: ez a box - melyet az 5’-GG(T3CAATCT-3’ konszenzus szekvenciaval
irtak le - az emlésgénekben gyakori, a transzkripcié iniciaciojatél 70-80 bp-ra
elhelyezkedve. Elesztére ez a box kevésbé jellemz8 és a szekvenciahomolégia
altaldban kisebb. A GAPDH-5-nemkoédold régiéban megtalalhaté szekvencia
- (-276)GGCAATTG(-269) - tavolsaga a transzkripcio iniciaciéjatol 224 bp.

2. CT-gazdag régié + CAAG-szekvencia: az er@s élesztépromodterekben a TATA-
boxtél 3'- irdnyban 50-100 bp-nyira egy C+ T-bazisokban gazdag régié talalhato,
melyet a CAAG-szekvencia kdvet 8-12 bp tavolsagban downstream. A GAPDH-5'-
nemkaodold régidé esetében a CAAG-szekvencia a -40. poziciéban kezdddik, egy
T-bazisokban gazdag DNS-szakasz pedig a -48-t6l a -61. pozicidig terjedd
génszakaszon foglal helyet.

3. CACACA-hexanukleotid: ez az ATG-triplethez kozel elhelyezkedd, az erls
éleszt6promoterekben tdbbé-kevésbé konzervativ szekvencia a GAPDH-
promoéterben a -13 - -18. pozicidban helyezkedik el.

Idegen fehérjék expresszidjara elészor Bitter és Egan alkalmaztak a legerésebb
GAPDH-prométert (Bitter és Egan, 1984). Expresszids vektoruk kiépitéséhez az
5’-nemkddold régié 650 bp hosszlsagu Tagl-szakaszat hasznaltak fel, mely a
promoter -24-t6l -1-ig terjedd szakaszat nem tartalmazta.



Szekrécid

Idegen gének expresszidjara baktériumokat alkalmazva gazdaseijtként egy
sor probléma mertlhet fel, melyekrél korabban mar volt sz6 (lasd 1. tablazatot).
Ugyanezen problémakkal taladlkozhatunk akkor is, ha élesztésejtekkel ugyan, de
intracellularisan prébalunk idegen fehérjéket termeltetni. A gondok leklizdésére az
élesztdé szekrécidés rendszerén keresztlll torténd expresszid nydijt lehetéséget
(Bitter, 1987). Egyrészt megfelel6 expresszids-szekrécids kazetta felépitésével
elérhetjlik, hogy a szekretalt idegen fehérje N-terminalis vége azonos legyen az
eredetivel, annak kdszonhetéen, hogy a szekrécids Utvonalon az elsddlegesen
keletkezd prekurzor fehérjérél lehasad az Un. szignéalfehérie (lasd késdbb).
Masrészt az eukaridta szekretorikus sejtekben (igy az élesztében is) az
endoplazmatikus retikulum (ER) lumen feldli oldalan lokalizalédé fehérje-diszulfid-
izomeraz-enzim kdzrem(ikddésével kialakulnak a helyes intramolekuléris diszulfid-
hidak. Harmadrészt a szekrécidés Utvonalat bejarva a fehérijek megkaphatjak
szénhidrat-oldallancaikat, vagyis, ha szikséges, megtorténik glikozilalasuk (Bitter,
1987).

Mint az eukariéta sejtek mindegyike, a Saccharomyces cerevisiae: éleszt is sok
glikozilalt fehérjét szintetizal. Ezeket altalanosan mannoproteineknek nevezik,
mivel a cukoroldallancok felépitésében részt vevd szénhidrat-molekula szinte
kizardlagosan a manndz. Az éleszté rendelkezik mind az oxigénhez, mind a
nitrogénhez kapcsolddé glikozilalasi szisztémaval. Az Un. N-glikozilalas folyamata
nagyon hasonldé valamennyi eukariéta szervezetben, mig az O-glikozilalas a
gombakra jellemzé mddon jatszodik le.

N-glikozildlaskor a cukoroldallanc olyan aszparagin-molekula amino-csoportjahoz
kapcsolddik, mely a kdvetkezd aminosav-tripletben foglal helyet: Asn-X-Ser/Thr,
ahol X barmilyen aminosav lehet, prolin és aszparaginsav kivételével. E szerkezeti
sajatsagon kivll természetesen szamos egyéb faktor is befolyasolia a
glikozilalast, igy a polipeptid-szintézis sebessége, a potencialis glikozilalasi helyek
hozzaférhetésége, az oligoszacharidok mennyisége a sejtben és a glikoproteinek
intracelluléris transzportjanak sebessége. Az N-glikozilalas folyamataban a core-
glikozilalas konzervalt az eukariétakban, a kilsé oldallancok szerkezete azonban
eltér® lehet. Ez azt jelentheti, hogy azok az idegen fehérjék, melyek specifikus,
komplex szénhidrat-oldallancokat igényelnek, élesztében termel6dve nem
lesznek tokéletesen aktivak. Ezért in vitro atalakitasuk szikséges lehet (Kingsman
és mtsi., 1987).

Az O-glikozildlds aminosavszekvencia-specificitasat mindeddig nem sikerdlt
feltarni. Annyi biztos, hogy a cukoroldallancok szerin vagy treonin hidroxil-
csoportjan keresztll kapcsolddnak a fehérjgkhez, és elénydsnek tlnik, ha az
emlitett aminosavak N-termindlis szomszédja prolin (Tanner és Lehle, 1987).
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A poszttranszlaciés mddositasok eredményeképpen az élesztd altal szekretalt
idegen fehérjék térbeli konformacidja - nagy valészinlséggel - korrekt lesz.

Ezen tUlmenden kiléndsen elényds az idegen fehérje szekrécidja, ha az karositja,
esetleg megodli a gazdasejtet, vagy ha intracellularis termel6dése esetén instabil.
Tovéabbi nagy elény, hogy mivel az élesztd sajat fehérjéi kézll csak igen keveset
szekretal (az 6sszes fehérje 0,5%-at), a tapkozegbe vagy a periplazmatikus térbe
(a kuls6 sejtmembran és a sejtfal kozotti térbe) szekretalt idegen fehérje aranylag
tiszta (Bitter és mtsi., 1987).

Szignalpeptid

A prokaridta és eukariota sejtekbdl szekretalt fehérjékre altalanosan
érvényes, hogy prekurzor fehérjemolekulék formajaban keletkeznek, melyek N-
terminalis végén taldlhatd az a szignalpeptid, mely a fehérjéket a szekrécids Utra
tereli (Boyd, 1985).

Egy sor prokarita és eukaridta szignalpeptidet analizaltak mar
aminosavszekvencigjuk és funkcidjuk szempontjabdl. Ezek a peptidek 15-30
aminosavbdl allnak és ko6zépsd szakaszukon egy erdsen hidroféb magot
tartalmaznak.

szignalpeptidek harom szakaszbdl alinak (Arima és mtsi., 1983). Az els§ szakasz
a fehérje N-termindlisa, mely bazikus természtli aminosav(ak)bdl all, a masodik
szakasz a hidroféb aminosavakbdl felépllé kdzépsé rész és a harmadik szakasz
foglalja magaban a hasitdhelyet, mely utan az érett fehérje kezd&dik. Az itt
taldlhaté aminosav jellemzéje, hogy az a-szénatomon helyet foglalé oldallanca
vagy egyaltaldan nem tartalmaz szénatomot, vagy csupan egyet. Az egyes
szakaszok lehetséges szerepe a kdvetkezd: az els6 szakasz révén torténik meg a
fehérje elsédleges hozzékapcsolddasa a citoplazmamembran belsd felszinéhez;
ezt koveti a citoplazmamembranba torténd inszercidja a masodik szakasz révén;
majd lehasadasa a harmadik szakasznal.

A modellt ugyan E. coli-ra dolgozték ki, de a szerz6k szerint prokariétakra és
eukaridtakra egyarant érvényes (Inouye és Halegoua, 1979).

Saccharomyces cerevisiae-ben az els6ként tanulmanyozott szignélfehérie a
PHO5-gén altal kédolt és a periplazmatikus térbe szekretalddd represszalhaté
savanyl foszfataz (SF) N-termindlis szekvencidja volt (Arima és mtsi., 1983).

A SF szignélpeptidie 17 aminosavbél 4all, és megtaldlhatdk benne a
hurokmodellben emlitett szakaszok. igy az N-termindlis 3. aminosava a bazikus
természet( lizin, amit a 8 aminosavbdl allé hidroféb mag kdvet. A szignalpeptid
utolsé aminosava - ahol a szignalpeptidaz hasit - alanin, melynek a-szénatomjan
helyet foglalé oldallanca egy szénatomot tartalmaz. Mindez tovabb erdsiti azt a
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feltételezést, hogy a szignalpeptidek szerkezete a torzsfejlédés klldnb6zé
allomasait jelentd élélényekben nagyon hasonlé.

Valdszinlileg ennek a szerkezeti hasonldésagnak kdszénhetéen, az expresszids-
szekrécios vektorok kiépitésében az élesztd sajat szekrécids szignaljai helyett
felhasznalhatok a termelni kivant idegen fehérjék szekrécids szignaljai is (Boyd,
1985; 2. tablazat), természetesen csak abban az esetben, ha az idegen fehérje
maga is szekretalt fehérje, tehat rendelkezik a sziikséges szignalpeptiddel. llyen
fehérjék a peptidhormonok, a neuropeptidek és a vérplazma néhany fehérjéje, igy
a huméan szérumalbumin is (Thomas és mtsi., 1988). Eppen a human proalbumin
volt, amelyrdl el6szér bebizonyosodott, hogy az éleszté KEX2-endopeptidaza
(mely az éleszt§ szekretalt parosodasi feromonjanak, az eo-faktornak
proalbumin 6 aminosavbdél allé pro-szegmensét. Ez a hasitds az emberi
szervezetben a majsejtek Golgi-apparatusaban, az albumin érése soran
lejatszédo utolsd 1épés (Bathurst és mtsi., 1987).

A Saccharomyces cerevisiae élesztében a fehérjeszekrécid folyamata f6
vonasaiban megegyezik az emidssejtekben megfigyelt folyamattal. A
riboszémakon szintetizalédé szekretoérikus fehérje szignalpeptidjének vezetésével
keresztlljut az ER membranjan. Ahogy az ER lumen feldli oldalan a névekvd
polipeptidlanc megjelenik, a szignalpeptidaz-enzim lehasitja a szignalpeptidet és
megkezdd&dik az oligoszacharil-transzferaz-enzim kézremikodésével a fehérje O-
hez és N-hez kapcsolddd core-glikozilalasa (Deshaies és mtsi., 1989). Az ER-bdl
a Golgi-apparatusba, onnan a szekrécidés vezikulumokba szallitddik a fehérje,
mikdzben tovabbi glikozildlasi Iépéseken, esetleg mas mddositasokon (lasd 1.
tablazatot) esik at. Végul a vezikulumok membranjanak a plazmamembrannal
torténd Gsszeolvadasaval az érett fehérje kiszabadul a sejtmembranon kivili térbe
(Novick és mtsi., 1980; Novick és mtsi., 1981; Zsebd és mtsi., 1986).

Célkitlzés

Laboratériumi munkank elsé szakaszaban arra a kérdésre kerestlink valaszt,
hogy a Saccharomyces cerevisiae éleszté alkalmas-e autentikus (tehat az
eredetivel tokéletesen azonos és igy az orvosi gyakorlatban is alkalmazhatd)
human szérumalbumin termelésére.

Tervezett expresszidés rendszerink az irodalomban korabban leirtaktdl
(Etcheverry és mtsi., 1986; Latta és mtsi., 1987; Lawn és mtsi., 1981; Saunders és
mtsi., 1987) tobb tekintetoen is eltért. Egyrészt szintetikus, az élesztd
kodonhasznélatanak figyelembevételével megtervezett struktirgént tartalmazott
(Kdlman és mtsi., 1990). Masrészt - az élesztd PHOS5-prométerének és



12

-szekrécids szignaljanak felhasznalasaval - igyekeztink megvalésitani a HSA
extracellularis termelését.

Munkank masodik szakaszaban a génexpresszid és a szekrécid tokéletesitése
volt a célunk, azaz olyan vektor-gazda-rendszer létrehozasa, mely megfelel az
ipari termelés kovetelményeinek is, és igy lehetévé teszi a HSA ipari méret(
gyartasat. Ennek érdekében egy Ujabb expresszids kazettat kivantunk felépiteni,
melyben a GAPDH-promoter és a HSA sajat szekrécids szignalja alapjan tervezett
szintetikus szignalszekvencia szerepel.

Tovabbi fontos feladatunk volt annak bebizonyitdsa, hogy az élesztésejtek altal
szekretalt rekombinans fehérje azonos a természetes HSA-val.
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1. tablazat
Escherichia coli baktériumban és Saccharomyces cerevisiae élesztében lejatsz6dé
poszttranszlacios atalakitasi folyamatok (Bialy, 1987)

Posztranszlacios atalakitas E. coli S. cerevisiae
Glikozilalas nincs van
Foszforilalas nincs van
Mirisztalizalas val6szin(ileg nincs van
Acetilalas van van
Zsirsavkapcsolas ? van
Metionineltavolitas van/nincs van/nincs
Proteolizis ? van/nincs
Specifikus aggregalas nincs van

(partikulumképzés)
Folding van/nincs van/nincs
Szekrécio van/nincs van

(? = az adat nem szerepel az irodalomban)



2. tablazat
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Saccharomyces cerevisiae élesztével termeltetett idegen fehérjék

Termelt idegen fehérje Promoter Szekrécios szignal Hivatkozéas
Hepatitis-B virus felszini ADH1 - Valenzuela
antigén (HBsAg) és mtsi., 1982
HBsAg-Herpes symplex GAPDH - Valenzuela
felszini antigén-hibrid és mtsi., 1985b
HBsAg PGK - Hitzeman
és mtsi., 1983a
HBsAg GAPDH - Bitter és Egan,
1984
HBsAg-pre-S(2)- GAPDH - Langley
epitop-hibrid és mtsi., 1988
HBsAg-HBV pre-S- GAPDH - Valenzuela
génszakasz-hibrid és mtsi., 1985a
HBsAg PHO5 - Miyanohara
és mtsi., 1983
Hepatitis-B virus core GAPDH491 - Montgomery
antigén és mtsi., 1986
Influenza virus hemagglutinin ~ ADH1 homolég Jabbar
és mtsi., 1985
influenza virus hemagglutinin ~ ADH1, CUP1 homolég Jemtlanhd
és mtsi., 1988
HTLV-lll-gag-protein PHO5 - Kramer és
mtsi., 1986
HTLV-lIl-proteaz ? ? Kingsman
és mtsi., 1987
HIV core antigén ? ? Jacobs
prekurzor(=p55gag)-protein és mtsi., 1988
HIV envelop polipeptidek ADH2 /GAPDH, - Sabin
GAPDH és mtsi., 1988
HSV-1 D-glikoprotein ? ? Kingsman
és mtsi., 1987
Polioma virus middle T-fehérje  ? ? Kingsman
és mtsi., 1987
Polio-virus 1.tipus CYC1, GAL7, GAPDH, - Verbakel
VP2-kapszid-polipeptid PHOS5, PGK és mtsi., 1986
Borju leukémia virus PHO5 PHO5 Legrain
gp51-glikoprotein és mtsi., 1986
Borju leukémia virus PHO5 - Dumont
p24-protein és mtsi., 1988
Rotavirus VP7-glikoprotein ? homolég Hsiao
és mtsi., 1986
Birnavirus antigének: Vaughan
VP2: ? MFa1 és mtsi., 1988
VP3: ADH1, CUP1 -



Semliki forest virus poliprotein

Sindbis virus E1-, E2-proteinek

Vezikularis sztomatitis virus
glikoprotein

E. coli B-laktamaz

E. coli B-laktamaz

E. coli lipo-B-laktamaz

E. coli B-galaktozidaz

E. coli B-galaktozidaz

Bacillus subtilis B-glukanaz

Bacillus subtilis B-glukanaz

Bacillus subtilis B-glukanaz

Bacillus amyloliquefaciens
a-amilaz

Cellulomonas fimi cellulaz

Thaumatococcus danielli
thaumatin

Clostridium thermocellum
endoglukanaz-A

Bakterialis B-glukanaz

Bakterialis R-laktamaz

15

ADH1
GAL1

GAL1

GAL10

ADH1, CUP1,
rRNS-prométer
(composed class |)

CcYc1

ADH1

ADH1

ADH1

GAPDH

MFa1

Schwanniomyces occidentalis homolog

a-amilaz

Schwanniomyces occidentalis PDC1, ADH1, GAL1

glukoamilaz

Schwanniomyces occidentalis GAL10/GAL1

a-amilaz + glukoamilaz

Candida albicans B-tubulin

?

homoldg
homolég

homoldg

homolég

MFa1, SUC2,
Kluyveromyces
lactis k1-plazmid
ORF2-régi6

homolég

homolog

MFa1

homoldg

Kluyveromyces
lactis killer toxin
leader-peptid-
szekvencia

MFa1

homolég

homolég

homolég

Keranen,
1986

Wen
és mtsi., 1986

Wen
és mtsi., 1986

Boyd, 1985

Mileham
és mtsi., 1986

Pines
és mtsi., 1986

Andreassen
és mtsi., 1988

Wingfield

és Dickinson, 1988

Hinchcliffe
és Box, 1984

Cantwell
és mtsi., 1986

Lancashire
és Wilde, 1986

Ruohonen
és mtsi., 1987

Skipper
és mtsi., 1985

Lopes
és mtsi., 1988

Benitez
és mtsi., 1989

Kirkham
és mtsi., 1988

Kirkham
és mtsi., 1988

Abarca
és misi., 1988

Dohmen
és mtsi., 1988

Dohmen
és mtsi., 1988

Gorman
és mtsi., 1988



Rhizopus glukoamilaz
Aspergillus awamori
glukoamilaz

Tricho_derma reesei
cellobiohidrolaz-l, -ll
endoglukanaz-l, -lll

Fonalas gomba a-amilaz
Plasmodium vivax antigén
Blza a-amilaz

Francia bab fazeolin
Pi6ca hirudin

Csirketojas lizozim

Egér lambda-, u-
immunoglobulin

Egér interleukin-2
Egér FOS-fehérje

Egér-pankreasz a-amilaz

Egér-pankreasz a-amilaz

Egér granulocita-makrofag
koléniastimulalé faktor

Egér epidermalis
novekedési faktor

Patkany citokrém-c
Patkanymdj citokrom-P-450
MC-protein

Patkdnymaj citokrom-P450e

Patkdnymaj citokrom-P450e
Patkany karboxipeptidaz-A

Sertés-pankreasz
profoszfolipaz-Ao

Borju kimozin
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ENO1

ADH1

ADH

ADH2/GAPDH

PGK

homolég

p415

PGK

MFa1

PHO5

MFa1

ADH1
ADH1

PHO5

GAL10

MFa1

GAPDH

PGK

homolég

homolég

homolég

homol6h

homolég

homolég

MFa1

homolég

MFa1

MFa1

MFa1

MFa1

MFa1

-, homolog

Tanaka
és mtsi., 1988

Innis
és mtsi., 1985

Aho
és mtsi., 1988

Vainio
és mtsi., 1988

Barr
és mtsi., 1987

Rothstein
és mtsi., 1984

Cramer
és mtsi., 1985

Kingsman
és mtsi., 1987

Oberto és
Davison, 1985

Wood
és mtsi., 1985

Miyajima
és mtsi., 1985

Sambucetti
és mtsi., 1986

Boyd, 1985

Kingsman

és mtsi., 1987
Miyajima

és mtsi., 1986

Van Brunt, 1986

Scarpulla
és Nye, 1986

Oeda
és mtsi., 1985

Zurbriggen
és mtsi., 1988

Lopes
és mtsi., 1988

Gardell
és mitsi., 1985

Van Den
Bergh
és mitsi., 1987

Mellor
és mtsi., 1983



Borju prokimozin
Borju-fibroblaszt
névekedési faktor
Human leukocita
D-interferon(IFN)

Human a-IFN

Huméan aD-IFN

Human a1-, a2-, 7-IFN

Human a2-IFN

Human a1-IFN

Human 7-IFN

Human 7-IFN

Human 7-IFN

Human B-IFN

Human B-endorfin

Human B-endorfin

Human a1-antitripszin

Human a1-antitripszin

Human a-, 3-hemoglobin

Human 2-interleukin

Human 1B-interleukin

Human 1B-interleukin

Human szivpitvari
natriuretikus faktor

Human Ha-ras altal
kédolt p21-fehérje

b g

Suc2

ADH2/GAPDH hibrid

ADH1

PGK

PHO5

PGK

PGK

MFa1

PGK

GAPDH,

GAPDH/GAL 1-10 hibrid

ADH2/GAPDH hibrid

MFa1

MFa1

ARG3

PHO5

GAPDH/GAL 1-10 hibrid

?

GAL/CYC1 hibrid

CUP1, TDH3

MFa1

PGK

Suc2

MFa1

homolog

Suc2

MFa1

1

MFa1

MFa1

-, homolég

MFa1

Kluyveromyces
lactis killer toxin
leader-peptid-
szekvencia

? (nem homolog)

MFa1

Smith
és mtsi., 1985

Barr
és mtsi., 1988

Hitzeman

és mtsi., 1981
Tuite

és mtsi., 1982

Kramer
és mtsi., 1984

Hitzeman
és mtsi., 1983b

Chang
és mtsi., 1986

Singh
és mtsi., 1984

Derynck
és mtsi., 1983

Bitter és
Egan 1988

Sabin
és mtsi., 1989

Kingsman
és mtsi., 1987

Bitter
és mtsi., 1984

Zsebd
és mtsi., 1986

Cabezon
és mtsi., 1984

Rosenberg
és mtsi., 1984

Wagenbach
és mtsi., 1991

Van Brunt, 1986

Baldari
és mtsi., 1987

Livi
és mtsi., 1988

Vlasuk
és mtsi., 1986

Clark
és mtsi., 1985



Human c-myc-fehérje
Human szérumalbumin (HSA)

HSA
HSA

HSA
Human kalcitonin

Human eritroprotein

Human lizozim
Human lizozim
Human lizozim
Human proinzulin

Human paratiroid hormon

Human granulocita-makrofag
koléniastimulalé faktor

Human két6szoveti
aktivalopeptid-lli

Human inzulin tipusd
ndvekedési faktor-l (IGF-I)

Human IGF-I
Human epidermélis
ndvekedeési faktor

Human epidermalis
ndvekedési faktor

Human epidermalis
noévekedesi faktor

Human novekedési
hormon-felszabadit6 faktor

Human a-transzformalo
novekekedési faktor

Human fibroblaszt
novekedési faktor
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PHO5
CUP1

PGK
PHO5

GAPDH
MFa1

GAPDH,
GAPDH,/GAL1-10
UAS hibrid

ADH1

GAL10

ADH2/GAPDH hibrid

MFa1

MFa1

GAPDH

GAPDH

MFa1

ADH2/GAPDH hibrid

MFa1, homolég
PHO5

homolog

MFa1

MFa1

MFa1

csirke lizozim
szignalszekvencia

csirke lizozim
szignalszekvencia

Kluyveromyces
lactis killer toxin
leader-peptid-
szekvencia, MFa1
MFa1

MFa1

MFa1

MFa1

MFa1

MFa1

MFa1

MFa1

MFa1

Miyamoto
és mtsi., 1985

Etcheverry
és mtsi., 1986

Sleep
és mtsi., 1988

Bajszar
és mtsi., 1988
Kalman
és mtsi., 1990

Zsebd
és mtsi., 1986

Elliott
és Griffin, 1986

Castainon
és mtsi., 1988

Suzuki
és mtsi., 1988

Jigami
és mtsi., 1986

Cousens
és mtsi., 1987

Gabrielsen
és mtsi., 1988

Miyajima
és mtsi., 1986

Mullenbach
és mtsi., 1986

Shuster
és mtsi., 1988

Steube
és mtsi., 1988

Urdea
és mtsi., 1983

Brake
és mtsi., 1984

Shuster
és mtsi., 1988

Van Brunt
és mtsi., 1986

Van Brunt
és mtsi., 1986

Barr
és mtsi., 1988



Human citokrém-c

a-IFN Con1

a-IFN Con1

Acetilkolin-receptor

Szomatomedin-C

Szomatosztatin

Kimotripszin

a1-proteinaz inhibitor

Aszpartat protedz

Citokrom-P-450-proteinek
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GAPDH

GAPDH
MFa1

MFa1

MFa1, ACT, CYC1

ADH2,/GAP

PHOS5, ADH1, GAPDH

(? = az adat nem szerepel az irodalomban)

MFa1
MFa1

MFa1

MFa1

Tanaka
és mtsi., 1988

Bitter és Egan,
1984

Zseb0
és mtsi., 1986

Kingsman
és mtsi., 1987

Ernst
és mtsi., 1986

Crumplen
és mtsi., 1989

Crumplen
és mtsi., 1989

Sabin
és mtsi., 1989

Van Brunt
és mtsi., 1986

Kappeli
és mtsi., 1988



ANYAGOK ES MODSZEREK
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1. Escherichia coli baktériumtorzsek

HB101 F", hsdS20(rg™,mpg"), recA13, ara-14, proA2, lacY1, galK2, rpsL20(SmR), xyl-5,
mtl-1, supE44, lambda”

JM101 SupE, thi, &(lac-proAB), [F’, traD36, proAB, lac/9ZcM15]

JM109 recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17, supE44, relA1, lambda”, &(/lac-proAB), [F’,

traD36, proAB, lacl9ZnM15]

XL-1 Blue endA1, hst17(rk',mk+), SupE44, thi, lambda, recA1, gyrA96, relA1, lac”, [F’,
proAB, lacl9ZaMi5, Tn-10(tetR)]

2. Saccharomyces cerevisiae élesztbtorzsek

LL20 MATa; leu2; his3
DBY746 MATa; his3-d1; leu2-3, 2-112; ura3-52; trp1-289a
YNG452 MATa. ura3-52. leu2-d2. + . pep4-3. cir

MATa' ura3-52° leu2-d2  his4-580 pep4d-3

3. Tapoldatok és taptalajok baktériumok tenyésztéséhez (Maniatis, 1982)

LB (pH 7.5): Bacto-tripton 1 % 10 g
élesztdkivonat 05 % 5 g
NaCl 1 % 10 g
ad 1000 ml

2YT: Bacto-tripton 16 % 16 g
élesztékivonat 1 % 10 g
NaCl 05 % 5 g
ad 1000 ml

Mo: Na2HPO4 06 % 6 g
KHoPO4 03 % 3 g
NaCl 0,05 % 05 g
NH4CI 01 % 1 g
a pH 7,4-re éllitasa és autoklavozas utan hozzdadunk:
1 MMgSO4 2 mM) 2 ml
20% gliikoz 0,2 %) 10 ml
1 M CaCl, (0,1 mM) 0,1 ml
1 mg/mi B¢ vitamin (5 ug/ml) 5 mi
ad 1000 ml

Taptalajok: Tapoldatok + 1,5 % Bacto-agar
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4. Antibiotikumok

Ampicillin: 100 ug/ml
Tetraciklin: 12,5 ug/ml; 96% Et-OH : HoO = 1 : 1 aranyu keverékében oldva
Az antibiotikumokat autoklavozas utan 1000-szeres toménység(i térzsoldatokbdl adjuk a

tapoldatokhoz, ill. taptalajokhoz.
Az antibiotikum-térzsoldatokat sz(iréssel sterilizaljuk.

5. Tapoldatok és taptalajok élesztdésejtek tenyésztéséhez

YPDP (komplett): élesztékivonat 1 % 10 g
Bacto-pepton 2 % 20 ml
KH2PO4 0,15 % 1,5 g
autoklavozas utan hozzaadunk:
40% glikoz (2 %) 50 ml
ad 1000 ml

YNB (minimal): Yeast nitrogene base

067 % 67 ¢

40% gliik6z (2 %) 50 ml
ad 1000 ml

sz

YNB + 1,5 g/I KHoPOy4

Kis Pi-koncentraciéju YNB:
YNB + 30 mg/I KHoPOy4

YNBCA (aminosavakkal kiegészitett YNB):
YNB + 1% Casamino acids
(a Casamino acids triptofant nem tartalmaz)

Taptalajok: Tapoldatok + 2% Bacto-agar

6. Minimal tapoldatok és taptalajok kiegészitéséhez hasznélt aminosavak

L-hisztidin-HCI: 20 mg/I
L-triptofan: 20 mg/I
Az aminosavakat autoklavozas utan adjuk a tapoldatokhoz ill. taptalajokhoz

480 mg/100 mil-es térzsoldatokbal.

7. Klbnozéashoz hasznélt enzimek

Restrikcios endonukleazok New England Biolabs
T4 DNS-ligaz New England Biolabs
T4 polinukleotid-kinaz Boehringer

Alkalikus foszfataz Boehringer



23

DNS-polimeraz | - Klenow fragment Boehringer

Az egyes enzimek alkalmazésakor Maniatis laboratériumi kézikonyvében (1982) szerepld
maodszerek alapjan jartunk el.

8. Plazmid-DNS-izolalas nagy mennyiségben (Birnboim, 1983; modositva)

Anyagok és oldatok

GTE:

Alkalikus SDS:

High salt:

gliikéz 50 mM

EDTA 10 mM (pH 8)

Trisz-HCI 25 mM (pH 8)

lizozim 10  mg/ml (kdzvetlendl a felhasznélas el6tt

mérjlik az oldathoz)

5N NaOH (0,2N) 400 ul
20% SDS (1 %) 500 ul
ad 10 ml

Az oldatot kdzvetleniil a felhasznélas el6tt készitjiik el.

Acetat-MOPS (pH 8):

LiCl:

Ribonukieaz A:

TE:

Kloroform:

Fenol-kloroform:

K-acetat 3 M 294 ¢
90% hangyasav (1,8 M 5 ml
ad 100 ml

Na-acatat 01 M

MOPS 005 M

LiCl 5 M

RN-az A 10 mg/mi

Trisz-HCI 10 mM (pH 7,5)
NaCl 15 mM

Trisz-HCI 1 mM (pH 8)
EDTA 10 mM (pH 8)

kloroform : izo-amilalkohol = 24 : 1 arany( keveréke

desztillalt, telitett fenol : kloroform : izo-amilalkohol = 25 : 24 : 1 aranyu
keveréke

Na-acetat (pH 6): Na-acetéat 3 M
Kloramfenikol: kloramfenikol 34 mg/mi; 96% Et-OH-ban oldva
Munkamenet

8.1. 100 ml LB-tapoldatot (mely tartalmazza a sziikséges antibiotikumot) beoltunk egy
izolalt baktériumteleppel.
Inkubélas: 37 °C, erdteljes razatassal, ODggg = 1 - 1,2 eléréseéig.

8.2. Plazmidamplifikalas: a sejtszuszuszpenziéhoz adunk 50 ul kloramfenikolt.
Inkubélas: 37 °C, er6teljes razatassal, 18-20 ora.

8.3. A sejteket centrifugéljuk (4000 g, 10 perc, 4 °C).

8.4. A felliluszét ledntjiik. A sejteket jégen tartva szuszpendaljuk 4,25 ml, lizozimot nem

tartalmazo, jéghideg GTE-ben, majd a szuszpenziéhoz adunk 250 ul lizozimot
tartalmaz6 jéghideg GTE-t.
inkubalas: jégen, 15 perc.
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8.5. A szuszpenziéhoz adunk 9 ml alkalikus SDS-t, vatos keveréssel.
Inkubalas: jégen, 5 perc.

8.6. A szuszpenzi6hoz 6vatosan elegyitiink 6,75 ml high salt-ot.
Inkubalas: jégen, 15 perc.

8.7. Az elegyet centrifugéljuk (24000 g, 10 perc, 4 °C).

8.8. A fellilisz6bdl a DNS-t kicsapjuk 2,5 térfogat, -20 °C-os, 96%-0s Et-OH
hozzaadasaval.
Inkubalas: -20 °C, 20 perc.

8.9. A kicsapodott DNS-t centrifugaljuk (14000 g, 10 perc, 4 °C).

8.10. A DNS-csapadékot feloldjuk 1 ml acatat-MOPS-ban.

8.11. Az oldatbdl kicsapjuk a DNS-t.

8.12. A kicsapddott DNS-t centrifugaljuk (14000 g, 10 perc, 4 °C).

8.13. A DNS-csapadékot feloldjuk 1 ml Ho0-ben, majd hozzdadunk 1 ml, jéghideg
LiCl-ot.
Inkubalas: jégen, 15 perc.

8.14. Az elegyet centrifugaljuk (14000 g, 10 perc, 4 °C).

8.15. A fellilisz6bdl kicsapjuk a DNS-t.

8.16. A kicsapédott DNS-t centrifugéljuk (14000 g, 10 perc, 4 °C).

8.17. A DNS-csapadékot 300 ul TE-ben feloldjuk, és Eppendorf-csdbe tessziik at.

8.18. A DNS-oldathoz adunk 10 ul RN-az A-t.
Inkubalas: 37 °C, 30 perc.

8.19. A DNS-oldatot extrahaljuk: azonos térfogatu fenol-kloroformmal kétszer, majd
azonos térfogatl kloroformmal egyszer.

8.20. A felliliszobdl kicsapjuk a DNS-t 0,1 térfogat, 3 M Na-acatét és 2,5 térfogat,

-20 °C-0s, 96%-0s Et-OH hozzaadasaval.
Inkubalas: -20 °C, 1 éra.

8.21. A kicsapédott DNS-t centrifugaljuk (Eppendorf-centrifuga, 10 perc, 4 °C).

8.22. A csapadékot mossuk 1 ml, -20 °C-os, 70%-os Et-OH-lal 5 percig, majd
megszaritjuk.

8.23. A csapadékot feloldjuk 300 ul HoO-ben.

9. Plazmid-DNS-izolalas kis mennyiségben (miniplazmid-izolalas) (Birnboim,
1983; modositva)

Anyagok és oldatok

Lasd 8. pontban

Munkamenet

9.1. 3-3 ml LB-tapoldatot (mely tartalmazza a sziikséges antibiotikumot) beoltunk egy-
egy izolalt baktériumteleppel.
Inkubalas: 37 °C, er6teljes razatassal, egy éjszakan at.

9.2. A 3 ml-es sejtkultarakat 6sszecentrifugaljuk egy-egy Eppendorf-csébe
(Eppendorf-centrifuga, 20 masodperc).

9.3. A felliliszot ledntjlik. A sejteket jégen tartva szuszpendaljuk 100 ul, 1 mg/mi
lizozimot tartalmazo, jéghideg GTE-ben.
Inkubalés: jégen, 5 perc.

9.4. A szuszpenziéhoz adunk 200 ul alkalikus SDS-t és dvatosan dsszekeverjlk.
Inkubélas: jégen, 5 perc.

9.5. A szuszpenzi6t 6vatosan elegyitjilk 150 ul high salt-tal.
inkubalas: jégen, 15 perc.

9.6. Az elegyet centrifugéljuk (Eppendorf-cf., 10 perc, 4 °C).

9.7. A fellilisz6bdl kicsapjuk a DNS-t 2,5 térfogat, -20 °C-o0s, 96%-0s Et-OH
hozzaadasaval.

Inkubalas: -20 °C, 20 perc.
9.8. A kicsapddott DNS-t centrifugaljuk (Eppendorf-cf., 10 perc, 4 °C).



25

9.9. A DNS-csapadékot feloldjuk 100 ul HoO-ben, majd hozzaadunk 100 wl, jéghideg
LiCl-ot.
Inkubalas: jégen, 15 perc.

9.10. Az elegyet centrifugaljuk (Eppendorf-cf., 10 perc, 4 °C).

9.11. A fellliszobdl kicsapjuk a DNS-t.

9.12. A kicsapodott DNS-t centrifugaljuk (Eppendorf-cf., 10 perc, 4 °C).

9.13. A DNS-csapadékot feloldjuk 200 ul TE-ben.

9.14. A DNS-oldathoz adunk 4 ul RN-az A-t.
Inkubalas: 37 °C, 30 perc.

9.15. A DNS-oldatot extrahaljuk: azonos térfogatt fenol-kloroformmal, majd azonos
térfogatu kloroformmal.

9.16. A fellilisz6bdl a DNS-t kicsapjuk 0,1 térfogat, 3 M Na-acetat és 2,5 térfogat,

-20 °C-0s, 96%-0s Et-OH hozziadasaval.
Inkubalas: -20 °C, 30 perc.

9.17. A kicsapddott DNS-t centrifugéljuk (Eppendorf-cf., 10 perc, 4 °C).

9.18. A DNS-csapadékot mossuk 500 ul, -20 °C-os, 70%-os Et-OH-lal, 5 percig, majd
megszaritjuk.

9.19. A DNS-t feloldjuk 20 ul HoO-ben. Az oldat DNS-koncentracidja

100-200 ng/ul.

10. Kromoszoma- és plazmid-DNS-izolalas élesztébdl (Holm, 1983; médositva)

Anyagok és oldatok

SCE: szorbitol 1 M
Na-citrat 100 mM
EDTA 60 mM (pH7)
Csigaenzim: csigaenzim 300 mg/mi
B-merkaptoetanol 10 %; SCE-ben oldva
GuHCl (pH 8): GuHCI 45 M
EDTA 100 mM
NaCl 150 mM
szarkozil 0,05 %
10 X TE (pH 8): Trisz-HCI 100 mM
EDTA 10 mM
Proteinaz K: proteinaz K 20 mg/ml

Lasd még a 8. pontban

Munkamenet

10.1. 10 ml YNB-tapoldatot (mely tartalmazza a sziikséges aminosavakat) beoltunk 1-1
izolalt éleszt6teleppel.
Inkubalas: 30 °C, erételjes razatassal, egy éjszakan at.

10.2. A sejttenyészetet centrifugéljuk (2000 g, 10 perc) és mossuk 10 ml HoO-zel.

10.3. A sejteket szuszpendaljuk 150 I SCE-ben és attessziik Eppendorf-csévekbe.

10.4. A sejtszuszpenzidhoz adunk 10 ul csigaenzimet.
Inkubalas: 37 °C, 30 perc (a szferoplasztok képz&déséig).

10.5. A sejteket centrifugéljuk (Eppendorf-cf., 5-10 masodperc).

10.6. A sejtcsapadékrol leszaritjuk a folyadékot és szuszpendaljuk 150 I GuHCl-ban.
Inkubdlas: 65 °C, 10 perc, idénkénti kevergetéssel.

10.7. A szobahdmeérséklet( oldathoz 150 ul, -20 °C-o0s, 96%-0s Et-OH-t elegyitlink, majd

centrifugdljuk (Eppendorf-cf., 5 perc).
10.8. A csapadékot szaritjuk, majd feloldjuk 300 ul 10 x TE-ben.



10.9.

10.10.

10.11.

10.12.

10.13.

10.14.

10.15.
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Az oldathoz adunk 3 ul RN-az A-t.

Inkubalas: 37 °C, 1 6ra.

Hozzaadunk 3 ul proteinaz K-t.

Inkubélas: 65 °C, 30 perc.

Az oldatot extrahaljuk: azonos térfogatt fenol-kloroformmal kétszer, majd azonos
térfogat(l kloroformmal egyszer.

A fellilisz6bol a DNS-t kicsapjuk 0,1 térfogat, 3 M Na-acetat és 2,5 térfogat,
-20 °C-0s, 96%-0s Et-OH hozziadasaval.

Inkubalas: -20 °C, 30 perc.

A DNS-t centrifugaljuk (Eppendorf-cf., 10 perc, 4 °C).

A DNS-csapadékot mossuk 500 ul, -20 °C-os, 70%-os Et-OH-lal 5 percig, majd
szaritjuk.

A DNS-t feloldjuk 40 ul HyO-ben.

11. DNS mdlsuly szerinti elvalasztasa agarézgél-elektroforézissel (Maniatis, 1982)

Anyagok és oldatok
TBE-torzsoldat (5 x tdmény):
Trisz 54 ¢
borsav 275 ¢
50 mM EDTA (pH8) 20 ml
ad 1000 ml
Gélelektroforézis-puffer: 0,5 x TBE

Agarézgél Osszetétele:

A vizsgalni kivant DNS molekulahossz-tartomanyatél fliggéen
agar6éz  0,8-1,2 %; 0,5 x TBE-ben

Mintafelvivé-puffer:

brémfenolkék 0,25 %
xiléncianol 025 %
EDTA 60 mM (pH 8)
Ficoll 400 15 %
Elektroforézis futasi sebessége: 4 V/cm
Gélfestboldat: etidium-bromid 0,5 ug/ml; 0,5xTBE-ben oldva

12. Sanger-féle didezoxi-terminacidés DNS-szekvenalas (Sanger és mtsi., 1977; Bankier

és mtsi., 1987; modositva)

Anyagok és oldatok
PEG-NaCl: PEG 6000 20 %
NaCl 25 M
TA: Trisz-HCI 100 mM (pH 8)
Na-acetat 10 mM (pH 6,5)
TM: Trisz-HCI 100 mM (pH 8,2)

MgCI2 50 mM
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Primerek: #1211 M13 Sequencing Primer (-20) 177MER (LMB2) (New England
Biolabs)
#1201 M13 Reverse Sequencing primer (-24) 16MER (LMB3) (New
England Biolabs)
Szintetikus HSA-primer (35 - 50) 16MER (Simoncsits A.)

Deoxyadenosine 5’-a-[3SS]thiotriphosphate, triethylammonium salt 8 uCi/ul,
650 Ci/mmol (Amersham)

dNTP-keverékek (N):

*
T[] C* [ul] G [ A" [ul]
0,5 MM dTTP 10 200 200 200
0,5 mM dCTP 200 10 200 200
0,5 mM dGTP 200 200 10 200
TE-puffer 50 50 50 50
0ssz: 460 460 460 650

ddNTP-oldatok:
10 mM ddNTP [ul] Ho0 [ul]

ddTTP 0,83 mM 20 240
ddCTP 0,1 mM 2,5 247,5
ddGTP 0,2 mM 5 245
ddATP  0,0675 mM 1,7 250

Terminatorelegyek: N*: ddNTP = 1: 1 aranyu keverékei

Terminatorelegy - Klenow-fragment-keverék:
terminatorelegy : Klenow-fragment (0,2-0,3 U/ l) = 1 : 1 aranyl keveréke
A keveréket kodzvetleniil a felhasznélas el6tt mérjiik 6ssze, és
folyamatosan jégen tartjuk.

Chase-oldat: dTTP 0,25 mM
dCTP 025 mM
dGTP 0,25 mM
dATP 025 mM

Stop-oldat: EDTA 1 mM
NaOH 10 mM
formamid (deionizalt) 80 %
xiléncianol 01 %
brémfenolkék 01 %

1 M TBE-t6rzsoldat:

Trisz i M 121,11 g
boérsav i M 61,83 g
EDTA 10 mM 292 ¢
ad 1000 ml
Akrilamid (6%): urea 48 % 480 g

akrilamid (2x kristalyositott)

57 % 57 g
N,N’-metilén-biszakrilamid

03 % 3 g
1 MTBE (90  mM) 9 ml

ad 1000 ml
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APS: APS 10 %
Az oldatot felhasznalas el6tt, frissen készitjlk el.

A szekvendl6gél 6sszetétele:

akrilamid (6%) 99 ml

APS 800  ul

TMED 160  ul
Gélelektroforézis-puffer:

1 M TBE (90 mM) 90 ml

ad 1000 ml
Xilanos CCly: diklor-dimetil-xilan 5 ml

CC|4 95 ml

Lasd még a 8. pontban
12.1. M13 egyszalu fag-DNS tisztitasa szekvenalashoz (Bankier és mtsi., 1987; modositva;
Yanisch-Perron és mtsi. 1985)
Munkamenet

12.1.1. E. coli IM101 vagy X147 éjszakai tenyészetébdl 100-szoros higitast készitiink 2YT-

tapoldatban. 2-2 ml sejtszuszpenziét fertéziink 1-1 fag-plakkal.
Inkubalas: 37 °C, erételjes razatassal, 5 ora.

12.1.2. 1,5-1,5 ml tenyészetet Eppendorf-csévekbe mériink és centrifugalunk (Eppendorf-
cf., 10 perc).
12.1.3. A fellliszébdl Gvatosan leszivunk 1,2 mi-t, attessziik egy masik csSbe és ismét

centrifugaljuk (Eppendorf-cf., 10 perc).
12.1.4. A felliliszéhoz 200 ul PEG-NaCl-ot adunk.
Inkubalas: szobahdn, 15 perc.
12.1.5. A csapadékot centrifugaljuk (Eppendorf-cf., 5 perc).
12.1.6. A felliliszét ledntjiik, a csapadékrdl gondosan eltavolitjuk a PEG-NaCl nyomait is.
12.1.7. A csapadékot feloldjuk 100 ul TE-ben.
12.1.8. Az oldatot 50 ul fenollal extrahaljuk.
12.1.9. A felliliszébdl kicsapjuk a DNS-t 0,1 térfogat, 3 M Na-acetéat és 2,5 térfogat,
-20 °C-0s, 96%-0s Et-OH hozzaadéasaval.
Inkubalas: -20 °C, 20 perc.
12.1.10. A kicsap6dott DNS-t centrifugaljuk (Eppendorf-cf., 10 perc, 4 °C).
12.1.11. A DNS-csapadékot mossuk 500 ul, -20°C-os, 70%-os Et-OH-lal 5 percig.
12.1.12. A DNS-t feloldjuk 50 ul HoO-ben.
12.1.13. A DNS-oldatot 50 ul kloroformmal extrahaljuk.

12.1.14. =12.1.9.
12.1.15. = 12.1.10.
12.1.16. =12.1.11.

12.1.17. A DNS-csapadékot megszaritjuk.
12.1.18. A DNS-t feloldjuk 30 ul HoO-ben. Egy szekvendlashoz az oldat 5 ul-ét hasznaljuk.

12.2. Kétszall plazmid-DNS tisztitdsa szekvenalashoz (Birnboim, 1983; médositva)
Munkamenet
12.2.1-8.  |épések azonosak a miniplazmid-izolalas (9. pont) megfeleld szamu lépéseivel.
A 3. |épésben a GTE nem tartalmaz lizozimot.

12.2.9. A DNS-csapadékot feloldjuk 400 ul TA-ban.
12.2.10. A DNS-t kicsapjuk 2,5 térfogat, -20 °C-0s, 96%-0s Et-OH hozzdadasaval.



12.2.11.
12.2.12.
12.2.13.

12.2.14.
12.2.15.
12.2.16.
12.2.17.

12.2.18.
12.2.19.
12.2.20.
12.2.21.
12.2.22.
12.2.23.

12.2.24.
12.2.25.

12.2.26.
12.2.27.

12.2.28.
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Inkubalas: -20 °C, 20 perc.

A kicsapddott DNS-t centrifugéljuk (Eppendorf-cf., 10 perc, 4 °C).

A DNS-csapadékot megszaritjuk és feloldjuk 100 ul TE-ben.

A DNS-oldathoz adunk 100 ul LiCl-ot.

Inkubalas: -20 °C, 30 perc.

Az elegyet centrifugaljuk (Eppendorf-cf., 10 perc, 4 °C).

A fellilisz6bdl kicsapjuk a DNS-t.

A kicsapodott DNS-t centrifugéljuk (Eppendorf-cf., 10 perc, 4 °C).

A DNS-csapadékot feloldjuk 100 ul HoO-ben és ismét hozzaadunk 100 ! LiCl-ot.
Inkubalas: -20 °C, 15 perc.

Az elegyet centrifugaljuk (Eppendorf-cf., 10 perc, 4°C).

A felliliszobdl kicsapjuk a DNS-t.

A kicsapédott DNS-t centrifugéljuk (Eppendorf-cf., 15 perc, 4 °C).

A DNS-csapadékot feloldjuk 100 ul HoO-ben.

A DNS-oldatot azonos térfogatu fenollal kétszer extrahaljuk.

A felliliszobdl kicsapjuk a DNS-t 0,1 térfogat, 3 M Na-acetat és 2,5 térfogat,

-20 °C-o0s, 96%-0s Et-OH hozzdadasaval.

Inkubalas: -20 °C, 30 perc.

A kicsapédott DNS-t centrifugéljuk (Eppendorf-cf., 15 perc, 4 °C).

A DNS-csapadékot feloldjuk 200 ul HoO-ben, majd ismét kicsapjuk Na-acetat és
Et-OH hozzaadasaval.

Inkubalas: -20 °C, 30 perc.

A kicsapodott DNS-t centrifugéljuk (Eppendorf-cf., 15 perc, 4 °C).

A DNS-csapadékot mossuk 500 ul, -20 °C-os, 70%-os Et-OH-lal 5 percig, majd
megszaritjuk.

A DNS-t feloldjuk 30 ul HoO-ben. Egy szekvenélashoz az oldat 5 ul-ét hasznaljuk.

12.3. Szekvenalasi reakcio

12.3.1. Plazmid-DNS szekvenalasa

Munkamenet

12.3.1.1.

12.3.1.2.

12.3.1.3.
12.3.1.4.

12.3.1.5.
12.3.1.6.

12.3.1.7.

12.3.1.8
12.3.1.9.
12.3.1.10.

A plazmid-DNS-t megemésztjiik alkalmas restrikciés endonukleazzal, majd az
enzimet hékezeléssel inaktivéaljuk (ha hével nem inaktivalhatd, fenolozéssal
tavolitjuk el az enzimet).

Eppendorf-cs6be 6sszemérjiik a kdvetkezdket:

emésztett, hékezelt plazmid-DNS 5 ul (0,4 pM)
TM-puffer 2 ul

primer (1 pM/ul) 2 ul (2 pM)
H20 1 ul

Az elegyet 100 °C-os vizfiirdébe helyezziik és forraljuk 3 percig.

Forralas utan azonnal jégbe tessziik.

Inkubalas: jégen, 5 perc.

Az elegyhez adunk 1,1 ul [3581 dATP-t. gy kialakitjuk a templat-primer-elegyet.
A templat-primer-elegybdl 4 x 2-2 pl-t mériink mikrotiter-lemez lyukaiba, majd
T, C, G, A sorrendben mindegyikhez hozzamériink 4-4 ul terminatorelegy -
Klenow-fragment-keveréket.

Inkubalas: szobah6n 15 perc, majd 37 °C-on 5 perc.

Mindegyik elegyhez adunk 2-2 ul chase-oldatot.

Inkubalas: 37 °C, 15 perc.

Mindegyik elegyhez adunk 4-4 ul stop-oldatot.

A lemezt 6vatosan 100 °C-os vizfiird8be helyezziik és forraljuk 3 percig.
Forralas utan a mintakat felvissziik a szekvenalégélre.
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12.3.2. Egyszall fag-DNS szekvenalasa

Munkamenet

12.3.2.1

12.3.2.2.
12.3.2.3.

Eppendorf-cs6be 6sszemérjiik a kbvetkezdket:

egyszalla fag-DNS 5 ul (0,8 pM)
TM-puffer 1 ul

primer (0,1 pM/pul) 1,5 ul (0,15 pM)
H>O 1,5 ul

Inkubalas: 60 °C, 30-50 perc.

Inkubalas utan az elegyet jégre tessziik.

A tovabbi Iépések azonosak a plazmid-DNS szekvenalasnal leirtakkal, az 5.
|épéstdl kezdddben.

12.4. Gélelektroforézis

Munkamenet

12.4.1.

12.4.2.

12.4.3.

12.4.4.
12.4.5.

12.4.6.

12.4.7.

12.4.8.

A megdfelel6en dsszeragasztott liveglapok kézé éntjilk a poliakrilamidgélt.
Polimerizalasi id6: min. 1 6ra.

A gélt behelyezziik a szekvenal6tankba és a tankot feltoltjiik gélelektroforézis-
pufferrel.

A minték felvitele el6tt a fés altal kialakitott zsebeket atoblitjik a gélelektroforézis-
pufferrel és a mintakat T, C, G, A sorrendben felvisszilk a gélre.

Gélelektroforézis: 20-25 W, 1200 V, 2-2,5 6ra.

A gélelektroforézis befejezése utan az tiveg feddlapot eltavolitjuk és az als6
iveglapon fekvé gélt 10%-os ecetsavban 15 percig fixaljuk.

A fixalas utan a gélt Whatman 3MM-sz(ir6papir fellletére simitjuk és raszaritjuk
vakumos gélszaritoé segitségével, 80 °C-on.

Autoradiogréfia: a sz(ir6papirra szaritott gél feliiletére Rontgen-filmet helyeziink és
Rontgen-film-kazettaban exponalunk.

Exponalasi id6: 3-24 ora.

Exponélas utan a Rontgen-filmet el6hivjuk és a szekvenciat leolvassuk.

12.5. DNS-szekvenalassal ellen6rzétt plazmidok

templat primer
pUC18/623P #1201 M13 Reverse
puC18” /622P #1201 M13 Reverse
pPT2/HSA2 Szintetikus HSA-primer
pGpreproHSA KR Szintetikus HSA-primer

pGpreproHSA RR Szintetikus HSA-primer
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12.6. Az M13-fag-klbnozérendszer (Yanisch-Perron és mtsi., 1985) felhasznalasaval
- szekvenciaanalizissel - ellendrzétt DNS-szakaszok

templat primer

pGpreproRR-plazmid Xbal-EcoRl-szakasza (M13mp18-vektor
Xbal- és Scal-hasitohelye kozé illesztve) #1211 M13 Reverse

pGpreproRR-plazmid Xbal-Scal-szakasza (M13mp18-vektor
Xbal- és Smal-hasitéhelye kdzé illesztve) #1211 M13 Reverse

pGpreproKR-plazmid EcoRI-Hindlll-szakasza (M13mp19-vektor
EcoRl- és HindllI-hasitohelye k6zé illesztve) #1211 M13 Reverse

13. Baktériumtranszformalas (Hanahan, 1983; médositva)

Anyagok és oldtok

SOB-tapoldat: Bacto-tripton 20 g
éleszt6kivonat 5 g
NaCl 585 mg
KCI 185 mg
autoklavozas utan hozzaadunk:
1 M MgCl, 10 ml
1 M MgSOy4 10 ml
(az oldatokat sz(iréssel sterilizaljuk)
ad 1000 mi

SOG-tapoldat: 100 ml SOB tapoldat + 800 ul 40% gliik6z

TFB (pH 6,2): 1MMES (pH6,3) (10 mM) 1 ml
RbCl 100 mM 1,21 g
MnCI2 4H20 45 mM 09 g
CaCI2 2H20 10 mM 0,15 g
hexamin-kobalt-klorid 3 mM 80,3 mg
ad 100 ml
Az oldatot sz(réssel sterilizaljuk.

DTT /K-acetat: DTT 225 M
K-acetat 40 mM

X-Gal: X-Gal 25 %; dimetil-formamidban oldva

IPTG:; IPTG 25 %; HyO-benoldva

FedBagar: 2YT-tapoldat + 0,7% Bacto-agar

Felhasznalaskor felolvasztjuk és 42 °C-on tartjuk.
Kdzvetlendl a felhasznalas el6tt 3-3 ml-éhez hozzamériink:
X-Gal 40 ul
IPTG 40 ul
kezeletlen sejtszuszpenzi6 (ODggg = 1)

200
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13.1. Baktériumtranszformalas plazmid-DNS-sel
Munkamenet

13.1.1. Baktériumsejtek éjszakai tenyészetét 50-szeresére higitjuk SOB-tapoldatban.
50 ml tenyészet 10 transzformaciéhoz elegendd.
Inkubalas: 37 °C, erdteljes razatassal, ODggq = 0,4 eléréséig.

13.1.2. A sejteket centrifugaljuk (1000 g, 10 perc, 4°C).

13.1.3. A sejteket szuszpendaljuk 16 ml jéghideg TFB-ben.
Inkubdlas: jégen, 15 perc.

13.1.4. A sejteket centrifugaljuk (1000 g, 10 perc, 4 °C).

13.1.5. A sejteket szuszpendaljuk 2 ml jéghideg TFB-ben és hozzaadunk 70 ul DMSO-t.
Inkubalas: jégen, 5 perc.

13.1.6. A sejtszuszpenziéhoz adunk 70 ul DTT/K-acetéatot.
Inkubalas: jégen, 10 perc.

13.1.7. A szuszpenzidhoz ismét hozzaadunk 70 ul DMSO-t.
Inkubdlas: jégen, 5 perc.

13.1.8. A kompetens sejtek 200ul-eihez adjuk a transzformal6 plazmid-DNS nem t6bb,
mint 40 ng-jat, max. 20 ul térfogatban.
Inkubélas: jégen, 30 perc.

13.1.9. H6sokk: a sejtszuszpenziét a jeges vizflirdébél 70 masodpercre 42 °C-os
vizflird6be helyezziik.

13.1.10. A sejtszuszpenziét 3-4 percre visszatessziik a jeges vizfiird6be.

13.1.11. A sejteket centrifugéljuk (Eppendorf-cf, 20 masodperc).

13.1.12. A sejteket 6vatosan szuszpendaljuk 600 ul SOG-tapoldatban.
Inkubalas: 37 °C, 40 perc.

13.1.13. A sejtszuszpenziét a sziikséges antibiotikumot tartalmazé LB-taptalaj felliletére
szélesztjik.
Inkubalas: 37 °C, egy éjszakan at.

13.2. Baktériumtranszformalas replikativ formaja (kétszal) fag-DNS-sel
Munkamenet
13.2.1-10. |épések azonosak a 13.1. pont megfelel6 szamu Iépéseivel.

13.2.11. A sejtszuszpenziét 3 ml fedGagarba mérjiik, és 2YT-taptalaj felliletére rétegezziik.
Inkubalas: 37 °C, egy éjszakan at.

14. ElesztStranszformalés plazmid-DNS-sel (Hinnen, 1978; médositva)

Anyagok és oldatok
Szorb-EDTA: szorbitol 12 M
EDTA 25 mM (pH 8)
DTT 50 mM (pH 8)
Szorb-EDTA-Citrat: szorbitol 12 M
EDTA 10 mM
Na-citrat 100 mM (pH 5,8)
STC: szorbitol 12 M
Trisz-HCI 10 mM (pH 7,5)
CaCI2 10 mM
PEGTC: PEG 4000 22 %
Trisz-HCI 10 mM (pH 7,5)

CaCI2 10 mM
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YPDP-Szorb: YPDP-tapoldat + 1,2 M szorbitol
Regeneral6agar:  szorbitol 1,2 M
Bacto-agar 3 %
autoklavozas utan hozzaadunk kilon-kulén:
YNB 067 %
gliikoz 2 %
YPDP-tapoldat 2 % (/N

Munkamenet
14.1.

14.2.
14.3.

14.4.
14.5.

14.6.
14.7.
14.8.
14.9.
14.10.

14.11.
14.12.

14.13.

A regeneral6agart hasznalat elétt felolvasztjuk és 45 °C-on tartjuk.

4 transzformalashoz 40 ml YPDP-tapoldatot beoltunk egy izolalt élesztételeppel.
Inkubélas: 30 °C, razatassal, ODggg = 0,6 - 1 eléréséig.

A sejteket centrifugaljuk (3000 g, 5 perc).

A sejteket szuszpendaljuk 10 ml Szorb-EDTA-ban.

Inkubalas: 30 °C, lassu kevergetéssel, 20 perc.

A sejtszuszpenziét centrifugaljuk (3000 g, 5 perc).

A sejteket szuszpendaljuk 10 ml Szorb-EDTA-Citrat-ban. Hozzaadunk 200 mg
frissen kimért csigaenzimet.

Inkubdlas: 30 °C, lassu keveréssel, 30-60 perc (a szferoplasztok kialakulasaig).
A sejtszuszpenziét centrifugaljuk (3000 g, 5 perc).

A sejteket 3-szor mossuk 10-10 ml 1 M szorbitolban.

Az utolsé mosas utan a sejteket szuszpendaljuk 400 wl STC-ben és 100 ul-enként
szétosztjuk Eppendorf-csévekbe.

100 ul-nyi kompetens sejthez max. 10 ul DNS-oldatot (1-3 ug DNS-t) adunk.
Inkubélas: szobahon, 15 perc.

A sejtszuszpenzidhoz 6vatosan hozzaadunk 1 ml PEGTC-t.

Inkubalas: szobahdn, 5 perc.

A sejtszuszpenziét centrifugaljuk (Eppendorf-cf., 20 masodperc).

A sejteket 300 ul YPDP-Szorb-ban szuszpendaljuk.

Inkubaléas: 30 °C, 15 perc.

A sejtszuszpenziét 6-6 ml regeneraléagarhoz adjuk 100 ul-es adagokban, és YNB-
taptalaj (mely tartalmazza a sziikséges aminosav(ak)at) felliletére rétegezziik.
Inkubalas: 30 °C, 3-5 nap.
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15. Plazmidstabilitas vizsgélata rekombinans élesztésejtekben (uracilszelekcio
alkalmazésakor)

1. Elesztésejtek Rekombinéans sejtkoloniak szelektalasa YNBCA-taptalajon
transzformélasa
plazmid-DNS-sel.

2. 10 ml-es sejtkultdrak inditasa

YNBCA-tapoldatban #1, #2...#6
2-6 izolalt telepbdl.
3. Plazmidstabilitis vizsgalata #1 #2... #6
az egyes izolatumokban.
\V V \Y/
YNBCA-tdpoldat —>YNBCA + /-uracil-lemezek \|/ \l/

Vv
YNBCA-tapoldat —>YNBCA + /-uracil-lemezek
V.
[
|
I
v
YNBCA-tapoldat —>YNBCA + /-uracil-lemezek

100%-nak tekintve az uracilt tartalmazé taptalajon felnévd sejtkolonidk szamat, a plazmidstabilitast
az uracilt nem tartalmazé (szelektiv) taptalajon feln6évo sejtkolonidk %-os ardnyaval adjuk meg.

16. A PHO5-promoter ir]dukpiéia a prométert tartalmazd expressziés vektorral
transzformalt rekombinans élesztOsejtek tenyésztésekor

Anyagok és oldatok
Lasd 5. pontban
Munkamenet

16.1. A szelektiv taptalajon feln6tt transzforméns sejtkol6nidkat L-hisztidinnel
kiegészitett nagy Pi-koncentraciéju YNB-tapoldatban névesztjiik.
Inkubalas: 30 °C, erbteljes razatassal, ODgg = 2 eléréséig (24-28 6ra).
16.2. A sejteket centrifugaljuk (2000 g, 5 perc).
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16.3. A sejteket szuszpendaljuk kis Pi-koncentracioju L-hisztidinnel kiegészitett YNB-
tapoldatban (= a PHO5-prométer indukcioja).
Inkubalas: 30 °C, erételjes razatassal.

17. Bekombinéns Saccharomyces cerevisiae sejttenyészetbdl nyert sejtfeltiliszd
tisztitasa immuno(Western)-blot-analizishez

Anyagok és oldatok

Lasd 5. pontban és "Eredmények" 2.4.2. pontjaban

Munkamenet

17.1. A szelektiv taptalajon felnétt transzformans sejtkoloniakat 200 ml YNBCA-
tapoldatban névesztjiik.
Inkubalas: 30 °C, erételjes razatassal, ODggg = 3 eléréséig.

17.2. A sejttenyészetet centrifugdljuk (5000 g, 10 perc).

17.3. A sejtfeliiliszo pH-jat 7-re allitjuk és Blue sepharose CL 6B-oszlopon (Pharmacia)
tisztitjuk az "Eredmények” 2.4.2 pontjaban leirtak szerint.

17.4. Az oszloprdl elualt oldatot HoO-zel szemben dializaljuk 2 x 12 éran at

(oldbszercsere), majd térfogatat ultrasz(iréssel 400 ul-re csokkentjiik.

18. Elesztésejtek feltardsa ELISA-teszthez

Anyagok és oldatok

Sejtfeltaréoldat: ~ HyO 252 ml
20% SDS 280 il
PMSF 70 i
trazylol 14 ul
Munkamenet
18.1. Rekombinans élesztdsejteket 48 dran at szaporitunk 200 mi szelektiv tdpoldatban
(80 °C, erételjes razatassal).
18.2. A sejteket centrifugaljuk (2000 g, 10 perc) és mossuk 10 ml HoO-zel.
18.3. A sejtcsapadékhoz 700 ul sejtfeltaréoldatot adunk és a szuszpenzioét attessziik
Eppendorf-csdbe.
18.4. Hozzaadunk 2/3 térfogat 0,45 um atmérdjl liveggydngyot és erbteljesen razzuk
(Vortex) 2 x 90 masodpercig.
18.5. Az (iveggyongyos sejtszuszpenziét forro vizflirddben forraljuk 3 percig.
18.6. A szuszpenzi6t ismét razzuk (Vortex) 2 x 90 masodpercig, majd ismét forraljuk
3 percig.
18.7. A szuszpenziét centriugéljuk (Eppendorf-cf., 20 masodperc).
18.8. A fellilisz6bdl 100 wl-t hasznalunk fel ELISA-teszthez; ha sziikséges, megfeleld
higitasokban.

19. rHSA (fehérjeantigén) tisztitasa sejtfelliliszdbol immunaffinitas-
kromatografiaval (Mayes, 1984; médositva)

Anyagok és oldatok

Immunoadszorbens:
kecskében termelt, anti-HSA-szérumbdl tisztitott immunoglobulin,
- karbodiimid keresztk6td agenssel - Fractogel TSK AF-Amino 650-gélhez
kotve
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PBS (pH 7,4): lasd 20. pontban
High salt: Na-foszfat 10 mM (pH 7,4)
NaCl i1 M
Na-citrat (pH 7,3): Na-citrat 50 mM
Munkamenet
19.1. YNBCA-tapoldatban ODgg = 2 eléréséig ndvesztett rekombinans sejtek

19.2.

19.3.
19.4.
19.5.
19.6.

19.7.

YL VA

értékek a PBS-nek felelnek meg).

A felliliszét (mely az rHSA-t = fehérjeantigént tartalmazza) inkubaljuk a korabban
PBS-sel mosott immunoadszorbens 10 mi-ével.

Inkubalas: 4 °C, folyamatos kevertetéssel, 2 éra.

A gélrdl a sejtfelliliszot sz(iréssel eltavolitjuk, majd a gélt mossuk 100 ml high
salt-tal, majd 50 ml PBS-sel.

Az immunoadszorbenset 1 x 10 cm-es oszlopba toltjiik.

Az immunoadszorbenshez k6t6dd rHSA-t Na-citrattal eluéljuk az oszloprol.

Az rHSA-t tartalmazd frakciokat 6sszegydijtjiik és HoO-zel szemben dializaljuk

(4 °C, 24 6ra).

Az oldat térfogatat ultrasz(iréssel 400 ul-re csokkentjiik. Az oldat 10 ul-ét futtatjuk
SDS-poliakrilamidgélen.

20. Fehérjék molsuly szerinti elvalasztdsa SDS-poliakrilamidgél-elektroforézissel

(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970; médositva)

Anyagok és oldatok

30% akrilamid-torzsoldat:

APS:

akrilamid 29 % 29 g
N’,N-metilén-biszakrilamid
1 % 1 g
ad 100 ml
APS 10 %
Szeparalogél-puffer (4 x tdmény; pH 8,8):
Trisz 15 M 181,64 ¢
SDS 04 % 4 g
ad 1000 ml
Stacking-gél-puffer (4 x témény; pH 6,8):
Trisz 05 M 60,56 g
SDS 04 % 4 g
ad 1000 ml

Gélelektroforézis-puffer (10 x tomény; pH 8,3):

Trisz 05 M 60,56 g
SDS 1 % 10 g
glicin 384 M 288 ¢

ad 1000 mi
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MintafelvivG-puffer (2 x tdmény; pH 8):

Trisz 20 mM 242 mg
EDTA 2 mM 58 g
SDS 2 % 200 mg
B-merkaptoetanol 10 % 1 mi
glicerol 20 % 2 ml
brémfenolkék 0,04 % 4 mg
ad 10 mi

SDS-PAGE-madlsulymarker:

SDS-PAGE-molsulymarker (Boehringer)
50 i
mintafelvivé-puffer 500  ul

ad 1 ml
Egy SDS-poliakrilamidgélre 5 ul markert visziink fel.
Mdlsulytartoméany: 10000-100000 D

10%-0s szeparalogél sszetétele:

30% akrilamid-torzsoldat

66 ml
szeparalogél-puffer 5 ml
ad 20 ml
vakum alatt levegétlenitjiik 5 percig, majd hozzaadunk:
APS (10%) 100 ul
TMED 10l

5%-0s stacking-gél Osszetétele:

30% akrilamid-torzsoldat

1 ml

stacking-gél-puffer 1,5 ml
ad 6 ml
vakum alatt levegétlentitjiik 5 percig, majd hozzaadunk:
APS (10%) 45 ul
TMED 45 ul

Gélfixal6oldat: metanol 50 % 500 ml
jégecet 10 % 100 mi
ad 1000 mi

Gélfestdoldat: Comassie Blue R250 0,1 % 1 g
metanol 25 % 250 ml
jégecet 10 % 100 ml
ad 1000 ml

Festékkimosé-oldat:
metanol 25 % 250 ml
jégecet 10 % 100 ml
ad 1000 ml

Munkamenet
20.1. Megontjuk a szeparalogélt és tetejére izo-butanolt rétegziink.

Polimerizal6dasi id6: 30-60 perc.
Polimerizalodas utan az izo-butanolt gondosan eltavolitjuk.

20.2. A szeparaldgél tetejére rétegezziik a stacking-gélt, melybe a fés(it siillyesztjiik.
Polimerizal6déasi id6: 30-60 perc.



20.3.
20.4.
20.5.
20.6.
20.7.
20.8.

20.9.

20.10.
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A fehérjemintakat 1 : 1 aranyban elegyitjiik 2 x témény mintafelvivé-pufferrel, és
5 percre forrd vizfiirdébe helyezziik.

A fésli eltavolitdsa utan a gélt behelyezziik a futtatétankba és a tankot feltoltjik
gélelektroforézis-pufferrel

A gél zsebeit atoblitjiik gélelektroforézis-pufferrel és a mintakat felvisszik.
Gélelektroforézis: 15-20 mA, szobahdn, 1-1,5 6ra.

A gélelektroforézis befejezése utan a szeparal6gélt gélfixaldoldatba helyezziik.
Inkubalas: szobahon, lassli mozgatassal, 30 perc.

A gélt gélfestdoldatba helyezziik.

Inkubalas: szobahoén, lassi mozgatassal, 2 6ra.

A folosleges festéket a gélbdl elektroforézissel tavolitjuk el.

Puffer: festékkimosoé-oldat.

Elektroforézis: 24 V, 45 perc.

A gélt sz(ir6papir fellletére szaritjuk.

21. Immuno(Western)-blot-analizis (Towbin és mtsi., 1979; médosiva)

21.1. A fehérjemintak futtatasa SDS-poliakrilamidgélen

Lasd 20. pontban

21.2. Fehérjék atvitele poliakrilamidgélrdl nitrocelluléz-filterre (elektroblot)

Anyagok és oldatok

Blot-puffer (pH 8,3):

Trisz 25 mM 3,03 g
glicin 192 mM 1442 ¢
metanol 20 % 200 ml
(0,1% SDS hozzaadasa segitheti a transzfert)
ad 1000 ml

PBS (pH 7,2 + 0,2) NapHPO42H,0 75 mM 134 g

vagy Na2HPO4 12H20
75 mM 268 g
NaH2PO4 HQO 2,5 mM 345 mg

vagy NaH,PO4 2H,0

25 mM 390 mg
NaCl 145 mM 847 ¢
ad 1000 ml

Streptavidin - biotinilalt peroxidaz-komplex:

Ellenanyag:

Kloronaftol:

streptavidin 0,6 ug/mi

biotinilalt peroxidaz 1 mg/ml

A két oldatot 1 : 1 aranyban elegyitjiik, majd 1 6ran at inkubaljuk 4 °C-on.
A komplex 4 °C-on tarolva 1 évig stabil.

kecskében termelt, poliklonalis, biotinnal jel6lit anti-HSA
0,65 mg/ml; PBS-ben oldva

kloronaftol 11,56 mg/ml; 4 ml 96% Et-OH-ban oldva
50 mM Trisz-HCI (pH 7,5)

16 ml
H202 20 ul

Az oldatot kozvetlenil a felhasznélas el6tt készitjik el.



Munkamenet

21.2.1.

21.2.2.

21.2.3.

21.2.4.
21.2.5.

21.2.6.

21.2.7.

21.2.8.

21.2.9.

21.2.10.

21.2.11.

21.2.12.
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A fehérjemintak poliakrilamidgélen t6rténd szeparalasa utan a szeparaldgélt blot-
pufferbe helyezziik.

Inkubélas: 15 perc.

A Western-blot-szendvics tobbi komponensét is min. 15 percre blot-pufferbe
tesszik.

Osszedllitjuk a Western-blot-szendvicset:

szivacs - pblus
2 réteg Whatman 3MM-sz(irépapir
akrilamidgél

nitrocellul6z-filter
2 réteg Whatman 3MM-sz(ir&papir
szivacs + polus
A sz(ir6papir és a nitrocelluléz mérete megegyezik a gél méretével.
A "szendvicset" a blot-pufferbe meritjiik (a nitrocelluloz-filter helyezkedik el a
+ poluson).
Elektroblot: 400 mA, 10 °C, 2 éra, vagy 100 mA, szobahdén, egy éjszakan at.
A nitrocellulézt PBS-sel mossuk, enyhe mozgatassal, 3 x 10 percig.
A nitrocellulézt telitjiik (blokkoljuk az aspecifikus ellenanyagkét6-helyeket):
PBS + 5% BSA-, vagy + 0,5% zselatinoldatba helyezziik.
Inkubalas: szobahén (zselatin esetében 37 °C), enyhe mozgatassal, 1 6ra.
A nitrocellulézt PBS-sel mossuk, enyhe mozgatassal, 3 x 10 percig.
Kialakitjuk az antigén - antitest-kapcsolodast: a filtert PBS + ellenanyag (1:1000
higitasban) + 1% BSA + 0,05% Tween 20-oldatba helyezziik.
Inkubalas: szobahén, enyhe mozgatassal, 1 éra.
A nitrocellulozt PBS + 0,05% Tween 20-oldattal mossuk, enyhe mozgatassal,
3 x 10 percig.
Kialakitjuk a biotinilalt ellenanyag - streptavidin - biotinilalt peroxidaz-
kapcsol6dast: a filtert PBS + streptavidin - biotinilalt peroxidaz-komplex (1:1000
higitasban) + 1% BSA + 0,05% Tween 20-oldatba helyezziik.
Inkubalas: szobah6n, enyhe mozgatassal, 1 6ra.
A nitrocellulézt PBS + 0,05% Tween 20-oldattal mossuk, enyhe mozgatassal, 3 x
10 percig.
El6hivas: a filtert s6tétben, kloronaftol-oldatba helyezziik.
Inkubalas: sététben, 10-15 perc (az immunoblot megjelenéséig).
Az el6hivasi reakciot HoO-zel allitjuk le.
A nitrocellul6z-filtert HoO-es 6blités, majd széritas utan sotétben taroljuk.

22. ELISA-teszt (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Jackson és mitsi., 1982).

Anyagok és oldatok
PBS-coating: azonos a Western-blot-analizisnél (21. pont) leirt PBS-sel
PBS-moso: PBS + 0,05% Tween 20 + 0,5 M NaCl
Zselatinoldat: zselatin 05 %; PBS-coating-pufferben oldva

Citromsav-foszfat-puffer (pH 5 + 0,2):

citromsav 347 mM 73 d
NaoHPO42H,O 667 mM 11,87 g
vagy NapHPO4 12H,0

66,7 mM 2387 g

ad 1000 ml
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OPD: citromsav-foszfat-puffer
10 ml
OPD 8 mg
H202 8 ul
Az oldatot kdzvetlenill a felhasznalas el6tt készitjiik el.
Munkamenet

22.1. Mikrotiter-lemez lyukaiba lekétjiik az ellenanyagot: a lyukakba 100-100 ul PBS-
coating-pufferrel 1000 x higitott, biotinilalatlan anti-HSA-t (ellenanyagot)
pipettazunk.

Inkubalas: 37 °C, 1-2 6ra.

22.2. A lyukakbl eltavolitjuk az ellenanyagot és a lemezt PBS-moso6val mossuk 3 x 3
percig.

22.3. A lemezt telitjiik: a lyukakba 100-100 ul zselatinoldatot pipettazunk.

Inkubalas: 37 °C, 30-45 perc.

22.4. A zselatint eltavolitjuk és a lemezt PBS-moséval mossuk 3 x 3 percig.

22.5. Kialakitjuk az antitest - antigén-kapcsol6dast: a lyukakba 100-100 ul, 10 wg/mi
koncentraciéju, PBS-moso6ban oldott fehérjemintat (antigént) pipettazunk.
Inkubalas: 37 °C, 1 ora.

22.6. Az antigént eltavolitjuk és a lemezt PBS-mos6val mossuk 3 x 3 percig.

22.7. A lemezt fedjlk biotinnal jeldlt anti-HSA-val (ellenanyaggal): a lyukakba
100-100 ul, PBS-mosdval 1000-szeresre higitott biotinilalt ellenanyagot
pipettazunk.

Inkubalas: 37 °C, 1 6ra.

22.8. Az ellenanyagot eltavolitjuk, és a lemezt PBS-moséval mossuk 3 x 3 percig.

22.9. A lemezt fedjlik streptavidin - biotinilalt peroxidaz-komplex-szel: a lyukakba
100-100 ul, PBS-mosoéval 1000 x higitott streptavidin - biotinilalt peroxidaz-
komplexet pipettazunk.

Inkubalas: 37 °C, 50-60 perc.
22.10. A komplexet eltavolitjuk és a lemezt PBS-moséval mossuk 3 x 3 percig.
22.11. El6hivas: a lyukakba 100-100 ulI OPD-oldatot pipettazunk.

Inkubdlas: par perc (a megdfelel szinreakcio lejatszodasaig).
22.12. Az eldhivasi reakcot 100-100 ul 4N HoSO4-val allitjuk le.

23. Northern-blot-analizis (Schleicher és Schuell, 1987)

Anyagok és oldatok
RNS-denaturalo oldat (pH 6,5):
glioxal 1 mM
NaHPO4 10 mM (pH 6,5)

Mintafelvivé-puffer (6 x tdmény):
lasd 10. pontban

Gélelektroforézis-puffer (pH 6,5):

NaHPO4 10 mM
Blot-puffer = 20 x SSC (pH 7):
NaCl 3 M
Na-citrat 03 M
SSPE (1 x; pH 7,7): NaCl 0,18 M
NaHPO4 10 mM (pH 7,7)

EDTA 1 mM
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Denhardt-oldat (1 x):

ficoll 0,02 %

PVP 0,02 %

BSA 0,02 %
Prehibridizal6-oldat:

formamid 50 %

Denhardt-oldat 5 X

SDS 05 %

szonikalt lazac sperma-DNS

100 ug/ml

SSPE 5 x
Hibridizal6oldat:  dextran-szulfat 10 %

tRNS 100 ug/ml

Munkamenet

23.1.

23.1.1.

23.1.2.

23.1.3.
23.1.4.

23.1.5.

23.2.

23.2.1.

23.2.2.

23.3

23.3.1.

23.3.2.

23.3.3.

23.3.4.

radioaktiv DNS-préba (a HSA-gén Sall - Xbal 921 bp hosszlsagu szakasza
32p_yel jelélve; a jeldlés "random primer" modszerrel tortént a-[32P]-
dezoxi-ATP jelenlétében)

02 ug

RNS tisztitdsa rekombinans élesztdsejtekbdl

parhuzamosan beoltunk egyazon izolalt rekombinans élesztGteleppel.
Inkubalas: 30 °C, erbteljes razatassal, 24 éra.

Az egyik kultarabdl a sejteket centrifugalassal 6sszegydijtjiik (4000 g, 5 perc) és
(ezzel a PHO5-prométert indukaljuk).

Inkubalas: 30 °C, erGteljes razatassal, tovabbi 24 ora.

A masik sejtkultarat valtozatlanul névesztjiik tovabbi 24 6ran at.

A sejtszuszpenzidkat centrifugaljuk (4000 g, 5 perc).

A sejteket lizaljuk (lasd "Eredmények” 2.4.1.3 - 2.4.1.8.) és a sejtlizadtumot azonos
térfogatd fenollal extrahaljuk.

Az RNS-t CsCl-gradiens-ultracentrifugalassal tisztitjuk tovabb (Cooper és Moss,
1979).

Az RNS frakcionalasa

50-60 ng RNS-mintat glioxalkezeléssel denaturalunk: az RNS-t a denaturalo-
oldatban inkubaljuk (50 °C, 60 perc).

A denaturélt RNS-hez 1/5 térfogat mintafelvivé-puffert adunk és méret szerint
frakcionaljuk 1,25%-0s, horizontalis agardzgélen térténd futtatassal.
Gélelektroforézis: 30 V, egy éjszakan at, az gélelektroforézis-puffer allandé
aramoltatasaval.

Az RNS atvitele nitrocellul6z-filterre

Az agardzgéllel azonos méret(i nitrocelluldz-filtert 6vatosan desztillalt viz felszinére
helyezziik, majd atnedvesedése utan alameritjik.

Kozvetleniil a blot el6tt a filtert blot-pufferben aztatjuk 5 percig (az agarézgél az
elektroforézis utan nem igényel semmilyen kezelést).

Osszedllitjuk a blot-rendszert.

Elektroblot: 27 V, 2 A, 5 °C, 2 ¢6ra, a blot-puffer aramoltatasaval.

A blot befejezése utan a nitrocellul6z-filtert szobahon szaritjuk, majd az RNS-t a
filterre sitjik, Whatman 3MM-sz(ir6papirlapok kézé helyezve.

Inkubalas: 80 °C, 2 6ra.



23.4.

23.4.1.

23.4.2.

23.5.

23.6.
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Hibridizalas

Prehibridizalas: a filtert prehibridizal6-oldatba helyezziik.
Inkubalas: 42 °C, 20 perc.

Hibridizalas: a filtert attessziik a hibridizal6oldatba.
Inkubalas: 42 °C, 16 ora.

A filtert a kdvetkez oldatok 150 ml-eiben mossuk:
2 x SSPE + 0,1% SDS-oldatban, 2 x 10 percig, szobahdn,

majd
0,1 x SSPE + 0,1% SDS-oldatban, 2 x 10 percig, szobahén,
majd

0,1 x SSPE + 0,1% SDS-oldatban, 1 x 1 6ran at, 42 °C-on.

Detektalas: a még enyhén nedves filtert m(ianyag féliaba (folpack) csomagoljuk és
Rontgen-kazettaba zarjuk Rontgen-filmet helyezve ra.
Expondlas: 1 nap, -70 °C, "screen"-eléssel.

24. Fehérjetérképezés: HSA hasitdsa cianogén-bromiddal(CNBr)

(Barsh és Byers, 1981)

Anyagok és oldatok

CNBr-oldat: 70% hangyasav 5 ml
CNBr 50 mg/mi

TGB: Trisz-HCI 100 mM (pH 6,8)
glicerol 30 % (v/v)
bromfenolkék 0,02 %

Trisz-SDS: Trisz-HCI 100 mM
SDS 5 %
glicerol 20 %
brémfenolkék 0,02 %

Munkamenet
241, A térképezni kivant fehérjemintat SDS-poliakrilamidgél-elektroforézissel molsuly

24.2.

24.3.
24.4.

24.5.

24.6.

szerint elvalasztjuk (20. pont).

A vizsgalni kivant fehérjét tartalmazo gélcsikot az elektroforézis utan azonnal
kivagjuk.

A gélcsikot equilibraljuk 15-sz6ros térfogatu, 70%-os hangyasavban, 3 x 30 percig.
A gélcsikot 5 ml CNBr-oldatba helyezziik.

Inkubalas: 25 °C, 6 ora.

A CNBr-emésztés utan a gélcsikot TGB-ben equilibraljuk, majd vizszintesen
rahelyezzilk a masodik poliakrilamidgél tetejére (a stacking-gélre).

A gélcsik koré Trisz-SDS-t rétegziink.

Elektroforézis: 20 mA.

25. HSA termelése Bioflo lic (New Brunswick) tipusu laboratdriumi fermentorban

A fermentor hasznos térfogata: 1 .

Fermentacids taptalaj: YNBCA (pH 6,3).

Homérséklet: 30 °C.

Leveg&aram: 1 |/perc.

Kever6 fordulatszama: 500 rpm.

Habgatl6: polipropilén-glikol 2000 (sziikség esetén automata adagolassal).



EREDMENYEK
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1. A szintetikus uton eldallitott HSA-gént hordozé expresszids vektor
konstrukcidja

1.1. A PHO5-prométer klbnozéasa

A represszalhat6 savanyu foszfataz (SF) exoenzimet kédolé PHO5-gén
promoterét a pBR322(HIS3)/PHO3,PHO5-plazmidbdl (3. dbra; Meyhack és mtsi.,
1982) BamHI- és Sall-restrikcids enzimmel vagtuk ki. Az igy kapott 623 bp
hosszUsagl DNS-szakasz tartalmazza a PHO5-prométert, a 17 aminosavbdl allé
N-terminalis szekrécids szignalpeptidet kddold DNS-szakaszt, valamint a SF tiz N-
terminalis aminosavat kddol6 DNS-szakaszt. A DNS-fragmentet a pUC18-vektor
BamHI- és Sall-restrikcios hasitéhelye kdzé beépitve, megkaptuk a puC18/623P-
plazmidot (4. abra).

A PHO5-gén szekrécios szignalpeptidjét a kovetkezd szekvencia kédolja:

Met Phe Lys Ser Val Val Tyr Ser lle Leu
PROMOTER- ATG TTT AAA TCT GTT GTT TAT TCA ATT TTA
BamHI Dral

Ala Ala Ser Leu Ala Asn Ala Gly Thr
GCC GCT TCT TIG GCC AAT GCAAGGT ACC
Ball Kpnl

Szignalpeptidaz-
hasitohely

A HSA-t kddold gént a szignalpeptid utan (downstream) helyet foglalé Kpnl-helyre
terveztiik beépiteni. Enhez elébb a pUC18/623P-plazmid térképén x-szel
megjeldlt (masodik) Kpnl-hasitohelyet el kellett tavolitani. Ennek érdekében a
plazmidot Sacl- és BamHI-restrikciés endonukleazzal hasitottuk. A Poll K-
kezeléssel kialakitott sima végek ligalasaval kaptuk a pUC18* /623P-plazmidot,
amelyben a BamHI-hasitohely visszaalakult, a szignalvégnél elhelyezkedd Kpnl-
hely pedig alkalmassa valt a tovabbi "épitkezés" elvégzésére.

1.2. A szekrécids szignalpeptid mddositasa

A szignélpeptid utols6 kodonjaval fazisban restrikcios hasitohelyet kellett
kialakitanunk, mely biztositotta, hogy a HSA kezdd tripletje (GAC) korrekt
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3. abra

A telies PHO5- és PHO3-gént tartaimaz6 pBR322(HIS3) /PHO3,PHO5-plazmid
(Meyhack és mtsi., 1982)
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4. abra
A pUC18/623P-plazmid atalakitdsanak lépései:

1. az x-szel jelolt Kpnl-hasitohely eltavolitasa
2. a szignalpeptid utan elhelyezkedd Kpnl-hasitohely athelyezése 1 nukleotiddal
3. az EcoRl-hasitohely atalakitasa Hindlll-hasitohellyé

ss:szignalszekvencia
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leolvasasi fazisban legyen a PHO5-szignalt kodold szekvenciaval. Ezt gy értik el,
hogy a Kpnl-hasitohelyet 1 nukleotiddal athelyeztik 3’ - 5’ iranyba. A Kpnl-hely
folott (upstream) elhelyezkedd adenin (A) eltavolitasa adta ezt az eltolédéast Ggy,
hogy nem okozott valtozast az aminosavsorrendben a Kpnl-hasitohelyig:

Ser Leu Ala Asn Ala Gly Thr
TCT TIG GCC AAT GCAGGTACCA...
Ball A Kpnl
Szignalpeptidaz-hasitéhely

A felesleges A eltavolitasa érdekében a pUC18™ /623P-plazmid Ball - Kpnl-
szakaszat ( CCAATGCAGGTAC)
(GGTTACGTC) a szintetikus CCAATGC GGTAC
GGTTACGC
kétszall oligomerre cseréltiik ki, mely a pUC18™ /622P-plazmidot eredményezte.
A relevans szakasz bazissorendje tehat az atalakitas utan:

Ser Leu Ala Asn Ala Val
TCT TTG GCC AAT GCG GTA CCA
Kpnl

A moédositott szekvenciat Kpnl-enzimmel hasitva, majd a talnytlé GTAC-3’ véget
Poll K-kezeléssel eltavolitva kaptuk azt a sima véget, melyhez az idegen gén
fazisban illeszthetd volt sima vég-ligalassal. A késdbbre tervezett klonozasi
lépések egy tovabbi modositast is sziikségessé tettek: az EcoRl-hasitohelyre
Hindlll-linkert kellett beépiteni. Az igy kapott plazmid: pUC18”/622PH (4. bra).

1.3. A HIS3-gén transzkripcids terminatoranak klbnozasa

A pGB3-plazmid egy pBR327-szarmazék, melybe a Kpnl- és Xhol-hasitohely kbzé
helyeztik el a 229 bp hosszUsagu transzkripcids terminator génszakaszt (a HIS3-
terminatort ugyancsak a pBR322(HIS3)/PHO3,PHO5-plazmidbdl nyertik), a
pGB3-229T-plazmidot kapva eredményul (5. abra).

1.4. Elesztd expresszids kazetta kiépitése

Miutan a pGB3-229T-plazmidbdl a Kpnl-hasitohelyet eltavolitottuk (Kpnl-hasitas,
Poll K-kezelés, ligalas) az ily médon nyert pGB3-229TK®-plazmidba a Hindlll- és
Sall-hasitohely kozé beillesztettik a pUC18” /622PH-plazmid Hindlll - Sall-

fragmensét, mely a PHO5-prombtert és -szekrécios szignélt hordozza (5. abra).
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5. abra

Heteroldg feheérjét kddold génszakaszt nem tartalmazo expresszios vektor
kialakitasa:

1. aKpnl-hasitdhely eltavolitdsa a HIS3-terminatort hordoz6 pGB3-229T-

plazmidbal )
2. aPHOS5-promoter és -szignélszekvencia beépitése.
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Az igy kialakitott pPT2HK1-plazmid (6. 4bra) tehat egy olyan expresszids vektor,
amely heteroldg fehérjét kddold génszakaszt még nem tartalmaz.

1.5. A HSA-gén beépitése az expresszios vektorba

Az 1764 bp hosszUsagu szintetikus HSA-gént (7. abra) a pUC19/HSA-plazmidbdl
vagtuk ki, melyet az SZBK Genetikai Intézetében Simoncsits Andras és
munkatarsai konstrualtak (Kalman és mtsi., 1990). A pUC19/HSA-bdl az érett
peptidet (Asp-Ala-HSA) kddold HSA-gén Pstl-, Poll K- és Sacl-kezeléssel
hasithatd ki. A struktlrgént ugy helyeztik be a pPT2HK1-plazmidba a
promaéter/szignalszekvencia és a transzkripcios terminator kdzé, hogy a
plazmidot Kpnl-, Poll K- és Sacl-kezeléssel linearizaltuk, és a sima, ill. Sacl-véggel
rendelkezd, HSA-t kddold DNS-szakaszhoz ligéltuk (8. abra). Az igy kialakitott
pPT2/HSA-2-plazmidban (9. abra) a PHO5-szekrécids szignalt kddold
génszakasz és a szintetikus HSA-gén kapcsolddasa - az aminosavsorrendet is
feltintetve - :

PHO5-szekrécids szignalszekVenCia............ccoeevveeeieeeesreeessveeeennes

Met Phe Lys Ser Val Val Tyr Ser lle Leu Ala Ala

ATG TTT _AAA TCT GTT GTT TAT TCA ATT TTA GCC GCT
Dral

Ser Leu Ala Asn Ala Asp Ala His Lys Ser Glu
TCT TIG GCC AAT GCGAGAC GCT CAC AAG TCT GAA
Ball
szignalpeptidaz-hasitéhely

A pPT2/HSA-2-bél a HSA-expresszids szekrécios kazettat at kellett kidnozni egy
éleszt6vektorba.

1.6. A HSA-t expresszald ingazdplazmid Iétrehozasa

Az expresszids-szekrécios kazettat Hindlll- és Xhol-hasitassal kiemeltik a
pPT2/HSA-2-plazmidbdl, és behelyeztiik a Hindlll- és Sall-enzimmel hasitott
pJDB207-ingazdvektorba (Beggs, 1981; 9. abra). A keletkezett pYHSA-2-
plazmidot E. coli-ban ampicillinrezisztencia alapjan szelektaltuk. A plazmidot
hordozé sejtek szelekcidjat élesztében az alacsony szinten miikddé Leu2d-gén
(Andreadist és mtsi., 1984; Bitter és mtsi., 1987) biztositotta, mely egy delécios
muténs: mind a gén promatere, mind a transzkripcids terminator régidja hianyzik.



EcoR1(1/3426)

pPT 2 HK,
(3426 bp)

6. abra
A PHOS5-promotert és -szignalszekvenciat, valamint a H/IS3-terminatort tartalmazé

expresszids vektor részletes térképe



Pstl

= § ) ) 1
CATGCCTEEA  GAC GET CAC AAG TET GAA
fAisp Ala His Lys Ser Glu

20 45 &HO
GTC GCT CAC AGA TTC AAG GAT CTA 6GEGT GAA BAA AAC TTC AAG GCT TTG GTT TTG
Val Ala His Arg Fhe Lys Asp Leuw Gly Glu Glu Asn Fhe Lys Ala Leu Val Leuw

75 G0 1086 120 :
ATT GCT TTC GET CAA TAC TTG CAA CAA TGT CCA TTCE 6GAN GAC CAC GTC AAG TTG
Ile Ala Fhe Ala Gln Tyr l.ew Gln GIn Cys Fro Fhe Glu Asp His Val Lys leu

' 135 150 145 180
GTC AAC GAA GTT ACT GAA TTT GCT AAG ACC TGT GTT GOCT GAC GAA TCT GCT GAA
.Val 'Asn Glu Val Thr Glu Fhe Ala Lys Thr Cys Val Ala Asp Glu Ser Ala Glu
195 210 225
AAC TGT GAC AAG TCC TTG CAC ACT TTEH TTC GGT GAC AGGLG TTG TET ACT GTT GCT
Asn Cys Asp Lys Ser Lew His Thr Lew Fhe Gly Asp Lys Lew Cys Thr Val Ala
240 270 288
ACT TTG AGA GAA ACT TAC GGT GAA ATG GET GAC TGT TGT GCT ANA CAG GAA CCA
Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala Asp Cys Cys Ala Lys Gln Glu Fro

330

300 318 I )
GAA AGA AAKLC GAA TGT TTE TTA CAA CAC AAG GAC GAC AAC CCA AAC TTG CCA AGA
Glu Arg Asn Glu Cys Fhe Leuw GIn His Lys Asp Asp Asn Fro fAsn Lea Fro Arag

I45 2HO A7S 390
TTG 6GTT AGA CCA GAA GTC GAL GTT ATG TGT ACT GET TTC CAC GAC ANC GAA GAG
lLeu Val Arg Fro Glu Val Asp Val Met Cys Thr Ala Fhe His Asp Asn Glu Glu

405 420 4355 ' 450
ACT TTC TTG AAG AAG TAL TTG TAC GAA ATC. GECEC AGA AGA CAC CCA TAC TTC TAC
Thr Fhe lLeu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala Arg Arg His Fro Tyr Fhe Tyr

N6E 460 4958
GCT CCA GAA TTG TTG TTC TTC GCT AALG AGH TAL AAG GCT GCT TTC ACT GAA TGT
Ala Fro Glu Leu Leu Fhe Fhe Ala Lys Arg Tyr Lys Ala Ala Fhe Thr Glu Cys

910 529 G40 G558
TGT CAA GET GCC GAC AALG GET GCET TET TTG TTG CCA ANG TTG GAC GAA TTG AGA
Cys Gln Ala Ala Asp Lys Nla Ala Cys LLeuw Leuw Fro Lys lew Asp Glu Leu Arg

G970 589 &HO0 .
GAC GAA GGT AAG GET TCT TCC GOCT AAG CNHNA AGA TTG AAG TGT GCT TCC TTG CAA
Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser Ala Lys Gln Arg Leu Lys Cys Ala Ser Leuw Gln

615 HZO 6AG 6HO
AAG TTC GGT GAA AGAH GLC TTC AALG GCC TG GCET GTT GET AGHN TTG TCT CAAR AGA
Lys Fhe Gly Glu Arg Ala Fhe Lys Ala Trp Ala Val Ala Arg Leu Ser GlIn Arg

675 6HR0 705 720
TTC CCA AAG LET GAA TTT GCET GAA GTT TCT AAG TTG GTT ACT GAC TTG ACT AAG
Fhe Fro Lys Ala Glu Fhe Ala Glu Val Ser Lys Leu Val Thr Asp Leu Thr Lys

35 750 765
GTT CAC ACT GAA TGT TGT CAC GGBT GAC TTG TTG GAA TET GCT GAC GAC AGA GCT
Val His Thr Glu Cys Cys His Gly Asp Lew Lew Glu Cys Ala Asp Asp Arg Ala

me

780 795 : 810 825
GAC ' TTG GCT AAG TAT ATC THET GAA AAC CAAN GAC TCT ATC TUET TCT AAG TTG AAL
Asp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys Glu Asn Gln Asp Ser Ile Ser Ser Lys Leu Lys

840 12 hh] 8370
GAA TGT TGT GAA AAG CCA TTG TTG GAN AAG TCT CAL TGT ATC 6GCT GAA GTT @ﬁﬁ
Glu Cys Cys Glu Lys Fro Lea Lew Glu Lys Ser His Cys lle Ala Glu Val Glua

7. abra .
A szintetikus HSA-gén nukleotidszekvenciaja a kddolt fehérje

aminosavsorrendjenek feltintetésével
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10035
GCT AGA AGA CAC

TAC GAA TAC
Tyr Glu Tyr Ala

TTG
L.eu

1050
GCT
Al a

ACT TAC
Thr Tyr

TTG
Leu

AAG
Lys

1110
TAC GCT
Tyr Ala

TGT
Cys

CAC
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GAA
Glu

1158
CAA AAC
Gln Asn

ATT AAG
Ile Lys

TTG
Leu

1215
AAC GCT TTG
Asn Ala Leu

CAA
Gln

TTC
Fhe

QOO
GOT
Ala Asp

AARC TAC
Asn Tyr Ala

Q60
GCT

Arg Arg

GAD TTH
Lew

CCA TCT

Fro Ser

GAA GCT
Glu Ala

1020

ceA GAC

His Fro Asp

1065

ACT
Thr

GAA
Glu

GTT
Val

ANG
Lyss

1170
CAA AAC
Gln Asn

TTG
L.ew

GTT
Val

1275

TTG GTT GAA
Leu Val Glu

CCA
Fro

ACT
Thr

1320
CAC
His

CCA GAA GCT
Fro Glu Ala

AAG
Lys

1380
CAA TTA TGT
Gln Leu Cys

TTG
Leu

AAC
Asn

1425
AAG TGT TGT ACT GAA
Lys Cys Cys Thr Glu

1485
GAA ACT TAC
Glu Thr Tyr

GTT
Val

GAC
Asp’

1545

ATC
Ile

TGT ACC
Cys Thr

[ colo
Ala

GAC
Asp

1520

GTT GAA
Val Glu

TTG GTT
Leu Val

TTG
Leu

1650
GAC TTC
Asp Fhe

GTT
Val

ATG
Met

GAC
Asp

1693
GAA ACT
Glu Thr

TTC GCT
Fhe Ala

TGT
Cys
1755

TTG TAA TAG
Leu . X ¥

TTG GGT
Leu Gly

7. abra folytatasa
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Val

TET
Ser
1338
AGA
Arg

ANG
Lys

GTT TTG
Val Ll.eu
1440
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Ser

TT6
L.exwt

GTE
Val

CCA
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TTC
Fhe

TTG
Leu
1605

CAC
His

AAG
lLys

GET
Ala

GCT
Al a
1710

GAA GAA
Glu Glu

17

G GCCCTEGA

GAA
G1lu

TTG
Leu

ACT
Thr
1125

GAC GAA
Asp BLw

TrG
Fhe

GAA TTG
Glu Leuw

TGT
Cys
230
AGA TAC
Arg Tyr

ACT
Thi

ARG
l.ys

Q15
TTG

L.ew

Al a

. 975
GAC
Asp

TCC GTT
Ser Val

TAG
Ty
1080

TGT TGT
Cys Cys

ANG
Lys

CeA
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TTT
Fhe

ARG
Lys

1189
TTC AAL
Fhe Lys

CAA
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1245

GTT
Val

ARG
llys

ARG
l.ys

1290

TTG
e

AGA AAC
Arg Asn

TGT
Cys

ATG CCA
Met Fro

1395
CAC GAA AAG
His Glu Lys

GTT AAC AGA
Val Asn Arg

1500
ARG GAA TTT
Lys Glu Fhe

1560

GAA
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CCA AAG
Fro Lys

AAG
Lys

146635
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Val Glu

TTC
Fhe

GGT AAG AAG
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70
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Val
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Lys
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1350
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CCA
P

ACT
Thr
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Arg Fro

TGT
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AAC
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Ar g

1620
ACT AAG
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Al a

ARG TET TGT
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1725

TTE GTT
Lew Val
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Al a

1780
GCTCAGTCTG

GOT GOT GAG
Ala Asp

GTT TTC
Val Fhe Leu Gly Met Fhe

Q30
TTG GTT GAA TCT
Fhe Val Glu Ser

G0

TTG GGT ATG TTC

103G
GTT TTG TTG TTG AGA
Val Leu Leu Leu Arg
1095

GCT GAC CCA
Ala Asp Fro

GET GCT
Ala Ala

1140
TTG
et

CCA
Fro

GAA
Glu
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GTT
Val

1200
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Glu Tyr

AAG
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TTG
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Thr

TCE
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1305

TCT AAG
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TGT
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Gly
13465
TTG TCET GTT GTT
Leu Ser Val Val

TAC
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1410 .
TCT 6GAC AGA GTT
Her Asp Arg Val

ACT
Thr

1470
TCT GCC T1T6
Ser Ala Leu

GAA
Glu

T1C
Fhe
1520

CAC
His

s
Fhe

TTC ACT
Fhe Thr

ACT
Thr

1575
AAG CAA
Lys Gln

ACT
Thr

GCT
Al a

ANG
Lys

16325
ARG GCT
Lys Ala

T1G
L.eu

GAA
(51w

CAA
LGLln

1680
ARG LET
Lys Ala

GALC AAG
Asp Lys

GAC
Asp

1740
CAA GCT GCT
Gln Ala Ala

GCT TET
Ala Ser
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8. abra
A szintetikus HSA-gén behelyezése az expresszids kazettaba
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A deléciok kovetkezményeként a Leu2d-gén leucinauxotrofiat komplementald
hatasa csak akkor érvényesdl, ha a gén, azaz a gént tartaimazé plazmid nagy
képiaszamban van jelen a sejtben.

A klénozasi lépések soran az egyes génszakaszok megfelel( illeszkedését DNS-
szekvenalassal ellendriztlk. (A szekvenalasi munkékban Berecz Erzsébet és
Josvay Katalin [Biotechnika R.T.] voltak segitségemre.) Megallapitottuk, hogy a
pUC18/623P-plazmidban a 623 bp hosszUsagu BamHI - Sall-DNS-szakasz Sall-
restrikcids hasitéhely fel6li végének nukleotidsorrendje a kovetkez6 :

CAAGCAAATT CGAGATTACC AATGTTTAAA TCTGTTGTTIT ATTCAATTIT
AGCCGCTTCT TTGGCCAATG CAGGTACCAT TCCCTTAGGC AAACTAGCCG
ATGTCGAC

Sall

A szekvencia megegyezik az irodalomban kdzolt szekvenciaval (Bajwa és mitsi.,
1984; vO. az 1.1. pontban leirt szekvenciaadatokkal is).

A pUC18* /622P-plazmid relevans szakaszanak szekvenciaanalizise igazolta,
hogy a PHO5-szignalszekvencia N-terminalis végét kddolé DNS-szakasz
atalakitasa sikerrel jart: lasd az 1.2. pontban leirt szekvenciaadatokat.

A pPT2/HSA-2-plazmid HSA-primerrel torténé szekvenciaanalizisekor a
kévetkezd nukleotidsorrendet kaptuk:

TCATGAGAAT AAGAACAACA ACAAATAGAG CAAGCAAATT CGAGATTACC
AATGTTTAAA TCTGTTGTTT ATTCAATTTT AGCCGCTTCT TTGGCCAATG
CGGACGCTCA CAAGT

A szekvencia megfelel a PHO5-promater 3’-végének, a médositott PHOS5-

szignalszekvencianak és az azt kovetd érett HSA elsé aminosavait kddold
nukleotidsorrendnek (v6. az 1.5. pontban leirt szekvenciaval).

2. A HSA-expresszios vektorral transzformalt rekombinans éleszt6
vizsgalata

2.1. A HSA-expresszid kérulményei a rekombinans élesztdsejtekben

A pYHSA-2-HSA-expresszids vektorral transzformalt Saccharomyces cerevisiae
LL20-rekombinans sejtkoldniakat (YHSA221) szelektiv tapoldatban, indukalt
kordlmények kozott ndvesztettiik. Nyolcvan éran keresztll figyeltiik a kdvetkezd
parameéterek alakulasat: sejtdenzitas; a tapoldat pH-janak és inorganikus
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foszfat(Pi)-koncentracidjanak véltozasa; a sejtlizatumok HSA-tartaima
(félkvantitativ ELISA-teszttel meghatarozva).

A 10. dbra mutatja be a mérések eredményeit. A sejtek a kis Pi-koncentraciéjl
YNB-tapoldatban 40-44 éra elteltével érték el a stacionaris ndvekedési fazist.
Ezalatt a tapoldat Pi-koncentraciéja 30 mg/I-rél 2 mg/I-re csdkkent, aminek
kdvetkeztében a PHO5-prométer derepresszalt korilmények kdzé kerdlt, és a
sejtek megkezdték a HSA aktiv szintézisét. A HSA-termel6dés a 60. draban érte el
a maximumat, mely szint tovabbi 12-15 6ran at fennmaradit.

2.2. A HSA-termeld élesztésejtekbdl (YHSA221) izolalt plazmid-DNS vizsgélata

Tovébbi bizonyitékaul annak, hogy a tanulmanyozott transzformans sejtvonalak
valéban tartalmaztak a HSA-expresszids vektort, a rekombinans sejtekbdl izolalt
plazmid-DNS-t agardzgél-elektroforézissel analizaltuk.

A 11. abra bemutatja két rekombinans élesztd sejtvonalban a transzformald
plazmid jelenlétét. A DNS - Hindlll-restrikcids enzimmel kezelve, mely a pYHSA-2-
HSA-expresszids vektorban egyszeri restrikcids hasitast (linearizalast)
eredményez - a megfelel6 8 kbp molekulahossz-tartomanyban jelent meg.

A vizsgalat a transzformald plazmid jelenléte mellett, annak nagy kdpiaszamét is
bizonyitotta, ugyanis csak igy volt lehetséges, hogy a kozvetlendl az
élesztésejtekbdl torténd plazmid-DNS-preparalas agardzgélen lathatd
mennyiségld DNS-mintat eredményezett.

2.3. A HSA-specifikus transzkriptum kimutatasa

A HSA-specifikus mMRNS aktiv transzkripciéjat Northern-blot-analizissel mutattuk
ki.

A Northern-blot eredmeényei (12. dbra) alapjan megallapitottuk, hogy a
rekombinans élesztésejtekben egyetlen foszfatmegvonassal indukalhatd HSA-
specifikus MRNS-transzkriptum keletkezett, melynek hossza 1,9-2,0 kbp, és
amely a foszfatmegvonassal indukalt sejtkultiraban sokkal nagyobb
mennyiségben szintetizalodott.

A Northern-blot-hibridizaciéval kimutatott HSA-specifikus transzkriptum mérete jo
kdzelitésben megegyezett az MRNS szamitott hosszUisagéaval.

2.4. A rekombinans HSA (rHSA) tisztitdsa

A tovabbi vizsgélatok szlikségessé tették egy olyan Uj, laboratériumi szint(i
tisztitasi eljaras kidolgozasat, mely gyakorlatilag tokéletes tisztasagl rHSA-t
eredményez.
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10. abra
A pYHSA-2-HSA- expresszxos vektorral transzformalt rekombinans élesztdsejtek

(YHSA221) HSA-termelésenek vizsgalata

0 6raval jeldltik a PHOS-promoter indukcidjanak idépontjat, amikor az
élesztOkultdrat kis Pi-koncentracidju szelektiv tapoldatba helyeztik at.

0 : sejtnévekedes nagy Pi-koncentraciéjd
YNB + His-tapoldatban
i : sejtnévekedés kis Pi-koncentraciéju

YNB + His-tapoldatban

a HSA aranya az 6sszes sejtfehérjéhez
képest

@



11. abra
YHSA221-éleszt6bdl izolalt DNS tanulmanyozasa agarézgél-elektroforézissel

a, c: két rekombinans sejtvonalbdl tisztitott DNS

b, d: a rekombinans sejtvonalakbdl tisztitott DNS Hindlll-enzimmel torténé
hasitas utan

m: DNS-mélisulymarker (Hindlll-enzimmel emésztett lambda-fag-DNS)

e: nem transzformalt LL20-élesztGsejtekbdl tisztitott DNS

Ip: linearizalt plazmid

kromoszomalis DNS
cirkularis plazmid

00
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12. abra
Northern-blot-analizis

32p_yel jelolt HSA-génszakasz (921 bp, Sall-Xhol szakasz) hibridizalasa YHSA221-
rekombinans élesztésejtekbdl tisztitott mMRNS-hez

(A: adolgozatban nem emlitett expresszids vektorral transzformait,
indukalt sejtekbdl tisztitott mMRNS)

B, C: indukalt YHSA221-sejtvonalakbdl tisztitott mMRNS

D, E: megegyezik B- és C-vel, de a sejttenyésztés indukcid nélkil tortént.
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A modszer a kovetkezd tisztitasi Iépéseket foglalja magéban:
2.4.1. Sejtlizis, fehérjék kicsapasa

2.4.1.1. Rekombinans élesztésejteket ODgnp = 2 eléréseig ndvesztettink L-
YNB-tapoldatban (30 °C, 24 6ra).

2.4.1.2. A sejteket centrifugaltuk (4000 g, 5 perc) és a sejtcsapadékot
tapoldatban (a PHO5-promoter indukcidja).

Inkubalas: 30 °C, erételjes razatassal, 60 ora, ODgqg = 1.8 - 2,0 eléréséig.
2.4.1.3. A sejteket centrifugaltuk (4000 g, 5 perc), kétszer mostuk jéghideg
desztillalt vizzel, majd szuszpendaltuk 80 ml K-foszfat-pufferben (0,1 M K-foszfat;
10 mM 2-merkaptoetanol; 1 M szorbitol; pH 5,4)

2.4.1.4. Az elegyhez 2% B-glukuronidazt adtunk.

Inkubalas: 30 °C, enyhe razatassal, 40 perc.

2.4.1.5. A sejteket centrifugaltuk (5000 g, 10 perc), kétszer mostuk 1 M
szorbitollal, majd szuszpendaltuk 40 ml Triton X-100-oldatban (0,1% Triton X-100;
0,1 mM PMSF; 500 mM NaCl; 20 mM Trisz-HCI; pH 7).

2.4.1.6. A szuszpenzidhoz adtunk 10 ml Gveggy6ngy-szuszpenziot (atmérd:

0,4 mm; Sigma) és erbteljesen kevertettlk (Vortex) 3 percig.

2.4.1.7. A sejttérmeléket centrifugalassal eltavolitottuk (10000 g, 10 perc, 4 °C).
2.4.1.8. A fellliszébdl a Triton X-100-at Bio-Beads SM-2-gyanta (BIO-RAD)
segitségével tavolitottuk el (Holoway, 1973), az abszorbenset pedig Whatman
GF-A-Uvegsz(rdn keresztll torténd szliréssel tavolitottuk el.

2.4.1.9. Az oldat pH-jat 5-re allitottuk 1 M HCI hozzaadasaval, és a fehérjéket
ammonium-szulfattal kicsaptuk (a proteinek 60%-os telitettségnél csapodtak ki).
2.4.1.10. A fehérjecsapadékot centrifugaltuk (4500 g, 30 perc, 4 °C) és feloldottuk
50 ml 20 mM Trisz-HClI-oldatban (pH 7).

2.4.2. Differencialt frakcionalas

2.4.2.1. Az oldatot lesz(irtik és 0,8 x 8 cm-es Blue Sepharose CL-6B-oszlopra
(Pharmacia) vittlk fel, melyet el6z6leg ATE-oldattal (20 mM ammodnium-szulfat; 20
mM Trisz-HCI [pH 7]; 0,5 mM EDTA; 5 mM DTT) equlibraltunk.

2.4.2.2. Az oszlopot ATE-oldattal (50 ml-es adagokban), majd kis ammdnium-
szulfat-koncentracioju Na-foszfat-oldattal (50 mM Na-foszfat [pH 7]; 0,1 M
ammonium-szulfat) mostuk at.

2.4.2.3. Az oszlophoz szorosan kétédo fehérjefrakciot, mely az rHSA-t is
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Na-foszfat [pH 7]; 1,7 M ammaonium-szulfat) elualtuk.
2.4.3. Fast performance liquid chromatography (FPLC)

2.4.3.1. Az eludlt frakciot kézvetlendl Alkil Superose HR 5/5 FPLC-oszlopra vittik
(Pharmacia, 8 mg fehérje megkdtésére képes).

v L

« L s

mostuk, majd az oszlophoz kétédé fehérjéket csdkkend koncentracidju
ammonium-szulfat-oldattal elualtuk.

Ugy tlint, hogy az 1,2-1,0 M koncentracidtartomanyban elualédé fakciok
tartalmazzak az rHSA-t, ugyanis a kontroll (szérum) HSA ezen tartomanyban
elualddott az oszloprol.

2.4.4. Immunaffinitas-kromatografia

2.4.4.1. A frakciokat egy éjszakan keresztll dializaltuk PBS-sel szemben, majd a
feltehet8en rHSA-t tartalmazé mintat 0,5 x 4 cm-es immunaffinitas-kromatogréfia-
oszlopra vittik fel, mely hosszulancu CPG-500-alkilamin-matrixhoz kovalensen
kotott anti-HSA-immunoglobulint tartalmazott.

2.4.4.2. Az oszlopot 0,5 M NaCl-ot és 0,05% Nonidet P-40-et (pH 8,2; Sigma)
tartalmazd PBS-pufferoldattal mostuk, majd az oszlophoz k6t6dd rHSA-t
citromsav-oldattal (50 mM; pH 2,8) elualtuk az oszloprdél (13. abra).

2.4.4.3. Az eluatumot ultrasz(réssel 0,5 ml-re tdményitettlk.

2.4.4.4. A puffert desztillalt vizre cseréltiik 0,6 x 25 cm-es Sephadex G-
25(medium)-oszlopon.

2.4.4.5. Az anyagot fagyasztva szaritassal teliesen betoményitettik.

(A tisztitas soran a 4 | tapoldatbdl nyerheté rHSA mennyisége hozzavetSlegesen
12 mg volt. A kisérletek ezen elsd szakaszaban célunk nem a mennyiségi
termelés és pontos meghatarozas volt, hanem annak bizonyitasa, hogy
rendszerlnk képes autentikus HSA-t termelni.) (A tisztitasi eljaras kidolgozasaban
és a tisztitasi lépések kivitelezésében Niemi Hannu [Biotechnika R.T.] is részt
vett.)

2.5. A tisztitott rHSA molekuléris analizise

2.5.1. MdlIsllymeghatarozas SDS-poliakrilamidgél-elektroforézissel

A rekombinans éleszt8sejtek lizatumabdl tisztitott rHSA elektroforetikus képét
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13. abra
Az rHSA tisztitdsakor alkalmazott immunaffinitas-kromatografia soran kapott
frakciok:

1. frakcid: az oszlophoz nem kétédé anyagok
2. frakcié: az oszlophoz ligos pH-tartomanyban (pH 8.2) kétédé rHSA
eludlasa. ' _
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mutatja be a 14. abra.

A tisztitds soran nyert egyetlen fehérje a 67 kD mdlsulytartomanyban futott (14.C),
mely érték azonos a természetes HSA molekulasulyaval (14.B). Ez a 67 kD-os
protein megtalalhat6 a Blue Sepharose CL-6B-oszloprdl elualédé mintaban (14.A;
az abran nyil mutatja), és nincs jelen a nem transzformalt, kontroll élesztésejtek
extraktumaban (nincs bemutatva).

2.5.2. A tisztitott rHSA immuno(Western)-blot-analizise

A 15. abran demonstralt Western-blot-analizis soran SDS-PAGE-mddszerrel
molsuly szerint elvalasztott, majd nitrocelluldz-filterre atvitt rekombinans
fehérjemintak tisztitdsa megegyezik a 2.4. pontban leirtakkal, de a sejtfeltaras
kétféle mddon tortént: az Gveggyongyods razatassal parhuzamosan ismételt
ultrahangos kezelést is kiprébaltunk. A kapott immuno-blot-mintazat tovabb
erGsitette azt a feltételezéslinket, hogy a rekombinans sejtek altal termelt fehérjék
kozott a rekombinans HSA is megtalalhatd, hiszen a sejtekbdl tisztitott fehérjék
(15.A, 15.B) a természetes HSA-val (15.C) azonos immunoldgiai reakciét adtak, a
természetes HSA-val megegyezd moélsulytartomanyban. Az ultrahangos
sejtfeltarassal készitett sejtlizatumbal tisztitott mintaban (15.B) egy kis
mennyiségd, kb. 70 kD mdlsulyl immunreaktiv fehérjecsik is megjelent. Ezt azzal
magyaraztuk, hogy az ultrahangos kezelés sokkal alaposabb feltarast
eredményezett, mint az Gveggydngy0s eljaras, és mig az utdbbi esetben
elsésorban a periplazmatikus térbe szekretalt érett fehérjék szabadultak fel, addig
az elébbiben a sejtek teljes beltartalma kiszabadult, amely hasitatlan (éretlen)
HSA-t is tartalmazott.

A 16. abran lathaté Western-blot-analizis érdekessége, hogy a 2.4. pontban
leirtaknak megfelelden tisztitott rHSA anti-HBsAg-szérummal adott
keresztreakcidjat is bemutatja. Megallapitottuk, hogy a rekombinans HSA csak
anti-HSA-szérummal reagalt, mégpedig a megfeleld, 67 kD mélsulytartomanyban
(16.B), tovabba, hogy az anti-HSA-szérum nem reagalt a Saccharomyces
cerevisiae élesztd altal termelt rekombinans Hepatitis-B felszini antigénnel
(HBsAg; 16.C), tehat ellenanyagunk HSA-specifikus volt.

2.5.3. A rekombinans HSA lézerdenzitométeres vizsgalata

A rekombinans élesztdsejtekbdl a 2.4. pontban leirtak szerint tisztitott fehérjét
természetes HSA-val parhuzamosan cianogén-bromid-hasitasnak, majd a hasitott
fehérjéket lézerdenzitométeres vizsgalatnak vetettlik ala. A 17. abra mutatja be a
vizsgéalatok eredményét. A cianogén-bromid-kezelés a rekombinans fehérjét és a
kontroll HSA-t azonos mdlsulyu fehérjefragmensekre hasitotta (17.C, 17.D). A



14. abra
YHSA221-rekombinans élesztbseijtekbdl tisztitott fehérjék SDS-poliakrilamidgél-
elektroforézise

A: az rHSA tisztitdsa soran a Blue Sepharose CL-6B-o0szlophoz két6dé
fehérjék

B: kontroll (természetes) HSA

C: az A-bdl Alkyl Superose HR 5/5-kromatogréfiaval és az azt kovetd
immunaffinitas-kromatografiaval tisztitott fehérje.



15. abra
YHSA221-rekombinans élesztésejtek lizatumabdl tisztitott rHSA

immuno(Western)-blot-analizise

A: Gveggydngyds feltarassal nyert sejtlizatumbdl tisztitott rHSA
B: ismetelt ultrahangos feltarassal készitett sejtlizatumbal tisztitott rHSA

C: kontroll (természetes) HSA
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16. abra
rHSA és rHBsAg immuno(Western)-blot-analizise

A: rHBsAg - anti-HBsAg reakcio

B: rHSA - anti-HSA reakcio
C:rHBsAg - anti-HSA keresztreakcio
D: rHSA - anti-HBsAg keresztreakcio
M:fehérje-mdlsulymarker
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17. abra
YHSA221-rekombinans sejtekbdl tisztitott rHSA analizise

fels abra:

A:  kontroll (természetes) HSA SDS-poliakrilamidgeél-elektroforézise

B: tisztitott rHSA SDS-poliakrilamidgél-elektroforezise

C, D: az A és B mintak cianogén bromid-hasitas utani SDS-poliakrilamidgél-
elektroforézise

als6 abra:
C, D: a fels6 abran lathatd C és D mintak lézerdenzitométeres vizsgalati
eredmeénye
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hasitott fehérjék Iézerdenzitométeres vizsgalata is azt mutatta, hogy a két
fehérjeminta kozotti klldnbségek csupan mennyiségi jellegliek.

A vizsgalatok elvégzésében Niemi Hannu (Biotechnika R.T.) és Sods Jozsef
(SZBK, Biofizikai Intézet) voltak segitségemre.

2.5.4.A rekombinans HSA N-terminalis szekvenciaanalizise

A Skandigen (Stockholm) altal laboratériumunkon kivil elvégzett N-terminalis
fehérjeszekvencia-analizis bizonyitotta, hogy az rHSA N-terminalisanak
aminosavszekvenciaja azonos a vérbdl tisztitott HSA megfeleld
aminosavszekvencigjaval.

A felsorakoztatott vizsgalati eredmények mindegyike a rekombinans sejtek
lizatumaira ill. a bel8llk tisztitott fehérjékre vonatkozik. Ennek oka, hogy a
rekombinans sejtek fellliszdjabdl semmilyen mddszerrel nem sikerGlt rHSA-t
kimutatnunk. Tehat expresszids rendszeriink nem volt képes a rekombinans
HSA-t a tapoldatba juttatni. Ezért szikségessé valt egy olyan konstrukciéd
kialakitasa, mely biztositotta a HSA hatékonyabb expresszibjat és a tapoldatba

P4

3. Hatékonyabb HSA-expresszios kazetta kialakitasa, mely a GAPDH-
promaotert és a pre-pro-HSA-leader-szekvenciat is tartalmazza

3.1. A GAPDH-prométer klbnozasa

A GAPDH-promoter pUC8-vektorban - Hindlll- és BamHI-restrikcios hasitohely
kozott elhelyezkedve - allt rendelkezéslinkre (Bitter és Egan, 1984). A Hindlll-
hasitdhely mellett a vektor tartaimazott egy Pstl-hasitdhelyet, melyet a tovabbi
klénozasi Iépések érdekében eltavolitottunk (Pstl-hasitas, Poll K-kezelés, ligalas).
Az igy médositott plazmid: pUC8” /GAPDH.

A promoétert a késdbbi kiénozasi Iépések elvégzéséhez a pJRD184-vektorba
(Heuterspreute és mtsi., 1987) is beépitettik, Hindlll- és BamHI-hasitdhely kdze.
igy kaptuk a pJRD184/GAPDH-plazmidot.

3.2. A szintetikus pre-pro-HSA-leader-szekvencia tervezése két valtozatban

A természetes pre-pro-HSA-ban a leader-peptid két utols6 aminosava: Arg-Arg
(R-R; 18. abra). A szintetikus génszakasz, mely a pre-pro-leadert kodolja, két



AGGATGTCTTCTGGCAATTTCATATAAGTATTTTITCAAAAATGTCTCTTCTGTCAACCCCACGCC TTTGGC

(Prepro) '
Met Lys Trp Yal Thr Phe Ile Ser Leu Leu Phe Leu Phe Ser Ser Ala Tyr Ser Arg Gly Yal Phe Arg Arg
ACA ATG AAG TGG GIA ACC TIT ATT 1CC CTT CIT TIT CIC TTT AGC TCG GCT TAT TCC AGG GGT GTG TTT CGT CGA

1(Mature) ) -
Asp Ala Kis Lys Ser Glu Ya) Ala His Arg Phe Lys Asp Leu Gly. Glu Glu Asn Phe Lys Ala Leu Yal Leu Ile

GAT GCA CAC AAG AGT GAG GTT GCT CAT CGG TTT AAA GAT TTG GGA GAA GAA AAT TTC AAA GCC TTG GTG TTG ATT
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Asp His Yal Lys Leu Yal Asn Glu Val Thr Glu Phe Ala

.Ala Phe Als GIn Tyr Leu Gln GIn Cys Pro Phe Glu
CAT GTA AAA TTA GTG AAT GAA GTA ACT GAA TTT GCA

GCC TTT GCT CAG TAT CTT, CAG CAG TGT CCA TTT GAA GAT

Thr Leu Phe Gly Asp Lys Leu Cys
GAC AAA TTA TGC

: s 3 100
Thr Yal Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Mct Ala Asp Cys Cys Ala Lys Gln Glu Pro Glu Arx Asn Glu
ACA GTT GCA ACT CIT CGY GAA ACC TAT GGT GAA ATG GCT GAC TGC TGT GCA AAA CAA GAA CCT GAG AGA AAT GAA

Lys Thr. Cys Yal Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp lys Ser Leu His
AAA ACA TGT GTA GCT GAT GAG TCA GCT GAA AAT TGT GAC AAA TCA CTT CAT ACC CTT TTT GGA

Cys Phe Leu Gln His Lys Asp Asp Asn Pro Asn Leu Pro Arg Leu Ya) Arg Pro Glu Yal Asp Yal Het Cys Thr
T1GC TTC TTG CAA CAC AAA GAT GAC AAC CCA MC'CIC CCC CGA TTG GTG AGA CCA GAG GTT GAT GTG ATG TGC ACT
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. Ala Phe His Asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu Ilc Ala Arg Arg His Pro Tyr Phe Tyr
GCT TTT CAT GAC AAT GAA GAG ACA TTT TIG AAA AAA TAC TTA TAT GAA AT1 GCC AGA AGA CAT CCT TAC TTT TAT
Ala Pro Glu Leu Leu Phe Phe Ala Lys Arg Tyr Lys Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys Gin Ala Ala A<p Lys Ala
GCC CCG GAA CTC CTT TTC ITT GCT AAA AGG TAT AAA GCT GCT TTT ACA GAA TGT TGC EA_A GCT GCT GAT AAA GCT

2n0

Ala Cys Leu Ley Pro Lys Leu Asp Glu Leu Ar? Asp Glu @1 kxx Ala Ser Seor Alg Lys Oin Arx Leu Lys Cyx
GCC TGC CTG T1G CCA AAG CIC GAT GAA CTT cGli GAT GAA GG aq GCI|ICG TCT GCC AAA CAG AGA (TC AAA IGT

Ala Ser Leu Gln Lys Phe Gly Glu Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ala Yal Ala Arg Leu Ser Gin Arg Phe Pro Lys
GCC AGT CTC CAA AAA TTT GGA GAA AGA GCT FIC AAA GCA TGG GCA GTG GCT CGC CTG AGC CAG AGA TTT CCC AAA
' 250

Ala Glu Phe Ala Glu Yal Ser Lys Leu Yal Thr Asp Leu Thr Lys Yal His Thr Glu Cys Cys His Gly Asp Leu
GCT GAG TTT GCA GAA GIT TCC AAG TTA GTG ACA GAT CTT ACC AAA GIC CAC ACG GAA TGC TGC CAT GGA GAT CT6
Leru Glu Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr [le Cys Glu Asn Gin Asp Ser 1le Ser Ser Lys Leu
CTT GAA TGT GCT GAT GAC AGG GCG GAC CIT GCC AAG TAT AIC TGT GAA AAT CAG GAT TCG ATC 1CC AGT AAA CTG
' Joo

Lys Glu Cys Cys Glu Lys Pro Len Leu Glu Lys Ser His Cys 11¢ Ala Glu Ya) Glu Asn Asp Glu Met Pro Ala
MG GAA TGC TGT GAA AAA CCT CIG TTG GAA AAA 1CC CAC TGUC ATT GCC GAA GIG GAA AAT GAT GAG ATG CCI GCT
Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Asp Phe Yal Glu Ser Lys Asp Yal Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala Lys Asp Yal
GAC TTG cCr ICA TIA GCT GCT GAT TTT GTT GAA AGT AAG GAT GTT IGC AAA AAC TAT GCT GAG GCA AAG GAT GTC

) 350
Phe Leu Gly Met Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro Asp Tyr Ser Yal Yal Leu Leu Leu Aa Leu Ala
TIC CTG GGC ATG TTI TIG TAT GAA TAT GCA AGA AGG CAT CCT GAT TAC TCT GTC GIG CIG CTG CTG AGA CYT GCC

Lys Thr Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala Asp Pro Hfs Glu Cys Tyr Ala Lys Ya) Phe Asp
AAG'ACA TAT GAA ACC ACT CTA GAG AAG TGC TGT GCC GCT GCA GAT CCT CAT GAA TGC TAT GCC AAA GTG TTC GAT

- 400

* Glu Phe Lys Pro Leu Yal Glu Glu Pro GIn Asn Leu~lle Lys Gln Asn Cys Glu Leu Phe Lys GIn Lru Gly Glu
GAA TTT AAA CCT CTT GIG GAA GAG CCT CAG AAT TTA ATC AAA CAA AAC TGT GAG CTT TTT _Q_A_l- CAG CT1T GGA GAG -

Tyr Lys Phe Gln Asn Ala Leu Leu Yal Arg Tyr Thr Lys Lys Yal Pra GIn Yal Ser Thr Pro Thr Leu Yal Glu

TAC AAA TTC CAG AAT GCG CTA TTA GTT CGT TAC ACC AAG AAA GTA CCC CAA GTG TCA ACT CCA ACT CIT GTA GAG
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Yal Ser Arg Asn Leu Gly Lys Yal Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala Glu
GIC TCA AGA AAC CTA GGA AAA GTG GGL AGC AAA TGT TGT AAA CAT CCT GAA GCA AAA AGA ATG CCC TGT GCA GAA

Asp Tyr Leu Ser Val Val Leu Asn Gln Leu Cys Yal Leu Mis Glu Lys Thr Pro Yal Ser Asp Arg Yal Thr Lys
GAC TAT CTA TCC GTG GTIC CTG AAC CAG TIA 1GI GTG TT1G CAT GAG AAA ACG CCA GTA AGT GAC AGA GTC ACA AAA
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Gluy Ser Leu Yal Asn Arg Ar} Pro Cys Phe Ser Ala Leu Glu Yal Asp Glu Thr Tyr Yal Pro Lys
CG

Cys Cys Thr
CCA TGC TIT TCA GCT CTG GAA GTC GAT GAA ACA TAC GTT CCC AAA

TGC TGC ACA GAG TCC 116G GIG AAC AGG

Glu Phe Asn Ala Glu Thr Phe Thr Phe His Ala Asp, lle Cys Thr Leu Ser Glu Lys Glu Arg GIn Ile Lys Lys
GAG TTT AAT GCT GAA ACA TTC ACC TTC CAT GCII.GM'AIA 1GC ACA CIT ICT GAG AAG GAG AGA CAA ATC AAG AMA

£50

GIn Thr Ala Leu Yal Glu Leu Yal Lys liis Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu G'n Ley Lys Ala Yal Met Asp Asp
CAA ACT GCA CIT GIT GAG CTI GTG AAA CAC AAG CCC AAG GCA ALA AAA GAG CAA CTG AAA GCT GTT ATG GAT GAT

Phe Ala Ala Phe Yal Glu Lys Cys Cys Lys Ala Asp Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala Glu Glu Gly Lys Lys leu
TIC GCA GCT TTT GTA GAG AAG TGU TGC AAG GCT GAC GAT AAG GAG ACC TGC 111 GCC GAG GAG GGT AAA AAA (CT1

Yal Ala Ala Ser Gln Ala Ala Leu Gly Leu End
GIT GCT GCA AGT CAA GCT GCC TTA GGC TTA TAA CATCTACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAA

GATCAAAAGCTTATTCATCTGTTTTCTTITTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTG TCTAAMAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTICTCT
GTGCTTCAATTAATAAMAAATGGAAAGAATCTAATAGAGTGGTACAGCACTGTTATTTTTCAAGATGTGTTGCTATCCTGAAAATICTGTAGGTTCTG
. TGGAAGTTCCAGTGTTCTCTCTTATTCCACTTCGG TAGAGGATTTCTAGTTTCTGTGGGC TAATTAAATAAATCACTAATAGTCTTCTAAGTT Poly(A)

18. abra )
A természetes HSA cDNS-ének nukleotidszekvencidja és a human

szérumalbumin aminosavsorrendje (Lawn és mtsi., 1981)
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valtozatban készllt el: az egyik a természetes pre-pro-HSA-leadernek felel meg,
mig a masik variaciéban a két utolsé aminosav Lys-Arg (K-R). Ez utébbi valtozat
kialakitasat azért tartottuk érdekesnek, mert az éleszté KEX2-endopeptidaza e két
aminosav utan hasitja le a pre-pro-a-faktor leader-szekvencigjat. (Az a-faktor az
éleszt6 13 aminosavbdl allé parosodasi feromonja [Kurjan és Herskowitz, 1982].)
A leaderek szekvencigja a kdvetkezé:

Met Lys Trp Val Thr Phe

GATCAA AAA CAC TAA AAT ATAATCAAA ATG AAG TGG GTT ACT TTC

TT" FIT B BTT TER T s tuswoms iy ftems s By s sy sooes
BamHI°-vég

lle Ser Leu Leu Phe Leu Phe Ser Ser Ala Tyr Ser Arg
ATC TCT TTG TTG TTC TTG TTC TCT TCT GCT TAC TCT AGA

............................................................................................ AGA TCT
Xbal
Gly Val Phe Arg Arg
GGT GTT TTC RR-valtozat: AGG AGG
CCA CAA AAG TCC TCC
Tompa vég
Lys Arg
KR-valtozat: AAG AGGCCT G
TTC TCCGGA CTT AA
Stul EcoRl-vég

Az ATG-kodontdl 5'-iranyban elhelyezkedd 27 nukleotid hosszlsagu szakasz a
GAPDH-promoéter hianyzé 3’-végét hivatott pétolni. Tervezésekor a legerésebb
élesztdpromaoterek nukleotidsorrendijét vettiik figyelembe.

A pre-pro-HSA-t kddold szekvenciaban az aminosavsorrend azonos a
természetessel, de a kodonhasznalat az élesztére jellemzé (vo. 18. dbraval).

(A szintetikus pre-pro-HSA leader-szekvenciakat Rakhely Gabor [Biotechnika
R.T.] allitotta el kémiai DNS-szintézissel.)

3.3. A GAPDH-promoter és a szintetikus pre-pro-HSA-leader fuzidja

A pUCB*/GAPDH-pIazmidba épitettlik be a szintetikus leader KR-valtozatat.
BamHI- és EcoRl-hasitassal a duplaszall szintetikus szakasz szamara megfelel
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ragados végek keletkeztek. A ligalas a pGpreproKR-plazmidot (19. abra)
eredményezte, amelyben a BamHI-hasitdhely nem alakult vissza.

Az RR-valtozatot a pJRD184/GAPDH-plazmidba illesztettlik, BamHI- és Stul-
hasitéhely k6zé, a pGpreproRR-plazmidot (19. dbra) kapva eredményl. (A
BamHiI-hasitohely itt sem alakult vissza.)

3.4. A HSA-expresszios kazetta telies felépitése

A pGB3-229TK"-plazmidba - Pstl-hasitdhelyének eltavolitasa utan - Hindlll- és
Sacl-hasitéhely kozé beillesztettilk a pUC19/HSA-bdIl Hindlll- és Sacl-restrikcids
enzimmel kivagott HSA-génszakaszt. Ennek eredménye a pHSA-T-plazmid

(20. abra).

A HSA-expresszids kazettat a KR-konstrukcid esetében gy tettlk teliessé, hogy
a GAPDH-promoter/szintetikus leader-szakaszt (melyet a pGpreproKR-bdl
Hindlll- és Stul-restrikciés endonukleéazzal vagtunk ki) a pHSA-T-plazmidba, a
HSA-gén elé helyeztik a Hindlll- és Pstl(tompa)-hasitéhely kdzé. A késdbbi
klénozasi lépések kivitelezéséhez a Hindlll-hasitéhelyet BamHI-hasitdhelyre
cseréltlk ki. Az igy keletkezett plazmid: pGpreproHSA KR (21. abra).

Az RR-valtozat esetében a pGpreproRR-plazmidba, a promoter/leader-fizid
mogeé épitettik be (a Stul- és Xhol-hasitdhelyet felhasznalva) a pHSA-T-bdl

- Pstl(tompa)- és Xhol-hasitassal - szarmazd HSA-gén/HIS3-terminator-régiét. A
Hindlll-hasitohely helyére itt is BamHI-hasitohely kerdlt. Az igy kapott
pGpreproHSA RR-plazmidban (21. abra), csakugy, mint a pGpreproHSA KR-ben
is, az illeszkedéseket és a szintetikus leader nukleotidsorrendjét DNS-
szekvenalassal ellendriztlk.

A szintetikus pre-pro-HSA leader-szekvenciak nukleotidsorrendijét, valamint
illeszkedésiiket a GAPDH-prométer 3’-végéhez az M13-fag-klbnozdrendszer
(Yanisch-Perron és mtsi., 1985) segitségével ellendriztik.

A KR-valtozat szekvenciaanalizisekor kapott nukleotidsorrend:

TTCTACTTTT ATAGTTAGTC TTTTTTTTAG TTTTAAAACA CCAAGAACTT
AGTTTCGACG GATCAAAAAC ACTAAAATAT AATCAAAATG AAGTGGGTTA
CTTTCATCTC TTTGTTGTTC TTGTTCTCTT CTGCTTACTC TAGAGGTGTT
TTCAAGAGGC CCT

Az RR-valtozatban kapott nukleotidsorrend:
TTCTACTTTT ATAGTTAGTC TTTTTTITAG TTTTAAAACA CCAAGAACTT

AGTTTCGACG GATCAAAAAC ACTAAAATAT AATCAAAATG AAGTGGGTTA
CTTTCATCTC TTTGTTGTTC TTGTTCTCTT CTGCTTACTC T
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19. abra

A GAPDH-promotert és a szintetikus pre-pro-HSA-leader-szekvenciat
tartalmazo plazmidok térképe
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20. abra

A szintetikus HSA-gén és a HIS3-gén transzkripcids terminétor-génszakaszanak
Osszeillesztése ‘



21. abra
A telies HSA-expresszids kazettat hordozd plazmidok térképe
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A leolvasott szekvenciakban azonositottuk a hianyos GAPDH-promoter (Bitter és
Egan, 1984) 3’-végét és az azt kovetd szintetikus leader-szekvencidk megfeleld
nukleotidsorrendijét (v6. a 3.2. pont szekvenciaadataival).

A szintetikus HSA-primer segitségével ellendriztik az expresszids kazettakban a
GAPDH-promoter, a szintetikus pre-pro-HSA leader-szekvencidk és a szintetikus
HSA-gén illeszkedését:

KR-valtozat:

TTCTACTTTT ATAGTTAGTC TTTTTTTTAG TTTTAAAACA CCAAGAACTT
AGTTTCGACG GATCAAAAAC ACTAAAATAT AATCAAAATG AAGTGGGTTA
CTTTCATCTC TTTGTTGTTC TTGTTCTCTT CTGCTTACTC TAGAGGTGTT
TTCAAGAGGG ACGCTCACA

RR-valtozat:

TTCTACTTTT ATAGTTAGTC TTTTTTTTAG TTTTAAAACA CCAAGAACTT
AGTTTCGACG GATCAAAAAC ACTAAAATAT AATCAAAATG AAGTGGGTTA
CTTTCATCTC TTTGTTGTTC TTGTTCTCTT CTGCTTACTC TAGAGGTGTT
TTCAGGAGGG ACGCTCACA

A nukleotidsorrend mindkét kazetta esetében megegyezett a tervezett
nukleotidszekvenciaval (vo. a 3.2. pont szekvenciaadataival).

A fenti HSA-expresszids plazmidokkal parhuzamosan Lukacsovits Tamas és
Boros Imre kdzrem(ikodésével (SZBK Biokémiai Intézet) mind a KR-, mind az RR-
konstrukcié esetében olyan valtozat is kész(lt, melyben a HIS3-terminator helyett
a GAPDH-gén terminator régidja szerepel. A konstrukciok tobbi részlete
megegyezik a fenti, abrakkal is illusztralt plazmidokkal, azzal a megszoritassal,
hogy a tovébbi épitkezéshez a GAPDH-promoter elejére Xhol-hasitohelyet kellett
beépiteni, a GAPDH-terminator végén ugyanis BamHI-hasitohely van.

3.5. HSA-t expresszald ingazoéplazmidok kialakitasa

A GAPDH-prométert és a pre-pro-HSA-leader-t tartalmazo6 expresszids kazetta
négy valtozatban készUlt el (22. abra):



Xbal

Sall Xbal Apal - Xhol
l l l
Qe
2 prépro¥ HSA T
GAPDH HSA KR HIS3
Sall Xbal Apal Xhol
b. 0 * 3 Y
P prepro- HSA T
GAPDH HSA RR HIS3
Xbal
Xhol ATG iall XFG! ATGI BamH |
| .
Co v/
P prepro- HSA T
GAPDH HSA KR GAPDH
Sall Xbal Afal BamH |
|
d. N NN
P prepro- HSA i
GAPDH HSA” RR GAPDH
22. abra

A GAPDH-prométert és a szintetikus pre-pro-HSA-leader-szekvenciakat
tartalmazo HSA-expresszios kazettak :
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"a":  GAPDH-promoter pre-pro-HSA- HSA-gén HIS3-
leader-KR teminator

"b":  GAPDH-promoter pre-pro-HSA- HSA-gén HIS3-
leader-RR terminator

"c": GAPDH-prombter | pre-pro-HSA- HSA-gén GAPDH-

“ leader-KR terminator

"d": GAPDH-promoter pre-pro-HSA- HSA-gén GAPDH-

leader-RR terminator

A kazettakat kétféle ingazdvektorba illesztettik be (23. abra). A két vektor
alapvet6 kilonbsége, hogy mig az Yp88 az éleszté 2um-es plazmidjabdl csak a
replikacids origdt, addig az YRp2B a teljes 2um-es plazmidot (annak B formajat)
tartalmazza. Ez az YRp2B-plazmidot - a kazetta behelyezése utan is - alkalmassa
~ teszi arra, hogy cir*-éleszt6torzsekbe transzformaljuk, melyek maguk nem
tartalmaznak 2um-es plazmidot. igy az expresszios plazmidnak nincs
"versenytarsa" és a plazmidok kozotti intracellularis rekombinacio kizart.
A kazettékat a kdvetkez( variacidkban épitettik be a vektorokba (24. abra):

YRp2B (BamHI - Sall) + "b" kazetta (pre-pro-HSA-RR; HIS3-terminator) =
= YRp2B/PGppRRHSA-HIST

+ "c" kazetta (pre-pro-HSA-KR; GAPDH-terminator) =
= YRp2B/PGppKRHSA-GAP

+ "d" kazetta (pre-pro-HSA-RR; GAPDH-terminator) =
= YRp2B/PGppRRHSA-GAPy

Yp88 (BamHI - Xhol) + "c"kazetta (pre-pro-HSA-KR; GAPDH-terminator) =
= Yp88/PGppKRHSA-GAPT

Az expresszios kazettakat minden esetben BamHI- és Xhol-restrikcids enzimmel

vagtuk ki.
(Az "a"-kazettat nem épitettiik be ingézdvektorba.)



Nael

23. abra
A HSA-expresszios kazettak befogadasara alkalmazott ingazévektorok
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24, abra
A GAPDH-prométert és a szintetikus pre-pro-HSA-leader-szekvenciakat tartalmazé HSA-expresszids kazettak beépitése ingazévektorokba
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4. A GAPDH-promatert és a pre-pro-HSA-leadert tartalmazé expresszids
vektorokkal transzformalt rekombinans éleszték vizsgalata

4.1. Eleszt6transzformalasok: HSA-termeld torzsek létrehozasa

Az expresszids vektorok bevitelét el6szér Saccharomyces cerevisiae éleszté
LL20-térzsébe kiséreltik meg, leucinszelekciét alkalmazva.

A 25. abra rekombinans élesztdsejtek szelektiv YNB-tapoldatban megfigyelhetd
szaporodasat mutatja be egy PHO5-prométert (pYHSA-2) és egy GAPDH-
prométert tartalmazd konstukcié (Yp88/PGppKRHSA-GAPT) esetében. A
GAPDH-promoter altal biztositott erés konstitutiv expresszidé mellett a
rekombinans sejtek alig néttek. A sejtszuszpenzié fénymikroszképos
vizsgalatakor nagyaranyu sejthalélozast figyeltink meg. Egyaltalan nem néttek ki
sejtkoldniak, amikor a szuszpenziét szelektiv taptalaj fellletére szélesztettik. A
plazmidokat a j6l transzformalhatd, jél szaporodd, életképes DBY746-tdrzsbe
transzformalva is azonos eredményeket kaptunk.

Ures (expresszids kazettat nem tartalmazo) vektorokkal transzformalt
élesztGsejtek minden esetben egészségesen szaporodtak.

A fenti eredményekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy erés konstitutiv promoter
esetében nem alkalmazhaté a leucinszelekcié. Ezért attértiink az
uracilszelekcidra, mellyel - mint azt az aldbbiakban latni fogjuk - sokkal biztatébb
eredményeket kaptunk. (A kisérletek kivitelezésében Glatz Attila [Biotechnika
R.T.] volt segitségemre.

Azokat a HSA-expresszids vektorokat, melyek a teljes 2um-es plazmidot
tartalmazzak az YNG452-t6rzsbe (cir®), mig a 2um-es plazmidnak csak az ori-jat
hordoz6t a DBY746-térzsbe (cir T) transzforméltuk. A YRp2B/PGppKRHSA-
GAPT-plazmidot az YNG452-t6rzs mellett a DBY746-tdrzsbe is betranszformaltuk.
A tovabbiakban minden esetben uracilszelekciét alkalmaztunk.

Osszefoglalva, a kdvetkezd transzformalasokat hajtottuk végre:

DBY746 + Yp88/PGppKRHSA-GAPy (1)
YRp2B/PGppKRHSA-GAPy @)

YNG452 + YRp2B/PGppKRHSA-GAPy (3)
YRp2B/PGppRRHSA-GAP 4)
YRP2B/PGppRRHSA-HIST (5)
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25. abra
Konstitutiv és represszélhatd HSA-expresszids vektorokkal transzformalt LL20-
élesztdsejtek ndvekedese leucin-szelekcid alkalmazasakor

O :  PYHSA-2-vel transzformalt rekombinans
sejtek szaporodasa (nagy Pi-
koncentracioju szelektiv tapoldatban)

.y . Yp88/pGppKRHSA-GAPT-vel (er6s
konstitutiv prométer) tanszformalt
rekombinans sejtek szaporodasa

3 . pJDB207-tel ("Ures" vektor) transzformalt
rekombinans sejtek szaporodasa



58

4.2. HSA-expresszid vizsgalata sejtfeltiliszékban

Razatott folyadéktenyészetekben - a sejtek felliliszdjaban - vizsgaltuk a szekretalt
rekombinans HSA mennyiségét. Félkvantitativ ELISA-teszttel a kbvetkez8
expresszids szinteket mértik a legjobban termelé izolatumokban (expresszids
szinten azt a szekretalt fehérjemennyiséget értjik, mely az adott génrdl
szintetizalddik, és autentikus fehérjekimutatasi médszerrel - esetiinkben
félkvantitativ ELISA-teszttel - meghatarozhatd):

mg/I HSA
(1): 1,2
(2): 1,0
3): 4,2
4): 2,2
(5): 5.9

Meg kell jegyeznlnk, hogy az eredmények elég nagy szérast mutattak az egyes
izolatumok kozott.

Ugyanazt az expresszids vektort (YRp2B/PGppKRHSA-GAPT) a DBY746(cirt)-
térzsbe, ill. az YNG452(cir®)-tdérzsbe transzformalva, az utébbi esetben joval
magasabb HSA-expresszios szintet mértlnk [vo. (2) és (3)].

Egy tovabbi vizsgalat is alatdmasztotta ezt a megfigyelésiinket. A (2) és (3)
rekombinans térzseket parhuzamosan tenyésztettlik laboratériumi fermentorban,
azonos korulmények kozott. A fermentéaciod soran a kdvetkezd expresszids
szinteket mértlk:

Tanszformalt térzs ODgn HSA termelés (mg/I)
DBY746 (2) 75 20
YNG452 (3) 75 35

Az eredményekbdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a cir’-térzs alkalmasabb
gazda az expresszios vektorok szamara.

4.3. A szekretalt HSA molekuléris analizise

4.3.1. SDS-poliakrilamidgél-elektroforézis

Az Yp88/PGppKRHSA-GAPT-plazmiddal transzformalt DBY746-rekombinans
éleszt8sejtek sejtfellluszéjat, természetes HSA-val parhuzamosan (kontroll),
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immunaffinitas-kromatografiaval tisztitottuk. A tisztitott fehérjéket SDS-
poliakrilamidgél-elektroforézissel molsuly szerint elvalasztva kaptuk a 26. abran
bemutatott képet. Megallapitottuk, hogy a rekombinans élesztdsejtek a
természetes HSA-val azonos molsulyu fehérjét szekretaltak, mely immunoldgiai
szempontbdl is azonos modon viselkedett a természetes HSA-val.

4.3.2. Immuno(Western)-blot-analizis

Az Yp88/PGppKRHSA-GAPT-plazmiddal transzformalt DBY746-rekombinans
élesztGsejtek sejtfelliliszoibdl és sejtlizatumaibdl tisztitott fehérjéket Western-blot-
analizisnek is alavetettik. A kapott eredményt a 27. abra szemlélteti. Valamennyi
mintaban megjelent az anti-HSA-szérummal reagalé 67 kD-os fehérje, a kontroll
HSA-nak megfelel6 helyen.

Ugyanakkor fellelhetk egyenlSre azonositatian fehérjecsikok is. igy az anti-HSA-
szérummal a fellliszék mindegyikében reagalt egy 47 kD-os, mig a
sejtlizatumokban egy 30 kD-os fehérje. E fehérjék természetérdl csak
feltételezéseink vannak (Lasd "Eredmények megvitatasa").

4.4. Laboratoriumi szint(i fermentacid

4.4.1. A HSA-expresszi6 vizsgalata

A fermentacids kisérletekben a razatott folyadéktenyészetekben
leghatékonyabban termeld izolatumok vettek részt. A sejtek fellluszojaban
mértlk a szekretalt HSA mennyiségét. Az elért legmagasab HSA-expresszios
szintek a kodvetkez6k voltak:

YNG452 + YRp2B/PGppKRHSA-GAPy (3) 120 mg/l HSA
YRp2B/PGppRRHSA-GAPT (4) 110 mg/l HSA
YRp2B/PGppRRHSA-HIST (5) 105mg/l HSA

A laboratdriumi szintl fermentacios kisérleteket részben laboratériumunkban
hajtottuk végre Vasi Jozsef segitségével, részben pedig a Skandigen (Stockholm)
altal megbizott kilféldi laboratériumokban végezték el.

4.4.2. A plazmidstabilitas vizsgalata
A 28. dbra bemutatja a HSA-expresszids szint, a sejtdenzitas és a

plazmidstabilitas alakulaséat egy fermentacié soran, 100 éran keresztll folytatott
megfigyelés alapjan. A kisérletben a fentebb felsorolt, leghatékonyabban termeld
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26. abra
Immunaffinitas-kromatografiaval tisztitott fehérjék SDS-poliakrilamidgél-
elektroforézise

A: kontroll (természetes) HSA
B: az Yp88/PGppKRHSA-GAPT-HSA-expresszios vektorral transzformalt
DBY746-rekombinans élesztGseijtek fellluszojabdl tisztitott fehérje

mw: fehérje-mdlistlymarker
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27. abra
Az Yp88/PGppKRHSA-GAPT-plazmiddal transzformalt DBY746-rekombinans
élesztGsejtek felliliszdjanak és sejtlizadtumanak immuno(Western)-blot analizise

A:  kontroll (természetes) HSA )

B-E: atapfolyadékba szekretalt, anti-HSA-szérummal reagalo fehérjék

F-G: atermeld sejtek lizatumabdl szarmazd, anti-HSA-szérummal reagalo
fehérjék



YRp2B/PGppKRHSA-GAPT
ODggq » mg/mi

150 i e +

100

50+

%

1 1 1 1
20 40 60 80
4100

/

{
o)
o

28. ébra

YRp2B/PGppRRHSA-GAPT
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A sejtdenzitas, a HSA-expresszid és a plazmidstabilitas alakuldsa 100 érés fermentécié sorén a leghatékonyabban termelé

YNG452-rekombinéns sejtvonalak esetében
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izolatumok vettek részt. A sejtdenzitas ndvekedésével nagyjabdl parhuzamosan
ndvekedett a szekretalt HSA mennyisége, mig a plazmidstabilitas folyamatos
csOkkenést mutatott.

A 29. dbra egy 11 napig tartd fermentalasi kisérletben kapott plazmidstabilitasi
eredményeket mutat be (az el6zd kisérletben is szerepld izolatumok esetében).
Ugy tiint, hogy a tdbb napig tartd fermentaléas soran kialakult egy olyan
egyensulyi dllapot, melyben a plazmidstabilitas értéke 80% kordl ingadozott.

A fermentacios kisérletek tajékozddo jellegliek voltak, hiszen ez a szakterllet nem
tartozott laboratériumunk iranyvonalahoz.

A laboratoériumi szint(i fermentacios kisérletek alapjan a kdvetkezdket allapitottuk

meg:

- a prepro-HSA-RR- és -KR-konstrukciok kozoétt nincs szignifikans kildnbség

- a GAPDH- és a HIS3-terminatort tartalmazd HSA-expresszios vektorok kdzott
szintén nem éllapithatd meg alapveté eltérés

- a plazmidstabilitas a fementéacio soran elfogadhaté szintl (60-70 generacio
utan >80%).
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29. abra
A plazmidstabilitas vizsgalata 11 napos fermentéacié soran a leghatékonyabban

termeld YNG452-rekombinans sejtvonalak esetében
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Munkénk soran bebizonyitottuk, hogy a Saccharomyces cerevisiae
élesztd alkalmas a humén szérumalbumin expresszidjara és szekrécidjéra,
mégpedig oly médon, hogy a termelt rekombinans fehérje tokéletesen azonos az

emberi szervezetben szintetizalédoé fehérjével.

A szintetikus HSA-gén

A szakirodalomban mar megjelentek olyan kdzlemények, melyek a human
szamoltak be (Etchverry és mtsi., 1986; Latta és mtsi., 1987; Lawn és mtsi., 1981;
Saunders és mtsi,, 1987). E kisérletek mindegyikében HSA-cDNS-kl6nokat
hasznaltak fel.

Ugyanakkor a rekombinans DNS-technikékon alapulé kutatasi és fejlesztési
munkak végzése soran Ujszerl gondolkodasmddot alakitott ki az a lehetdség,
amelyet a kémiai DNS-szintézis rutinszerd napi alkalmazasa nyUjt. A
struktlrgéneket tetszés szerint lehet mddositani, de ha a kisérleti feltételek Ugy
kivanjak, a strukturgének expresszidjat vagy a géntermék szekrécidjat szabalyozé
génszakaszokat is tervezni lehet. Ezen lehet6ségeket igyekeztlink kihasznalni
kisérleteink soran, melyek célja a HSA termelésére alkalmas élesztd expresszios
plazmidvektorok konstrukcidja és rekombinans éleszt6torzsek Iétrehozasa volt.

A szintetikus HSA-gén tervezésekor Simoncsits Andras és mtsi. a Saccharomyces
cerevisiae élesztd erbteliesen expresszalt génjeiben leggyakrabban el6forduld
kodonokat vették figyelembe legfontosabb szempontként (Kalméan és mtsi., 1990;
Bennetzen és Hall, 1982). A gén tervezése (1985) O&ta napvilagot latott
kdzlemények azt sugalljak, hogy a gazdasejt szdmara optimalis kodonhasznalat
nem dontd tényezd az idegen gének expresszidjaban (Ohno, 1988).

Ma mar Ugy véljik, hogy a gén tervezésekor célszer(i lett volna az elsddleges
géntermék, az mRNS-lanc struktUrajat is figyelembe venni (Ernst, 1988.).
ElkerlGlendd, pl., hogy a transzlaciés iniciaciés kodon (AUG) zart kettdslancl
struktUraban legyen, valamint, hogy potenciélis riboszomakoté-helyek forduljanak
eld rajta. Az mRNS struktlrdja, mivel a transzlaciét befolyasolja, fontos tényezdje
lehet a fehérjetermék struktlraja kialakulasanak is.

Ma mar koézismert, hogy a fehérjék szintézisik soran a telies polipeptidlanc
elkészllése el6tt, még a riboszémakhoz kapcsoldédva elkezdik végleges térbeli
konformaciojuk kialakitasat. Purvis és mtsi. elmélete szerint - melynek néhany
kisérleti alatamasztasa is létezik - a transzlacié soran a naszcens polipeptidlanc
elongécidjat bizonyos ritka kodonok befolyasolhatjak (Purvis és mtsi., 1987). Ugy
képzelik, hogy a ritka kodonok - a funkcionalis domain-hatarokon elhelyezkedve -
lelassitjak a transzlacié menetét, idét hagyva a fehérje-domain feltekeredésére.
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Mindezek ismeretében egy szintetikus gén tervezésekor ma mar a korabbiaknal
tobb szempontot lehetne figyelembe venni, amihez a computer software-
fejlesztések is nagyban hozzajarulnak.

A génexpresszid szintje és a fehérjeszekrécio viszonya

Kisérleteink els6 szakaszaban kialakitottunk egy éleszté vektor-gazda-
rendszert, melyrél bebizonyitottuk, hogy képes a rekombinans HSA termelésére.
Torekvéseinkkel ellentétben ez a rendszer nem volt képes az rHSA-t a
tapkdzegbe  juttatni. Feltételezéseink  szerint a  PHOS5-szekrécids
szignalszekvencia csupan a kllsé sejtmembranon juttatta at az aranylag nagy
méretl rekombinans fehérjét, de a sejtfal mar atjarhatatlannak bizonyult szamara.
igy az érett rHSA a periplazmatikus térben halmozddott fel. Feltevésiink azon a
kisérleti eredményen alapul, hogy az alkalmazott drasztikus (ismételt ultrahangos
feltaras) és kevésbé drasztikus (Uveggydngyds razatas) sejtfeltarasi modszerek
eltér6 Osszetételi immunreaktiv fehérjemintékat  eredményeztek (lasd
Eredmények 2.5.2 pont).

A kisérletek kovetkezd szakaszaban a génexpresszid fokozasa volt a célunk.
Ezért a PHO5-promotert a legerésebb élesztépromadterek kdzé tartozd konstitutiv
GAPDH-promoéterre cseréltik ki.

Az Ujabb konstrukcidval transzformalt élesztésejtek minimal tapoldatban
tapasztalt rendkivil lassU szaporodasa és a fénymikroszkdpos vizsgalatok soran
megfigyelhetd nagyaranyl sejthalalozas alapjan azonban arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy az er8s promoéter és a leucinszelekciot biztositd nagy plazmid-
kopiaszam (lasd Eredmények 1.6. pont) olyan nagy mennyiségli HSA
termel6dését tette lehetévé, melynek szekrécidja lehetetlenné valt a sejtek
szamara. A felhalmozddd HSA, feltehetéen, mintegy eltdtmte a szekrécids
Utvonalakat, és a sejtekben rekedd idegen fehérje megodlte az élesztésejteket.
Tehat az er6s promoter, a nagy plazmid-kopiaszam és a fehérjetermék
szekrécidja nem volt dsszeegyeztethetd.

Feltételezéseinket alatdmasztotta az a tény is, hogy a leucinszelekciérdl az
uracilszelekciéra vald  attérés megoldotta a transzformans  sejtek
felszaporitasanak problémajat.

Az URA3-gén akér egy kopidban is képes auxotrofidt komplementaini. igy
lehetévé valt a plazmid-képiaszam lecsdkkenése és feltételezzik, hogy a
genetikai szegregacid soran azok a sejtek maradtak életben és szaporodtak
tovabb, melyekben annyi HSA termel6dott, amennyit a sejt képes volt szekretalni.
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Képes-e a Saccharomyces cerevisiae élesztd autentikus rekombinans HSA-t
termelni?

Munkank soran a f6 szempontok egyike volt, hogy az rHSA-t az
élesztdsejtek szekrécids Utvonalukon keresztll termeljék. Ez gazdaségi és
sejtbioldgiai szempontbdl egyarant elényds.

A bevezetében emlitettem, hogy a vér frakciondlasaval el&allitott HSA
egységenkeénti ara viszonylag alacsony. A fermentorokbdl nyerheté HSA aranak
versenyképesnek kell lennie. Ennek egyik feltétele pl., hogy az rHSA-t a
fermentlébdl, a sejtek feltarasa nélkll lehessen tisztitani, és in vitro mddositaséra
ne legyen szlikség.

A sejtbiolégiai szempontok koézll az egyikre éppen kisérleteink hivtak fel a
figyelmet. Eszerint a HSA valdszinlleg toxikus hatasu, ha az élesztsejtekben
nagyobb mennyiségben felhalmozdédik.

Egy tovabbi szempont a heteroldg génexpresszids kisérletek soran szerzett
tapasztalatokbdl adodott. A sejtekben termel6dd fehériék végleges el6fordulasi
helylk szerint lehetnek citoplazmasak, vakuolarisak vagy szekretaltak. Ennek
megfeleléen a prekurzor fehériék meghatarozott szerkezeti sajatossagokkal
rendelkeznek. igy a citoplazmaban felhalmozddé fehériék jellemzdje, hogy életiik
bizonyos  szakaszaban az eukariéta  organizmusokban  el6forduld
legkonzervéltabb fehérjével, az ubiquitinnel képeznek konjugatumot (Barr és
mtsi., 1988). A vakudlumokban Iokalizalddd fehérjék vakuolaris szignalokkal
rendelkeznek (Valls és mtsi, 1987), az extracellularisan termel6ddk
szignalpeptidjeirdl pedig részletesen volt sz6 a bevezetdben.

Heteroldg fehérjék expresszidja esetén, Ugy tlnik, célszer(i figyelembe venni
ezeket a sajatossagokat. Az élesztdkkel végzett legsikeresebb heteroldg
génexpresszios kisérletek azok voltak, melyekben az idegen géneket természetes
eléfordulasi helyliknek megfeleléen expresszaltak.

A HSA az emberi majsejtekben termel6dd szekretalt fehérje, igy valdszinlileg az a
legoptimédlisabb megoldas, ha az élesztGsejtekkel is szekretalt formaban
termeltetjuk.

Eredményeink alapjan ez a megkozelités helyes volt. A szintetikus gén altal kddolt
HSA az élesztd szekrécids Utvonalat bejarva atesett a szlkséges
poszttranszlaciés médositasokon:

a.) N-termindlis szignalpeptidie a kivant helyen lehasadt, az emberi
szervezetben termel6dd érett albumin  N-termindlisaval megegyezd
aminosavszekvenciat eredményezve;

b.) a tisztitott rHSA molekulasilya megegyezett a forgalomban [évé
vérkészitmény molekulasulyaval, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy az rHSA
kémiailag ugyanugy nem glikozilalt, ahogy a természetes HSA sem. Ez annal is
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figyelemreméltdbb, mert N-glikozilalasi helyek ugyan nincsenek a fehérjén, de
potencialis O-glikozilalasi helyek el6fordulnak rajta. Feltehetéen a fehérje térbeli
konformacioja gatolta a cukoroldallancok kapcsolddasat.

c.) Az rHSA diszulfid-hid-mintazata szintén azonos a természetes HSA-
éval, amit a cirkularis dikroizmus-vizsgalatok (melyeket Sods Jozsef [SZBK,
Biofizikai Intézet] végzett el) bizonyitottak.

Azonositatlan fehérjetermékek

Maig megoldatlan probléma azoknak az anti-HSA-szérummal reagald
fehérjéknek azonositasa, melyek a 67 kD molsulyd, bizonyitottan HSA mellett
megjelentek mind a termeld sejtek tapoldatanak, mind a sejtek lizatumanak
immuno-blot-analizisekor.

A 47 kD-os fehérjérdl, melyet a GAPDH-prométert tartalmazéd HSA-expresszids
vektorral transzformalt sejtek felllUszoéjaban mutattunk ki (27 ébra), feltételezziik,
hogy a HSA denaturalt, de nem telijesen redukalt formaja, és a megmaradd
diszulfid-hidak miatt tdmoérebb fehérje futasi sebessége nagyobb, mint a
tokéletesen redukaltté.

Az ugyanezen sejtek lizatumaban talalt immunreaktiv, 30 kD-os fehérje,
feltételezéseink szerint vagy az éleszté egy sajat cellularis fehérjéje, mely képes
anti-HSA-szérummal reagalni, vagy az rHSA egy degradéacios terméke.

Az a 70 kD-os fehérje pedig, melyet a PHO5-promoterrel miikddd rekombinans
sejtek lizatumaban talaltunk (15. &bra), valészinlleg még nem hasitott
intracellularis HSA, mely tartalmazza a PHO5-gén 17 aminosavbdl allé
szignalpeptidjét.

Plazmidstabilitas, méretnagyitas

A laboratériumi  kisérletek soran razatott folyadéktenyészetekkel
dolgoztunk, mikézben a sejtfellliszébdl és a sejtek lizatumabdl nyerhetd HSA
min&ségi és mennyiségi vizsgalata mellett a plazmidstabilitast is ellendriztik.

A razatott folyadéktenyészetekben az aminosavakkal kiegészitett minimal
tapoldatban elérhetd legnagyobb sejtdenzitas ODgpg ~ 3 volt, mely értékneél a
plazmidstabilitas 100%-osnak tekinthetd.

A kovetkezd |épés a laboratériumi szint(i fermentélas volt. Az eredmények azt
mutattak, hogy a fermentorokbdl kinyerheté rHSA mennyisége kb. 20-szorosa a
razatott folyadéktenyészetekben kapott mennyiségnek. Az aminosavakban
gazdag (uracilmentes), szelektiv minimal tépfolyadékban a rekombinans
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élesztésejtek 105-120 mg/l HSA-t szekretéltak.

Medgfigyeltik azonban, hogy a fermentorokban a plazmidstabilitas lecsdkkent. Ez

azzal magyarazhatd, hogy a fementalaskor elérhet6 ODgp ~ 90-100 sejtdenzitasi

érték mellett az élesztOsejtek lizalasa megindult, és az "atetetés" jelenségének

kovetkeztében csdkkent a plazmidokat tartalmazéd sejtekre hatd szelekcids

nyomas.

A laboratériumi szintG fermentacios kisérleteket az ipari szintre torténd

méretnagyitas kovetheti.

Az eddig elvégzett kvalitativ és kvantitativ vizsgalatok eredményei a

laboratériumunkban  konstrualt ~ HSA-expresszids  vektor-gazda-rendszert

érdemessé teszik az ipari felhasznalasra.

Ehhez azonban tovabbi vizsgalatokat kell elvégezni, melyek végérvényesen

bebizonyitjak, hogy az élesztésejtek &ltal termelt rHSA a természetessel

megegyezd, autentikus fehérje, és az emberi szervezetbe juttatva nem

immunogeén.

A rekombinans  Saccharomyces cerevisiae  altal  szekretadlt  HSA

torzskdnyvezéséhez szikséges vizsgalatok - melyek részben megtorténtek,

részben folyamatban vannak - a kovetkezdk:

- ELISA

- SDS-PAGE

- immun-elektroforézis (nativ, nem redukalt, stb.)

- a HSA in vivo radioaktiv jeldlése (14C-Leu, 39S-Cys)

- CD spektroszkoépia (ligand-kotés, masodlagos szerkezet)

- N-terminalis szekvenalas

- poliklondlis és monoklonalis antitestek hasznélata (pre-pro-HSA- és rHSA-
szarmazékok elemzése)

- diszulfid-hidak szekvenalasa és azok térképezése

- preklinikai vizsgalatok (immunogenitas).
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Amp - ampicillin

APS - ammonium-peroxid-diszulfat
ARS - autonomously replicating sequence (kromoszémalis eredet(i replikacios origd)
bp - bazispar

BSA - szarvasmarha szérumalbumin
CNBr - cianogén-bromid

dATP - dezoxiadeozintrifoszfat

dCTP - dezoxicitidintrifoszfat

ddATP - didezoxiadeozintrifoszfat
ddCTP - didezoxicitidintrifoszfat
ddGTP - didezoxiguanozintrifoszfat
ddNTP - didezoxiribonukleozidtrifoszfat
ddTTP - didezoxitimidintrifoszfat
dGTP- - dezoxiguanozintrifoszfat

DNS - dezoxiribonukleinsav

dNTP - dezoxiribonukleozidtrifoszfat
DTT - ditio-treitol

dTTP - dezoxitimidintrifoszfat

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav
ELISA - Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay
ER - endoplazmatikus retikulum

eredetl(i replikaciis szekvencia

Et-OH - etil-alkohol

FPLC - fast performance liquid chromatography
GuHCI - guanidin-hidroklorid

HBsAg - Hepatitisz-B virus felszini antigén
HSA - human szérumalbumin

IFN - interferon

IPTG - izopropil-tio-galaktozid

MES - morfolin-etan-szulfonsav

MOPS - morfolin-propan-szulfonsav
mRNS - hirvivé (messenger) RNS

OPD - orto-fenilén-diamin

ori - replikaciés origd

PEG - polietilén-glikol

Pi - inorganikus foszfat

PMSF - fenil-metil-szulfonil-fluorid



PVP

R
rHSA
RN-az
RNS
rRNS
SDS
SDS-PAGE
SF
TMED
Trisz
u
UAS
X-Gal
aF
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poli-vinil-pirrolidon

(fels® indexként) rezisztencia
rekombinans HSA

ribonukleaz

ribonukleinsav

riboszomals RNS
natrium-dodecil-szulfat
SDS-poliakrilamid-gélelektroforézis
savanyu foszfataz
N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin
trisz-(hidroximetil)-aminometan
egység (unit)

upstream activation site (upstream aktivatorelem)
5-brém-4-klor-3-indol-3-D-galaktozid

a-faktor
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