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Kivonat

A biotechnologia teriiletein alkalmazott modszerek koziil kiemelkedéen fontos szereppel
bir a rekombinans fehérjetermelés. A modszer optimalizalasara legalkalmasabb
mikroorganizmus az Escherichia coli baktérium, mely gazdasagos tapanyag igényét és konnyen
kivitelezheté tenyésztési koriilményeit figyelembe véve kozkedvelt gazdaszervezet. Az
autoindukcios modszert alkalmazva novelhetjiik az oldott formaban termel6dott rekombinans
fehérje hozamat és megeldzhetjiik az indukalas eldtt elkezd6do fehérjetermelést. A modszer
optimalizalasa eldsegitheti az ipari 1éptékii fehérjetermelés hatékonysaganak novelését is.

Kutatomunkank célkitlizései kozé tartozott a kiillonb6z6 autoindukcids taplevesekben
(ZYM, ZYP, autoindukcios M9) vizsgalni, a modszer hatékonysagat. A kiilonb6zo
szénforrds/indukaldszer arany valtoztatasanak hatdsat kovetve meghatarozni a leghatékonyabb
expressziod paramétereit.

Kutatasaink soran Escherichia coli baktérium toérzsekbe transzformaltuk a rekombinans
fehérje génjét tartalmaz6 plazmidokat, majd mikrotitralé lemezen végeztiik a fermentéaciot
kiilonboz6 koriilményeken, a céltermék hozamanak optimalizalasa érdekében. A termeltetett
rekombinans fehérjék a zold fluoreszcens fehérje (GFP) illetve az Aurora-kindz A (AURKA)
voltak. A termelddott rekombinans fehérjék koncentracigjat a GFP  fluoreszcens
tulajdonsagainak koszonhetden, fluorimetrids eljardssal mértiik. A kisérletek eredményei
alapjan elmondhato, hogy a rekombinans fehérjék oldott formaban termelddtek és kivédtiik az

indukcio6 el6tti fehérjetermelést.



1. Bevezeto

1.1.A téma bemutatasa

Napjainkban ismertek olyan fehérje termelési eljarasok, melyek a fehérjék termelését
segitik kolcséghatékonyabbd és eredményesebbé tenni. Ezek koz¢ az eljarasok kozé tartozik a
rekombinans fehérje termelés, melynek soran idegen szervezetbdl szarmazo fehérjék génjét
génsebészeti uton bejuttatva baktérium sejtekbe, azok expresszalhatoak illetve a gének altal
kodolt fehérjék termeltethetéek baktérium sejtekben. Erre a fehérje termelési eljarasra
leggyakrabban Escherichia coli (E. coli) torzseket hasznalnak. Ezek a baktériumt6rzsek nem
igényelnek komplex taptalajokat, vagy kiilonleges tapanyagokat, az inkubalasi paramétereik is
koltséghatékonyan megvalosithatoak. A rekombinans fehérjék termelésének hatékonysagat
jelentds mértékben befolyasolja, hogy a fehérjék szolubilisen vagy zarvanytestekben
képzddnek. A szolubilisen képzddd fehérjék tovabbi felhaszndldsukat tekintve értékesebbnek
bizonyulnak, mivel nem kell id6t és er6forrast befektetni a zarvanytestekbdl valo feltarashoz,
ezzel gazdasadgosabba téve a fehérje termeléssel és tisztitassal kapcsolatos folyamatokat. A
fehérjetermelés noveléséhez leggyakrabban hasznalt indukald szer a IPTG (izopropil B-D-1-
tiogalaktozid), mely egy nem metabolizald laktoz analog és a lac operon rendszer alapjan
indukalja a fehérje termelést. Az autoindukcids fermentéacios eljarasok novelik a szolubilisen
termel6dott fehérjék mennyiségét, igy bar lassabban, de jobb mindségii fehérje termelésére van
lehetdség. A kutatds sordn ennek az eljarasnak az optimalizalasaval tesziink kisérletet a
fehérjetermelés hatékonysaganak novelésére, E. coli baktérium sejtekben.

1.2.A téma elméleti vetiiletei

A DNS szerkezetét és szekvencidinak megismerését kovetden, a DNS technikak lehetové
tettek, hogy a mar ismert, fehérjekddold szekvencidkat, plazmidok altal bejuttassuk baktérium
sejtekbe, lehetévé téve azt, hogy szervezet-idegen fehérjéket termeltessiink a baktérium
torzsekkel. Az egyik legismertebb és leghatékonyabban hasznalt rendszer erre a T7 expresszios
rendszer. Ennek alapja, hogy a baktérium torzs melyet hasznalunk tartalmazza a T7
bakteriofagbol szarmazd T7 RNS polimeraz génjét, melynek kifejezédése a lacUVS promoter
szabalyozasa alatt 4ll, illetve a cél fehérjét kodolod szekvenciat egy plazmidba épitve, a T7
promoter szabalyozasa alatt. Ezt a baktériumtorzset nevezziik E. coli BL21(DE3) -nak. Ebben
az esetben ha a lacUVS5 prométer indukalodik, atirddik a T7 RNS polimeraz génje, és ez az
RNS polimeraz elkezdi atirni a T7 promoter utan szerepld gént, igy megtorténik a cél fehérje

génjének transzkripcioja illetve késébbi transzlacioja (F. William Studier, 2005).
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Jacob és Monod egy olyan tanulmany alapjait fektették le mely altal, megismerhetjiik a
lac operon szabalyoz6 rendszer miikddését. Ez alapjan a rendszer indukalhatosaga illetve
represszalhatosdga valik ismertté, mely hozzajarul a génexpresszid6 —mértékének
megvaltoztatasahoz (JACOB & MONOD, 1961). Az E. coli baktériumsejtek laktéz gazdag
kornyezetben képesek szaporodni. Mikor a laktoz atjut a periplazmébol a citoplazméba sziikség
van arra, hogy felbomoljon gliikozra és galaktozra, mivel a gliikkoz a sejtek 6 energiaforrasa,
kovetkezésképpen egy protedz enzimre van sziikség ahhoz, hogy ez a hasitds végbemenjen,
jelen esetben ez a B-galaktozidaz enzim. A lac operon harom strukturalis gént foglal magéaba a
lacZ, lacY és lacA géneket, ezek sorban a B-galaktozidaz, lakt6z permeédz és tiogalaktozid
transzacetilaz enzimeket kodold gének. A laktdéz permedz egy transzmembran fehérje mely
szerepet jatszik a laktoz szallitasaban, a sejtbe vald bejuttatas soran. Abban az esetben ha a
tapkozegben alacsony a lakt6z tartalom, a lac operon miikodésében a represszor molekula
negativan befolyasolja a rendszert, mivel az operator régidhoz kotédve megakadalyozza az
RNS polimerazt abban, hogy génatiras torténjen. Laktdz vagy allolaktdz jelenlétében ezekkel a
molekulakkal a represszor olyan komplexet alkot mely konformacié valtozast idéz elé a
represszor molekuldban inaktivalva azt. Ebben az esetben az RNS polimeraz képes lesz kdtddni
¢és megtorténik a génatiras. Egy masik lac operon szabalyozasi folyamat a gliikoz altal valosul
meg, ez az E. coli batériumsejtek elsddlegesen hasznalt szén- és energiaforrasa. Amennyiben a
sejten kiviili glikoz koncentracio csokken a sejten belil megndé a ciklikus adenozin-
monofoszfat (CAMP) termelése. A cAMP molekula kotddik az 6t felismerd receptor fehérjéhez
(CRP) ¢és egy komplex jon létre, melyet katabolit aktivalo fehérjének (CAP) neveziink. A CAP
komplex csak a lac promoter elejére kotodik, segitve az RNS polimerazt abban, hogy lemasolja
a lac operon génjeit, ha megtorténik az atirds, a keletkez0 mRNS-r6l a riboszomaban
megtorténik a transzlacio és létrejonnek a peptid lancok melyek feltekeredése utan a (-
galaktozidazt és laktoz permedzt eredményezik. A lac operon szabdlyozasi folyamatait
abrazolja az 1. abra (Szarka, 2014). A lac operon miikodése szempontjabol a tiogalaktozid
transzacetilaznak nincs jelent6sége ezért nem emlitjiik (Esmaeili et al., 2015). Ezen
szabalyozasi rendszer ismerete lehetdvé teszi a fehérjetermelés hatékonysaganak novelését,
ugyanakkor mas promoterekkel illetve szabalyozé szakaszokkal kiegészitve ez még kedvezdbb

fehérjetermeléshez vezethet.
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1. dbra: A lac operon miikédése, (Szarka, 2014)

A T7 RNS polimeraz nagyfoku szelektivitast mutat a sajat promotereire, melyek normal
esetben nem talalhatoak meg az E. coli baktériumsejtekben. A T7 RNS polimeraz, mely egy T7
1 gén madsolatardl termelddott, viszonylag kis mennyiségben is elegendd, hogy a T7
promoterrel ellatott génekrdl nagy fokl géndtiras torténjen, akar tobb kopia szdmban jelen levd
plazmidokrol is. Ennek kovetkeztében a transzkripcid hosszabb ideig is megvalosulhat
ciklikusan egy plazmidon, annélkiil, hogy leallna, ennek kovetkeztében sokkal aktivabb a T7
RNS polimeraz mint az E .coli sejtek sajat RNS polimeraza. Ha egy RN-az III hasitohely
szerepel a szekvencidban, az egyedi RNS-ek dsszegylilnek a plazmid mentén, illetve a T7 DNS
transzkripcids terminacios jelei is hatékonyan miikodnek a plazmidban. Ennek koszonhetéen a
szintézis és az akkumulacid egyiittesen olyan mértékll transzkripcids szintet biztosit mint a
riboszomalis RNS egy normal sejtben (F W Studier & Moffatt, 1986). A T7 szabalyozasi
rendszer miikodése lathato a 2. abran (Nyitray, 2013).
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2. dbra: A T7 RNS rendszer miikédése, (Nyitray, 2013)

1.3. Az auto-indukcids eljaras bemutatasa

Az auto-indukcids eljaras bevezetése lehetdveé tette a célfehérje termelését a baktérium
kultira novekedésének folyamatos monitorizalasa és indukaloszer hozzaadasaval torténd
indukcid nélkiil. Ezt az eljarast kiillonbozd szén-forrasokat tartalmazo taplevessel valdsitottak
meg, mely gliikozt, glicerolt, és laktozt tartalmaz. Ebben az esetben a gliikoz az els6dleges
hasznositani kivant szénforras a baktériumok szamara, majd ezt kovetden a laktdz
indukaloszerként funkcional a lac operon altal szabalyozott fehérjetermelés kivitelezéséhez (Li
et al., 2011). Ezt az eljarast alkalmazva, a baktériumok novekedése gyorsabb, a célfehérje
termelése hatékony, indukaloszer hozzaadasa nélkiil és anélkiil, hogy a kultara novekedésének
folyamatos monitorizalasa sziikséges legyen, igy akar szadmos baktérium kultira nevelése és
indukalasa megvalosithatd parhuzamosan, mikrotitrald lemez hasznalataval is (F. William
Studier, 2005).

Az eljaras alapja a indukald szer hozzaadasaval elért fehérjetermeléshez hasonloan, az
indukalhatdo lac promoéter. A legtobb esetben a génatiras elkezdését indukaloszer
hozzaadasaval, altalaban izopropil-B-tiogalaktozid (IPTG), valositjdk meg. Ennek az a
hatranya, hogy a baktériumkultara novekedését folyamatos monitorizalassal kell kdvetni, majd
ha elérte a kivant sejtstirliséget, hozz4 kell adni az indukéloszert. Ezen hatrany kikiiszobolése

érdekében fejlesztették ki az auto-indukcios fermentacids technoldgiakat. A folyamat soran a



baktréiumkultira nevelésére hasznalt tapoldathoz gliikozt, laktozt és glicerint adunk. A gliikoz
jelenti a baktériumok ndvekedése sordn az elsddleges szénforrast, ezért a sejtek ezt hasznaljak
a novekedéshez ¢s az ¢letfolyamataik fenntartasahoz. Kovetve a lac rendszer miikodését, ha a
gliikoz jelen van a tapoldatban, akkor a sejtek azt hasznaljdk fel és nem kezdik a laktozt
hasznositani. Gliikkdz hianyaban a sejtek ¢hezni kezdenek és a laktdz jelenlétében elkezdddik a
lac operon-on talalhaté gének atirasa a laktdz hasznositas érdekében, ezaltal a célfehérje
expressziodja is elkezdddik. A kutatasok soran bizonyitottak, hogy a sejtsiiriiség, illetve a fehérje
termelés hatékonysaga joval nagyobb abban az esetben, ha a lakt6zzal parhuzamosan egy masik
szén- ¢s energiaforrast is haszndlunk. Erre a célra alkalmas a glicerin amely nem i1dézi eld a
laktoz katabolit represszigjat és ezentll egy standard ellatd szén-és energia forrast biztositd
komponens (Ukkonen et al., 2013). Az autoindukcios eljaras és az indukaloszer hozzaadasaval

torténd expresszio kozti kiilonbség lathato a 3. abran (Crowley & Rafferty, 2019).
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3. dbra: Az IPTG-vel torténd indukcio és az autoindikcios eljards folyamata, (Crowley &
Rafferty, 2019).

Jianlin Xu és mtsai szerint (2012) a kisérleteik soran autoindukcios eljarast alkalmazva
vizsgaltak az egyes terdpias fehérjék (TP1, TP2) expresszids szintjét, kiilonbozo tapleveseket
felhasznalva. A kisérleteket elvégezték IPTG felhasznalasaval is. Az autoindukcid
folyamatanak ismeretében, illetve ezen eljards optimalizalasanak érdekében kiilonbozo

komplex illetve vegyileg meghatarozott M9 tapleveseket hasznaltak. Annak ismeretében, hogy
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a kiilonboz6é komplex taplevesek olyan metabolitok keverékét tartalmazzak melyek koziil
egyesek képesek indukalni a fehérjetermelést, vizsgalhato ezek autoindukcios hatasa. Az E.coli
indukaldszer kizarasos illetve katabolit represszidés mechanizmusainak kdszonhetden az olyan
indukal6 komponens mint a laktéz nem vesz részt a baktériumok novekedésében. Ezek a
mechanizmusok akadalyozzak meg a lac operon altal szabalyozott gének atirasat abban az
esetben ha a taplevesben rendelkezésre all a batérium kultira altal eldnyben részesitett
metabolit, a gliikéz vagy amindsavak (bizonyos esetekben mindkettd), melyek részei a komplex
tapleveseknek. A rekombinans fehérje expressziojanak automatikus megkezdése a laktoz
jelenlétének tudhaté be, mely komponens ugyancsak része a komplex tapleveseknek. A
folyamat alapja, hogy a komplex tapleves mindkét komponenst tartalmazza a miivelet
kezdetétdl, igy ha a baktériumok 4altal hasznositott gliikoz koncentracidja csokken a
taplevesben, a laktoz altal indukalodik a lac operon és elkezdédik a génatiras. Az emlitett
kisérlet soran egy vegyileg meghatarozott 6sszetételii komplex taplevest alkalmaztak a kultardk
elénevelése soran mely glikozt illetve 16 kiillonbozd soét tartalmazott. A rekombindns
fehérjetermelés soran az M9 tédplevest, modositott Luria Bertani (mLB), illetve moédositott
Terrific Broth (mTB) tapleveseket alkalmaztak, melyek koziil az utdbbi kettd szoja peptont
tartalmaz. A kisérletek eredményeként megallapitottak, hogy az mLB taplevesben,
autoindukcids folyamat soran magasabb a TP1 terapids fehérje expresszios szintje. Az mTB
tapleves esetében a fehérje expressziods szintje nem mutatott kiilonbséget az IPTG altal indukalt
illetve az auto-indukcios folyamat soran, valamint az M9 taplevest alkalmazva a

fehérjetermelés csak IPTG indukaldszer hozzaadasaval valosult meg (Xu et al., 2012).

1.4. A fehérje expresszios szint novelésére tett kisérletek

A fehérjetermelés, illetve a hasznalhatd fehérje mennyiségének novelése érdekében a
kutatok szamos kisérlet soran valtoztattak a fehérjetermelés koriilményeit ezen cél eléréséhez.
Ilyen kisérlet példaul a Mycobacteria tuberculosis (Mtb) antigénjének kifejeztetése E. coli
expresszios rendszerben. Ennek az antigénnek az expresszidja az E. coli sejtekben gyors és
koltséghatékony megoldast jelent ezeknek az antigéneknek a nagyobb mennyiségben vald
bioszintézisére. Ebben az esetben a stabil fehérjék mennyiségének novelése érdekében a
kutatok kiilonboz6 adalékanyagok hatasat vizsgaltak a fehérjék stabilitdsanak noveléséhez. A
hasznalt adalékanyagok a D(+)- trehaldz-dihidrat, a glicin, a szachardz, a D- mannitol, a D-
szorbitol és a polietilén-glikol (PEG). A kifejeztetni kivant gének a CFP-10, Rv3872, TB7.7,
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TB9.7. Az expressziot E. coli BL21- es torzsben végezték, 2YT taplevesben. A kutatas
eredménye alapjan az adalékok hatdsa a fehérjék stabilitdsasra jelentds mértéki volt mivel, a
hozza a stabilitas noveléséhez, valamint a trehaldz is jelentds hatassal van a stabilitasra, olyan
mechanizmusok altal mint példaul a hidrogén-hidak kialakitasa, a vitrifikacid vagy szintén a
szelektiv kizaras. A szorbitol és a mannitol, melyek cukor-alkoholok, szintén megakadalyozzak
megakadalyozza annak letekeredését, valamint a glicin a fehérje homérséklettel szembeni
stabilitasat noveli (Kang et al., 2019).

Chbhetri és mtsai (2015) szerint kisérletet tettek arra, hogy a fehérjetermelés szintjét etanol
hozzaadasaval noveljék. Bar ez nem nagyon alkalmazott moédszer, de az etanol azon
tulajdonsagat figyelembe véve, hogy egy amfipatikus molekula, képes valtozasokat eléidézni a
sejten beliili kornyezetben, megvaltoztatva példdul a membran fluiditdsat, a membran
transzportot, vagy a membran lipid Osszetételét. Ezek a valtozasok hatdssal lehetnek a
membranhoz koétédé folyamatokra, mint példaul a DNS replikacidjara, befolyasolva a DNS
szintézist. Az emlitett kutatds soran feltételezték, hogy a DNS szintézis ndvelése hozzajarul a
fehérjetermelés noveléséhez is, ezért etanollal kezelték a felhasznalt E. coli baktérium sejteket.
Ezen kisérlet hasznossdga abban all, hogy a rekombnans fehérjék esetében széleskoriien
alkalmazhato, illetve koltséghatékony eljaras. A kutatds soran az etanolt 1%, 2% illetve 3%
térfogatszazalékban alkalmaztak az LB tapleveshez adagolva. Eredményképpen azt allapitottak
meg, hogy 3% etanolt alkalmazva érték el a legnagyobb mértékii fehérje expresszidt. 5%- nal
nagyobb mennyiségben alkalmazva az etanol gatolta a sejtek novekedését (Chhetri et al., 2015).

Mc Cormick és mtsai (2014) szerint a kutatasaik soran fuzios cimke felhasznalasaval érték
E. coli BL21 sejtekben valo, fehérje expresszidjanak novelését. A fazids cimke hasznalata
hozz4jarul a késObbi fehérjetisztitas sikerességének novelésehez, ezaltal lehetdve téve a késObbi
felhasznalast. A fzids cimke beépitésének céljabol a kutatas soran pBR322 plazmid vektort
alkalmaztak. Az emlitett esetben a célszekvencidhoz egy hisztidin (His) cimke volt tervezve a
késobbi tisztitds miatt, illetve egy 15 amindsav hosszisagu biotinilalhatd szakasz a biotinilacio
miatt. A rendszer a T7 lac promoter szabalyozasa alatt allt. A biotin kotédését a biotinilalhato

szakaszhoz az E. coli baktériumsejtekben megtalalhaté biotin ligdz enzim végzi. A biotinilacid
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egy hasznos modszer a megjelolt fehérje meghatarozasara, immobilizaciojara €s izolalasara, a
jol ismert biotin-szterptavidin interakcidé miatt (McCormick et al., 2014).

Az el6zéekben emlitett kutatdsokon kiviil a fehérjetermelés novelése érdekében olyan
eljarasra is tettek kisérletet melynek soran foszfat kimeriilés hatdsara indukal6doé promotert
alkalmaztak. A folyamat soran a fehérjetermelés a stacionarius szakasz elején indukalodik. Az
eljaras elénye, hogy a stacionarius fazis sordn a sejtek jelentdsen fenntartjdk a metabolikus
aktivitasukat és igy magas a fehérjetermelési arany. Ezek a foszfat fliggé promoterek
genetikailag modositott E. coli térzsekben hasznalhatéak melyekben minimalis az ecetsav
termelés, emellett optimalis a novekedési arany €s a hozam is, biztositva egy szigortan
kontrollalt fehérjetermelést. Az emlitett baktériumsejtek és plazmidok hasznalhatoak
autoindukcios taplevesben és a fermentaciot széleskorben végezhetjiik kiilonb6zo térfogatokon
a mikrotitral6 lemezektél a bioreaktorokig (Menacho-Melgar et al., 2020).

Egy masik kutatocsoport arra tett kisérletet, hogy emberi konszenzus alfa-interferonokat
termeltessen az autoindukcios eljarast alkalmazva. A konszenzus interferon egy mesterségesen
megtervezett interferon melynek amindsav szekvencidja atlagosan egyezik az 0Osszes
természetes human alfa-interferon altipusanak szekvencidjaval és nagyobb hatékonysagli mint
mas interferonok, beleértve a pegilalt formédban levdket is. A kisérletek soran a konszenzus
alfa- interferon (CINF-a)) génjét pET101/D-TOPO expresszios vektorban fejeztették ki, mely
génexpresszid a T7 promoter transzkripcids szabalyozasa alatt tortént. Az autoindukciod
optimalizalasdhoz valtoztattdk az inkubécid iddtartamat illetve a homérsékletet. A kozolt
eredmények alapjan az autoindukcios fermentécio sikeres volt mivel a cINF-a fehérje leginkabb
oldott formaban termelddott és 70%-os hozamot értek el a teljes sejtlizaitumra vonatkoztatva
azt kovetden, hogy az inkubalasi hémérsékletet 25° C-ra illetve 30° C-ra csokkentették, ezzel
egylitt 24 oras inkubacids idétartammal az emlitett hOmérsékleti paraméterek mellett érték el a
maximalis fehérje hozamot. A kisérlet fontos szerepet jatszik a cINF-a fehérje expresszios
szintjének novelésében, melynek fontossaga abban mutatkozik meg, hogy az emlitett
konszenzus interferonok magasabb antiviralis illetve sejtburjanzast gatlo hatast mutatnak mint
a standard interferonok (EL-Baky et al., 2015).

Georg Faust és mtsai (2015) a kutatasuk soran arra kerestek valasz, hogy az autoindukcios
fermentacid sordn milyen koncentracioban alkalmazhatdo az IPTG a laktdz szerepének
betoltésére a fermentacid soran. A kisérlet soran a célfehérje a zold fluoreszcens fehérje volt

(eGFP), melynek génjét a génjét a pET28 plazmidra épitették be. A fermentacids folyamatot
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szakaszos modon, 37°C inkubacios hdmérsékleten végezték, a sejtstirtiséget 600 nm-en illetve
segitségével folyamatosan ellendrizték. Eredményképpen megéllapitottak, hogy az eGFP
expresszioja hozzaadott IPTG-vel is mikodik de fligg az IPTG koncentracidjatol. Abban az
esetben ha az autoindukcio soran a laktoz helyett IPTG-t haszmaltak hasonl¢ illetve magasabb
expresszios szint volt megfigyelhetd. A legmagasabb fehérjetemelési szintet 40 uM IPTG
koncentracié mellett érték el, mely soran a végsé eGFP koncentracio 2,7 g/L volt, amely
magasabbnak bizonyult mint a laktoz alapt autoindukcio6 soran elért 1,8 g/L. eGFP koncentracio
(Faust et al., 2015).

Leila Rezaei és mtsai (2020) Kkutatasaik soran antitest fragmensek termeltetésével
foglalkoztak E. coli baktériumsejtekben. Az antitest fragmensek kivalasztasa a taplevesbe
noveli a termék tisztasagat és csokkenti a tisztitdsi folyamatok koltségeit. Kutatomunkdjuk
soran E. coli BL21 (DE3) sejtvonalat és autoindukcids fermentacios eljarast alkalmaztak,
melynek optimalizalasa altal vizsgaltak a fehérje termelés hatékonysagat. Az anti-MUC1
nanotest eldallitasanak novelése érdekében a kutatok az autoindukcios fermentacid soran,
autoindukcios taplevest felhasznalva, a hémérséklet, az indukcid idotartamanak illetve a
nanotestet. Eredményeikben megallapitottak, hogy a homérséklet és az indukalads idétartama

esetében a legmagasabb fehérjehozamot 33°C-nal érték el 21 ora alatt (Rezaei et al., 2020).

1.5.Fluoreszcens fehérjék

A fluoreszcens fehérjéket széleskorben alkalmazzdk a biologiai tudoméanyok ¢€s az
orvostudomanyok legtobb teriiletén. Az elsé zold fluoreszcens fehérje (GFP) felfedezését és
klonozasat (1992) kovetéen, az Aequorea victoria medazabol, sokféle GFP valtozatot
fejlesztettek ki és szamos 0j fluoreszcens fehérjét fedeztek fel és klonoztak kiilonb6z6 tengeri
organizmusokbol. A fluoreszcens fehérjék fénykibocsajtasi spektruma megoszlik a teljes
lathatd tartoméanyon, valamint néhany infra-vorés melletti tartomanyban megjelend
hulldmhosszsagu fényt emittalod fehérjét is fejlesztettek ki. Ilyen valtozatok, a mikroszkopikus
technologidk fejlddésével egyiitt, alkalmazhatoak Osszetettebb események leképezésére és
szamszerisitésére az ¢lo sejtekben. Ezeket a tulajdonsagokat figyelembe véve fontos szerepet
toltenek be a biomulekularis folyamatok felderitésésben és a sejtfunkcidk tanulméanyozéasaban,

az €16 sejteken beliil, amely attorést jelentett a mikro- illetve molekularis bioldgia vilagaban.
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Az elmult években a fehérjemérndkség és szerves szintézis altal a kutatok ajratervezték illetve
ujra felépitették a fluoreszcens fehérjéket genetekai illetve kémiai eljarasokat alkalmazva.
(Deng et al., 2020).

A fluoreszcens fehérjék valtozatos, a molekularis folyamatok soran kd&vethetd
jelmolekulak és sikeresen alkalmazzak 6ket majdnem minden bioldgiai tudoményteriileten a
mikrobiologiatol a fizioldgiai rendszerek tanulmanyozéasaig. Ezek a fehérjék hasznosnak
bizonyultak mint jelz6 molekuldk a génexpresszié tanulmanyozasaban sejtkulturak esetében,
gerjesztett sejtek esetében, illetve az allatokban. Az €16 sejtekben a fluoreszcens fehérjéket
gyakran hasznaljak a fehérjék, sejtorganellumok, és mas sejtrészek helyének ¢s mozgasanak
nyomonkovetésére illetve fehérje-fehérje kolcsonhatasok megallapitdsdra a fluoreszcens
rezonancia energia atadast (FRET) felhasznalva (Remington, 2011). Egy célfehérje
nyomonkdovetésére a komplementer DNS (cDNS) génjét fuzionaltatjadk a kivalasztott
fluoreszcens fehérje génjével, kdvetve az igy eredményezett rekombinans vektor bejutasat egy
gazdasejtbe vagy egy organizmusba (Rizzo et al., 2009).

A fluoreszcens fehérjékkel vald genetikai megjeldlése a molekulaknak és a sejteknek a
fluoreszcens mikroszkopia forradalmasitasat jelentette. A genetikai modositasok segitségével
magas fényemissziét eredményezd ¢és stabil fluoreszcens fehérjéket hoztak létre melyek
spektruma kéktdl vorosig terjed. Az autofluoreszcens fehérjék kozos tulajdonsagai kozé
tartozik a szilard B-lemzes szerkezet, mely biztositja a merevséget és a kémiai kornyezetet,
amely sziikséges az eredményes fénykibocsajtashoz, ugyanakkor a hasonlo szerkezet mellett
minden fluoreszcens fehérjének sajatos jellemz6i vannak. A GFP Aequorea victoria mediizabol
valé klonozasat és annak kifejeztetését kovetden mas rendszerekben, lehetévé valt a
fluoreszcens mikroszkopia alkalmazasa a sejtbiologia €s a fiziologia teriiletén. A technologia
alkalmazaséanak teriiletén jelentds attorést jelentett az azonos fluoreszcens fehérjék felfedezése
korallokbol és mas viragallatokbol (Cranfill et al., 2016).

A GFP génjének felhasznalasa mint marker gén, megkonnyitette a sejtekben torténd
génexpresszid ellendrzését, a rekombinans fehérje génjének megjeldlésével. Ez a modszer
hatékonyabb és gyorsabb eljaras, mint az antibiotikum rezisztencia génnel torténé jel6lés vagy
a PB-galaktozidaz enzim génjével jelolt rekombinans fehérje kimutatasa a sejtben. A marker
génekkel torténd jelolés segiti a rekombindns fehérje expresszidjanak ellendrzését, azaltal, hogy
a két gén fuziodja, az egyiittes génkifejezddés ellendrizhetd a marker gén altal kodolt fehérje

tulajdonsagainak kifejezddeése altal. A GFP génjének markerként vald alkalmazéasanak elonye,
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hogy a génexpresszid sordn termelddott zold fluoreszcens fehérje fénykibocsajtasi
tulajdonsagainak koszonhetéen konnyen detektdlhaté és meghatarozhatdo a jelolt fehérje

expresszidjanak mértéke (Wahlfors et al., 2001).

2. Célkitiizés

A kutatas célja E. coli baktérium sejtvonalakban kiilonb6z6 autoindukcios tapleveseket
(ZYM, ZYP, autoindukcioés M9) felhasznalva, a szubsztrat/indukaloszer arany valtoztatasaval,
az autoindukcids fermentacid optimalizalasa. A sejtnovekedes és a fehérjetermelés mértékének
Osszehasonlitasa altal meghatarozni azokat a fermentaciés koriilményeket melyek a
leghatékonyabb fehérje expressziot eredményezik. A GFP (zold fluoreszcens fehérje)
rekombinans fehérje termelésével vizsgalni a kiillonb6zd koriilmények hatasat az expresszidra
¢s AURKA (Aurora-kinaz A) termeléssel ellendrizni a modszer hatékonysagat egy
problémésan termel6dd fehérje esetében. A kutatds legfobb céljai kozé tartozik az

autoindukcios eljaras segitségével a szolubilisen termelddd fehérjék mennyiségének novelése.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Alkalmazott sejvonalak, taplevesek

Az E. coli BL21 (DE3) Star sejtvonal alkalmas a kis kopiaszamban jelenlévé plazmidok
esetében is nagy hatékonysagh expressziora. Magas mRNS stabilitassal és fehérjehozammal
rendelkezik. A T7 promoéter alapu plazmidok hasznalatara optimalizaltdk a sejtvonalat?.

Az E. coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonal egy olyan genetikailag mddositott sejtvonal
melyben modositott lipopoliszacharid van jelen, amely nem akadalyozza meg az endotoxin
vélaszt. Alkalmas membranhoz és lipidekhez kot6d6 fehérjék expresszidjara?.

Az E. coli BL21 (DE3) Topl0 sejtvonalat alkalmaztuk a plazmidok felszaporitasasra. A
sejtvonal eldnyei koz¢ tartozik, hogy képes stabilan, nagy kopiaszamban lemasolni a bejutattot

plazmidot, mivel fokozott a genomialis DNS klénozasi kapacitasa®

A kutatés soran alkalmazott sejtvonalakat az egyetem Biomérnoki tanszéke biztositotta.

A fermentaciok soran LB, ZYM, ZYP (W. Studier, 2005), M9 ¢és autoindukcios M9
tapleveseket hasznaltunk. A taplevesek dsszetétele az 1.fliggelékben lathato:
A téplevesek elkészitéséhez sziikségiink volt egyes térzsoldatok eldzetes elkészitésére.

Az elkészitett térzsoldatok Osszetevdit a 2., 3., 4., 5., 6. és 7.fliggelékekben tiintettiik fel.

3.2. Kémiai kompetens sejtek készitése
A kutatdsunk sordn kifejeztetni kivant célfehérjék (GFP, AURKA) génjét tartalmazo
plazmidokat kémiai transzformalas soran juttatuk be el6zdleg eldkészitett kémiai kompetens
E. coli ClearColi BL21(DE3) és E. coli Star BL21 (DE3) sejtekbe. A kémiai kompetens
sejtek létrehozasahoz és a transzformalashoz két pufferoldat készitettiink el az 1. tdblazat illetve

a 2. tablazat alapjan.

L https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C601003#/C601003, letdltés datuma: 2021.04.10.
2 https://www.lucigen.com/ClearColi-BL21-DE3-Electrocompetent-Cells/, letdltés datuma: 2021.04.10.
8 https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C404010#/C404010, letdltés datuma: 2021.04.10.
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1. tdblazat: Az 5Xx KCM puffer oldat ésszetevoi 10 mL térfogatra

Osszetevd Koncentracid Mennyiség
KCI 1M 51mL
CaCl 1M 15 mL
MgCl> 1M 2,5 mL

2. tablazat: A TSB puffer oldat dsszetevoi 50 mL térfogatra

Osszetevd Koncentracio Mennyiség
PEG (polietilén- 10% 50
glikol)
DMSO (dimetil- 5% 2,5mL
szulfoxid)
MgCl; 10 mM 5mL(1M
torzsoldatbol)
MgSQO4 10 mM 5mL(AM
torzsoldatbol )

A kémiai kompetens sejtek elkészitéséhez LB taplevesben, 37°C-on, over night (O.N.)
elénevelt sejtkultarat hasznaltunk. A kompetens sejteket a kovetkezd eljaras alapjan készitettiik
el:

- 200mL LB tapleveshez 1 mL O.N. baktériumkultirat adtunk, majd 37°C
hémérsékleten, 250 rpm razatasi sebességen inkubaltuk, ODegoo=0,4 sejtstirliségig.

- 10 percig jégen tartottuk a tapleves lehiitése érdekében

- 3500 rpm-en, 4°C-on, 5 percig centrifugaltuk (Thermo Scientific SL 40R Centrifuge)

- centrifugdlds utdn, a pellethez hozzdadtunk 2 mL TSB puffert, majd O6vatosan
felszuszpendaltuk

- steril glicerint adtunk a sejtekhez (végs6 koncentracio 15 %), amely biztositotta a
kompetens sejtek -80°C-on valo tarolasi lehetéségét, majd a tovabbi felhasznalast

- 1 mL térfogatokra osztottuk fel a sejtszuszpenziot, majd -80°C-on taroltuk (Thermo
Scientific FORMA 88000 SERIES)

3.3. Transzformalas kémiai kompetens sejtekbe
A kémiai kompetens sejtek eldkészitése utdn a transzformalast a kovetkez6 moéddon

végeztiik:
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20 pL 5x KCM puffer oldathoz 1 pL plazmidot és 100 uL kompetens sejtet adtunk
hozza

20 percet jégen, majd 10 percet szobahdmérsékleten inkubaltuk a sejteket, majd100 uL
LB taplevest adtunk az elegyhez majd 37°C-on, 250 rpm-en inkubaltuk 30 percig

a transzformalas utan 180 pL sejtszuszpenzidt szélesztettiink a megfeleld antibiotikum
tartalmia LB agar taptalajokra a transzformacié sikerességének ellenérzéséhez. A
transzformalds soran alkalmazott plazmidokat az egyetem Biomérnoki tanszéke

bocsajtotta rendelkezésiinkre.

3.4. Plazmid izolalas

A transzformalast kovetéen az E. coli BL21 (DE3) ToplO sejtekbdl plazmid izolalast

végeztiink a kdvetkezd protokoll alapjan:

a sejtkultarat centrifugaltuk (Thermo Scientific SL 40R Centrifuge) 13000 rpm-en és a
feliiluszot eltavolitottuk, majd hozzaadtunk 250 pL reszuszpenddld oldatot és
felszuszpendaltuk a pelletet €s hozzaadtunk 250 pL lizis puffert majd elegyitettiik a
tubus 4-5-szori atforgatasaval

350 pL neutralizal6 oldatot adtunk hozza majd Gjra atforgattuk a tubust majd az elegyet
centrifugaltuk 5 percet 13000 rpm-en, majd a feliilisz6t membransziirével ellatott
oszlopra pipettaztuk

az oszlopot centrifugaltuk 1 percig 13000 rpm-en, majd a feliiluszot elontottiik

500 pL mosé puffert pipettaztunk az oszlopra, centrifugaltuk 1 percig 13000 rpm-en,
majd az atfolyot elontottiik, ezt a mosast 3-szor ismételtiik meg

az utolsdé mosas utan az oszlopot ismét centrifugaltuk 1 percig 13000 rpm-en, hogy
eltavolitsuk az esetleges moso puffer maradvanyokat is

az oszlopot tiszta centrifuga tubusba helyeztiik és 50 uL elual6 puffert pipettaztunk ra
2 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten majd 2 percig centrifugaltuk 13000 rpm-en.

a plazmid DNS tovabbi felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

A plazmid izolalas sikerességének ellendrzésére az izolalt plazmidokat 1%-os agardz gélen

futtatuk le. 100 mL gél megontéséhez hasznaltunk 1 g agarozt és 100 mL térfogatra 1x- es TAE

pufferrel egészitettiik ki. A gél detektalhatdsaga érdekében még a kiontés eldtt hozzdadtunk 5

uL EcoSafe festéket. A futtatds sordn 1:6 ardnyban festettiink meg 6x LD DNS festékkel 1,5

uL mintat. A gél futtatast 80 V-on, 30 percig végeztik.
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3.5. A heteroldég gént tartalmazoé kultirak elénevelése
A fermemtéciok elokészitése soran elénevelt kultirakat hoztunk 1étre. Az els6 elénevelést
10 mL 100 mg/mL koncentracidju ampicilin tartalmu LB taplevesben végeztik, a
transzformalas utani szélesztés eredményeként kin6tt baktériumtelepek leoltasaval. A kultarak
elénevelését 37°C-on, 250 rpm-en végeztik addig a pontig amikor a sejtstiriiség elérte az
ODeoo= 0,1-0,2 kozotti értéket, ez altalaban 4 6ra alatt valdsult meg. Ezekhez az eldénevelt
kultarakhoz 80 % koncentracioban steril glicerint adtunk hozza, majd -80°C-on taroltuk 6ket.
A tovabbi elonevelt kultirakat ezekbdl a tarolt mintakbol oltottuk be, hogy a fermentaciok soran
ugyanazon telepbdl szarmazo sejtekkel dolgozzunk. A tovabbiakban az eldnevelt kultura
létrehozasahoz 5 mL 100 mg/mL ampicilin tartalma LB taplevesbe oltottunk be 1 mL-t a tarolt
mintakbdl és ezeket az elézdekkel azonos koriilményeken inkubaltuk.
3.6. Fermentacié koriilmények
A kutatasunk soran 12 kiilonbozé koriilményt, 2 sejtvonalat és 2 fajta rekombinans
fehérjének az expresszidjat vizsgaltuk. A kiillonb6zd szubsztrat/indukaldszer arany hatdsat
vizsgaltuk a sejtnovekedésre €s az expresszié mértékére, 37°C-on, 24 oOran at. A vizsgalt

szubsztrat/indukaldszer ardnyok a 3. tdblazatban lathatoak.

3. tablazat: A fermentaciok soran hasznalt autoindukcios levesekben alkalmazott
szubsztrat/indukadloszer aranyok

Korilmények
Tapleves aM9 l. I. . A2 V.
glc koncentracid (g/L) 2 27 52 77 102
lac koncentracio (g/L) 2 2 2 2 2
glc/ lac arany 1 13,5 26 38,5 51
Téapleves ZYM
glc koncentrécio (g/L) 0,5 55 30,5
lac koncentraciod (g/L) 2 2 2
glc/ lac arany 0,25 2,75 15,25
Tapleves ZYP
glc koncentracio (g/L) 0,5 55 30,5
lac koncentracio (g/L) 2 2 2
glc/ lac arany 0,25 2,75 15,25

12 db. elére Osszeallitott taplevest mértiink ki, majd 96 lyuka mikrotitralo lemezre (TPP
TP29097) osztottunk szét 200-200 pL-t mintanként 8-as ismétléssel.
A mikrolemez olvasé6 (BMG LABTECH FLUOstar OPTIMA) programja:
- ciklusok szama ¢és ideje: 72 ciklus, 6 perc
- hémérséklet: 37°C
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A késziilék (BMG LABTECH FLUOstar OPTIMA) a 4. abran 1athato.

’FEUbét;arvbPT(MA

4. abra: BMG LABTECH FLUOstar OPTIMA fluoriméter

3.7. A mintak el6készitése
3.7.1. Mintak begyiijtése
Egy méréssorozat 24 oOrdn keresztiil zajlott, a fermentaciot kovetden a mintakat
Osszegyujtottik, 18 000 RPM-en, 15 percig centrifugaltuk, majd a feliilluszot tiszta
centrifugatubusba pipettaztuk.
3.7.2. Mintak feltarasa
A GFP és AURKA fehérjék sejtbdl valod kinyerésének érdekében a sejtek feltarasat a
pelletekbdl, a kovetkezd protokollt kdvetve végeztiik el:
- A pelletet 100 uL lizis pufferben szuszpendaltuk fel (4. tablazat)
- Szobahémérsékleten inkubaltuk 30 percig
- Ezt kovetden jégre helyezve 2 x 20 impulzusnyit szonikaltuk (Hielscher
UP200S).
- 18000 rpm-en centrifugaltuk 10 percig, majd a feliiluszot dvatosan egy masik
centrifugatubusba pipettaztuk

4. tablazat: Lizis puffer osszetevoi 100 mL térfogatra

Osszetevd Koncentracid Mennyiség
Na;HPO4*2H.0 50 mM 0,89 g
NaCl 300 mM 1,759
Imidazol 20 mM 0,135¢g
DTT 1 mM 0,0154 g
Triton x 100 1% ImL
Lizozim 0,1 mg/ mL 0,01g
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3.8. A rekombinans fehérjekoncentracio meghatarozasa fluorimetrias modszerrel
A mintak Osszegylijtését és feltarasat kovetden, a rekombindns fehérjék mennyiségének
meghatarozasat fluorimetrids méréssel végeztik. A mintdkbol 5 pL-t felszuszpentdltunk
100 pL lizis pufferben, majd ebbdl készitettlink 20x-os higitast is. Az igy kapott mintak
fluoreszcenciajat mértiik a fluoriméter (BMG LABTECH FLUOstar OPTIMA) segitségével,
520 nm gerjesztési hullamhosszon. Az ismert GFP koncentracioju oldatokbol elkészitett
kalibracios egyenes egyenletét felhaszndlva szamoltuk ki a rekombinans fehérje
A mérés elméleti alapjat a GFP fluoreszcens tulajdonsaga képezi, melynek koszonhetéen
a fluoreszcencia intenzitdsdnak mérésével meghatarozhat6 a termel6dott rekombindns fehérje

koncentracio.

£0,015

15902 22408 30915 39427 49940
Fluoreszcencia értéke

5. abra: GFP koncentracio meghatarozdsahoz alkalmazott kalibracios egyenes
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Transzformalas kémiai kompetens sejtekbe

A rekombinans fehérjék génjét tartalmazd plazmidok transzformdldsat kovetden a
sejtekbe, a plazmidon levd antibiotikum rezisztencianak megfeleld antibiotikum tartalmut
taptalajokra szélesztettiik a sejtszuszpenziokat. Az antibiotikum rezisztencia kifejezédésének
koszonhetden a taptalajokon csak azok a telepek néttek ki amelyek tartalmaztak a transzformalt
plazmidokat. Ennek megfeleléen a transzformalés sikerességét bizonyitja az 6. dbra, melyen

lathlatoak a plazmidokat tartalmazo telepek.

6. abra: A GFP génjét tartalmazo plazmidok

transzformadaldsanak eredményeképpen kinott telepek

4.2. Plazmidizolalas eredménye
Az E. coli BL21 (DE3) ToplO sejtekben végeztiik a plazmidok felszaporitasat. A
konstrukciok jelenlétét a sejtekben plazmidizolalassal és kolonia PCR-el ellendriztik. A

plazmidizolalas sikerességét és a plazmidok jelenlétét ellendriztiik agardz gélelektroforézissel.
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A gélelektroforézis eredménye lathat6 a 7. abran amelyen a detektalhatd savok megjelenése a

plazmidok méretének (GFP: 943 pb, AURKA: 2188 bp) megfeleld helyen lathato.

10000 bp

6000 bp

3000 bp
2500 bp
2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

1. abra: A plazmidizoldlas ellenorzése 1%-os agaroz gélen (M1: DNS molekulasuly
marker-Gene Ruler 1 kb(Thermo Scientific), 1: a GFP génjét tartalmazo plazmid, M2:
DNS molekulasuly marker-Gene Ruler 1 kb(Thermo Scientific), 2: AURKA génjét
tartalmazo plazmid)

4.3. Mikrotitralé lemezes fermenticié monitorizalasa

A fermentaciok soran a fluoriméter 20 percenként mérte a sejtstirliséget 600 nm
hullamhosszon. Az igy kapott értékekbdl hataroztuk meg a sejttomeg idébeni ndvekedését, a
populaciddinamikai adatokat.

A 8. abra E.coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonalbol szarmazd kultirak novekedését
tartalmazza. Megfigyelhetd, hogy a legkisebb sejttomeget az LB tablevesben novekedd sejtek
eredményezték, a vizsgalt autoindukcios taplevesekben minden esetben nagyobb sejttomeget
eredményezett a sejtnovekedés. Az aM9 tapleves esetében egy lassi exponencialis fazis
novekedést lathattunk, a ZYM, ZYP taplevesekben egy meredekebb exponencialis fazis volt
megfigyelhet6. Ezen eredmények azzal magyarazhatoak, hogy a ZYM, ZYP taplevesek

22



tapanyagdiusabbak, mint az aM9 leves. A tapanyagdiis kornyezet lehetové tette a sejtek

rovidebb idon beliili adaptaciojat, mig a szintetikus leves esetében ez hosszabb id6t igényelt.
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8. dbra: E. coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonalbdl szarmazo kultiurdk novekedése az
alkalmazott taplevesekben

A 9. abra az E. coli BL21 (DE3) Star sejtvonalbol szarmazo kultirdk novekedését
tartalmazza amely alapjan megfigyelhetd, hogy a tapanyagban gazdag ZYM és ZYP
taplevesekben szintén jelentdsen meredekebb exponencialis fazis volt megfigyelhet, mint a
szintetikus tapleves esetében, illetve szdmottevden magasabb az elért sejttomeg mennyisége is

hasonldan az elézdekben észrevételezett eredményekhez.
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9. abra: E. coli BL21 (DE3) Star sejtvonalbdl szarmazo kultiirak novekedése az

alkalmazott taplevesekben
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4.4.Alkalmazott taplevesek oOsszehasonlitisa a GFP és az AURKA fehérje
expressziojara
A harom autondukciods taplevesben a gliikkdz koncentracid valtozasadnak hatasat vizsgaltuk
az E. coli BL21 (DE3) Star és ClearColi sejtvonalak esetében. A katabolit represszio 1évén a
gliikoz/laktoéz arany valtoztatdsaval szabalyozhatjuk az autoindukcids fermentacié soran az
indukcio kezdetét. Jelen kutatds targyat képezte, hogy a hozzdadott glc (jelenléte gatolja az
indukciot) milyen hatdssal van a termelt rekombinans fehérje mennyiségére. A 10. abra
szemlélteti a gliikoz koncentracié novelésének hatasat a sejtnovekedésre ZYM taplevesekben,
E.coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonal esetében melynek eredménye alapjan a gliikoz/ laktoz

arany a kultura populacidodinamikai fazisaira nézve nem mutatott eltérést.
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10. abra: A glc koncentrdacio néovelésének hatisa a sejtnévekedésre ZYM
taplevesekben, Clear sejtvonal esetében
A 11. abran lathatoan az E.coli BL21 (DE3) Star sejtek esetében a E.coli BL21 (DE3)
ClearColi sejtekkel megegyezden a gliikoz koncentracid novelése, ebben az esetben sem

mutatott szamottevo eltérést a sejtek novekedésének populaciodinamikai fazisaira.
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11. abra: A glc koncentrdacio novelésének hatdsa a sejtnovekedésre ZYM
taplevesekben, Star sejtvonal esetében

A 12. abran lathato a gliikkdz koncentracido novelésének hatdsa a sejtndvekedésre ZYP
taplevesekben, az E.coli BL21 (DE3) Clear sejtvonal esetében. Az eredmények alapjan
elmondahto, hogy a Clear sejtvonal esetében az alap taplevest 0sszehasonlitva a két novelt glc
koncentracioju taplevessel az alap tapleves esetében szignifikans kiilonbség figyelheté meg az
exponencialis fazis meredekségének esetében. A ndvelt glikéz koncentraci6 meredekebb

exponencialis fazist eredményez.
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12. dbra: A glc koncentrdcio novelésének hatdsa a sejtnovekedésre ZYP

taplevesekben, Clear sejtvonal esetében

A 13. abran lathaté novekedési gorbék esetében megfigyelhetd, hogy az E.coli BL21
(DE3) Star sejtvonal esetében a ZYP taplevesben a glilkdoz koncentracid novelésével

szamottevéen magasabb sejttomeget értiink el mint a Clear sejtvonal esetében, viszont
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megfigyelhetd, hogy az exponencialis fazis meredeksége nem egyezik meg a két sejtvonal

esetében.
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13. abra: A glc koncentrdcio novelésének hatdsa a sejtnovekedésre ZYP

taplevesekben, Star sejtvonal esetében

A 14. 4bran lathaté a gliikoz koncentracid nodvelésének hatdsa a sejtndvekedésre
autoindukcios M9 taplevesben, E. coli BL21 (DE3) Star sejtvonal esetében. Megfigyelhetd,
hogy a gliikkdz koncentracidjanak valtoztatdsa az aM9 taplevesben nincsen hatassal a sejtek
populaciddinamikai fazisaira, a novekedési gorbék minden koncentracidonal kozel azonos

tendenciaval novekednek.
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14. abra: A glc koncentrdacio néovelésének hatisa a sejtniévekedésre autoindukcios M9

taplevesben, Star sejtvonal esetében

26



A 15. abran lathat6 a glilkéz koncentracido ndvelésének hatasa a sejtndvekedésre
autoindukcios M9 taplevesben, E.coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonal esetében. Az
eredmények alapjan elmondhatd, hogy az adott sejtvonal esetében sem Volt szamottevd a
gliikoz koncentracio novelésének hatasa a sejtek novekedésére. A novekedési gorbék ebben az

esetben is kozel azonos tendencidji novekedést mutattak minden koriilmény esetében.
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15. abra: A glc koncentrdacio novelésének hatdsa a sejtnovekedésre autoindukcios

M9 taplevesben, Clear sejtvonal esetében

A ndvekedési gorbék alapjan elmondhato, hogy az autoindukcios M9 téplevesben a gliikdz
koncentracid6 novelése nem befolydsolta szamottevoen a sejtnovekedést egyik sejtvonal
esetében sem. A ZYM és ZYP taplevesekben viszont lathato volt, hogy a gliikéz koncentraciod
novelése pozitivan befolyasolta a sejttomeg ndvekedését is. Ezek kozil is ZYP tapleves
esetében a Star sejtvonalnal volt megfigyelhet6 a legmagasabb gliik6z koncentracio esetében a
legmagasabb sejttomeg.

4.5. Rekombinans fehérje mennyiségének meghatarozasa fluoriméteres méréssel

A fluorimetrias mérések alkalmaval kapott értékekbdl meghatarozott GFP koncentraciok

Osszehasonlitdsaval hatdroztuk meg az optimalis fehérjetermelési koriilményeket. A két

legnagyobb fehérjekoncentracio értéket a ZYM taplevesben illetve az 52 g/l gliikkoz

cre
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A glikéz koncentracidjanak novelésével az autoindukcids fermentdcid soran
idozithetd/programozhaté az indukcio kezdete. A 16. abran lathaté E.coli BL21 (DE3)
ClearColi sejtvonalat alkalmazva a gliikdzkoncentraci6 és a termel6dott GFP mennyiségének
Osszefiiggése, ZYM tapleves esetében. Azon mintdk esetében amely kezdetben nem
tartalmazott nagy mennyiségi gliikozt (0,5 g/L gliikéz, 2 g/L laktdz, gllikoz/1aktoz=0,25)

végeredményben nagyobb mennyiségli rekombinans fehérje termelddott.
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16. dbra: E.coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonalat alkalmazva a glitkézkoncentrdcio és a
termelodott GFP mennyiségének osszefiiggése, ZYM tapleves esetében

Ezen eredmény értelmében a gliikoz/laktdéz arany megvalasztasa egy autoindukcios
fermentacios kisérlet soran kulcsfontossagi. Amennyiben a termeltetni kivant rekombinans
fehérje toxikus a gazdasejtre nézve, a magas gliko6z/laktéz arany hasznalata indokolt, igy
biztosithatd az indukci6 kezdetének idébeni eltoldsa, amely altal biztosithat6d, hogy nagyobb
sejttomeg mellett valosuljon meg a rekombinans fehérje eldallitasa.

A 17. ébran lathat6 E.coli BL21 (DE3) Star sejtvonalat alkalmazva a gliikozkoncentracio
¢s a termelddott GFP mennyiségének Osszefliggése, ZYM tapleves esetében, melynek
eredménye, hogy a gliilkoz koncentracié nodvelése latszolag nagyobb rekombinans fehérje
termelést eredményezett, a szdmbeli kiillonbség a masik két koriilményhez viszonyitva
elenyészd. Elmondhatéd tehat hogy a gliik6z koncentracié véaltoztatdsa nem eredményezett

szignifikans kiilonbséget a fehérjetermelés soran.
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17. abra: E.coli BL21 (DE3) Star sejtvonalat alkalmazva a gliikézkoncentrdcio és a

termelodott GFP mennyiségének osszefiiggése, ZYM tdpleves esetében

A 18. abran lathato, hogy a ZYP taplevesben az E.coli BL21 (DE3) ClearColi esetében
eredményezte. A magas gliikéz koncentracio jelenlétében iddben eltolodott az expresszid
kezdete, és mivel a ClearColi novekedése kisebb volt az el6bbiekben bemutatott Star sejtek
novekedésénél, nem eredményezett ugyanolyan mennyiségli sejttomeget, kevesebb idé marad

az expressziora, ez okozza a GFP expresszio mértékének csokkenését.
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18. dbra: E.coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonalat alkalmazva a glitkézkoncentrdcio és a
termelodott GFP mennyiségének osszefiiggése, ZYP tapleves esetében
A 19. abra tartalmazza az E.coli BL21 (DE3) Star sejtvonalat alkalmazva a

gliikézkoncentracid és a termelddott GFP mennyiségének Osszefliggését, ZYP tapleves
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esetében. A legmagasabb gliikoz koncentracio esetében volt megfigyelhetheté a legmagasabb
rekombinans fehérje koncentracid. Ennek magyarazata, hogy a Star sejtek exponencidlis fazisa
meredekebb, nagyobbe végsé sejttomeget eredményezett és a gliikoz koncentracido novelése

id6ben eltolta a fehérje expressziot.
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19. dbra: E.coli BL21 (DE3) Star sejtvonalat alkalmazva a gliikozkoncentrdcio és a termelodott

GFP mennyiségének osszefiiggése, ZYP tdapleves esetében

A 20. abran E.coli BL21 (DE3) Star sejtvonalat alkalmazva a gliikbzkoncentracio és a
termel6dott GFP mennyiségének Osszefliggése lathatd autoindukciés M9 taplevesben. Az
eredmények azt mutattak, hogy a gliik6z koncentracié novelése nem idézte el a hatékonyabb
rekombinans fehérjetermelést. Az el6zdekben feltiintetett eredmények alapjan itt is
elmondhat6, hogy a fehérje expresszidja eltolodott, de az alacsony sejttdmeg miatt nem
eredményezett magasabb fehérjekoncentraciot. Ezzel egyidében azonban elmondhat6, hogy a
fermentacio soran az aM9 tapleves esetében az 52g/L gliikdz koncentracio E.coli BL21 (DE3)

Star sejtvonalat alkalmazva értiik el a legmagasabb rekombinans fehérjekoncentraciot.
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20. dabra: E.coli BL21 (DE3) Star sejtvonalat alkalmazva a gliikozkoncentrdcio és a termelodott

GFP mennyiségének osszefiiggése, autoindukcios M9 taplevesben

A 21. abran lathato E.coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonalat alkalmazva a
gliikézkoncentracio és a termelédott GFP mennyiségének Osszefliggése, autoindukciés M9
taplevesben. Megallapithato, hogy a gliikz koncentracid ndvelése nem eredményezett pozitiv

hatést a fehérjetermelés novelésére.
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21. dbra: E.coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonalat alkalmazva a gliikézkoncentrdcio és a

termelodott GFP mennyiségének osszefiiggése , autoindukcios M9 taplevesben
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A GFP termeltetésénél kapott eredményeket Osszehasonlitva egy nehezen termel6do
koncentracid novelése hasonlé hatast eredményezett a problemasan termelddo fehérje
expressziojanak esetében is: nem okozott szignifikans eltérést a gliilkdz koncentracid novelése.

A 22. abréan lathatd az optimalizalt koriilményeken termelddott rekombinans fehérjék
Osszehasonlitdsa, melynek eredménye alapjan elmondhatd, hogy az aM9 taplevesben
0,7 ng- al kevesebb GFP termelddott (3,95 ng/mL) mint a ZYM taplevesben (4,65 ng/mL). Az
AURKA esetében nincs szignifikans eltérés a két tapleves esetében. Ugyanakkor
megfigyelhetd, hogy a ZYM taplevesben 2,92 ng- al kevesebb AURKA termelddott mint GFP,
valamint az aM9 taplevesben ez a kiilonbség 2,06 ng. Ezen eredmény azzal magyarazhato, hogy
az AURKA egy nehezen termelddd fehérje, normdl korilmények kozott ezen mennyiség

termeltetése nem megvalosithato.

6 GFP

I I T
0 . .

WZYM (0,5g/Lglc) mMaM?9 (52 g/Lglc)

N w B

=

Rekombinans fehérje koncentracidja
[ng/mL]

22. abra: Optimalizalt koriilmények osszehasonlitisa a GFP és AURKA esetében

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy jelen fermentacios koriilmények kozott végzett
programozott rekombinans fehérje expresszid megvalosithatd, a normal expresszids
koriilmények kozott problémésan termelédd (zarvanytestben) vagy nem termel6dd

rekombinans fehérjék esetében is.
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5. Osszefoglalas
A kutatasaink soran vizsgalt kiilonboz6 értékes eredmények sziilettek:
- olyan koriilmény meghatarozasa, amely soran nagy mennyiségii rekombinans fehérje
allithat6 el 1d6- és koltséghatékonyan (kvantitativ optimalizalés)
- azon paraméterek meghatarozasa, amely lehetdvé teszik nehezen eldallithatéd fehérjék,

lasst, szabalyozott eldallitasat (kvalitativ optimalizalas)

Az E.coli BL21 (DE3) ClearColi sejtvonalbdl szarmazo6 kultarak novekedési gorbéje
alapjan megfigyelhetd, hogy az aM9 tapleves esetében egy lassi exponencialis fazisu
novekdést mutat, a ZYM, ZYP taplevesekben egy meredekebb exponencialis fazis
figyelhetd meg. Ezen eredmények azzal magyarazhatoak, hogy a ZYM, ZYP taplevesek
tapanyagdusabbak, mint a szintetikus aM9 leves. A tapanyagdus kornyezet lehetové teszi a
igényel.

Az E.coli BL21 (DE3) Star sejtvonalbdl szarmazoé kultirak novekedésénél a gazdag ZYM
és ZYP taplevesekben szintén jelentdsen magasabb az elért sejttomeg mennyisége,
hasonldan az elézéekben észrevételezett eredményekhez.

A Kkatabolit represszi6 1évén a gliikkoz/laktéz arany valtoztatasaval szabalyozhatjuk
autoindukciés fermentacié6 soran az indukcio kezdetét. A gliikoz koncentracio
novelésének hatasa a sejtnovekedésre ZYM taplevesekben, E.coli BL21 (DE3) ClearColi
sejtvonal esetében azt eredményezte, hogy a glik6éz/ laktoz arany a Kkultura
populaciodinamikai fazisaira nézve nem mutat eltérést. Az E.coli BL21 (DE3) Star sejtek
esetében a E.coli BL21 (DE3) ClearColi sejtekkel megegyezen a glilkdoz koncentracio
novelése szintén Nnem mutat szamottevé eltérést a sejtek novekedésének populaciodinamikai
fazisaira.

A novekedési gorbék alapjan elmondhatd, hogy az autoindikcios M9 taplevesben a
gliik6z koncentracio novelése nem befolyasolta szamottevéen a sejtnévekedést egyik
sejtvonal esetében sem. A ZYM és ZYP taplevesekben viszont lathatd, hogy a gliikéz
koncentracio ndvelése pozitivan befolyasolta a sejttomeg novekedését is. Ezek kozil is ZYP
tapleves esetében a Star sejtvonalnal figyelhetdé meg legmagsabb gliikoz koncentracio
esetében a legmagasabb sejttomeg. Ezen eredmény értelmében a gliikoz/laktéz arany
megvalasztasa egy autoindukcids fermentacios kisérlet soran kulcsfontossdgiu. Amennyiben a

termeltetni kivant rekombinans fehérje toxikus a gazdasejtre nézve a magas gliikkdz/lakt6z arany
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hasznalata indokolt, igy biztositott az indukcid kezdetének idébeni eltoldsa, amely altal
biztosithatd, hogy nagyobb sejttomeg mellett valosuljon meg a rekombinans fehérje eldallitasa.

Az E.coli BL21 (DES3) Star sejtvonalat alkalmazva a gliikozkoncentracio és a termel6dott
GFP mennyiségének Osszefiiggése, ZYM tapleves esetében, elmondhatd, hogy a gliikoz
koncentracio valtoztatisa nem eredményezett szignifikans kiilonbséget a fehérjetermelés
soran.

A ZYP taplevesben az E.coli BL21 (DE3) ClearColi esetében a magas gliikoz
koncentracid jelenlétében id6ben eltolodik az expresszio kezdete, és mivel a ClearColi sejtek
esetében kisebb a végsd sejttomeg mint a Star sejteknél, kevesebb id6 marad az expressziora,
ez okozza a GFP expresszio mértékének csokkenését. Az E.coli BL21 (DE3) Star sejtvonalat
alkalmazva a gliikozkoncentracio és a termelddott GFP mennyiségének Osszefiiggése, ZYP
tapleves esetében legmagasabb gliikkoz koncentracié esetében figyelhetheté meg, itt a
legmagasabb rekombinans fehérjekoncentracio.

Autoindukciés M9 téplevesben a gliikdéz koncentracid novelése nem idézte eld a
hatékonyabb rekombindns fehérjetermelést. A fehérje expresszidja eltolodott, de az alacsony
sejttdbmeg miatt nem eredményezett magasabb fehérjekoncentraciot. A fermentacio soran az
aM?9 tapleves esetében az 52g/L gliikoz koncentracio E.coli BL21 (DE3) Star sejtvonalat
alkalmazva értiik el a legmagasabb rekombinans fehérjekoncentraciot.

A GFP termeltetésénél kapott eredményeket Gsszehasonlitva egy nehezen termel6dé
fehérje expresszidjanal (AURKA) kapott eredményekkel, megallapithatd, hogy a gliikéz
koncentracid6 novelése hasonld hatdst eredményezett a problémdasan termelédd fehérje
expressziojanak esetében is: nem okozott szignifikans eltérést a gliikoz koncentracio
novelése.

Az optimalizalt koriilményeken termelddott rekombindns fehérjék Osszehasonlitdsanak
eredménye alapjan elmondhatd, hogy az aM9 taplevesben kevesebb GFP termelddott (3,95
ng/mL) mint a ZYM taplevesben (4,65 ng/mL). Az AURKA esetében nincs szignifikans
eltérés a két tapleves esetében.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy jelen fermentacids koriilmények kozott végzett
programozott rekombinans fehérje expresszié6 megvalosithaté, a normal expresszids
koriilmények kozott problémasan termelédé (zarvanytestben) vagy nem termel6do

rekombinans fehérjék esetében is.
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6. Tovabbi célkitiizések

Tovabbi célkitlizésként szeretnénk megvalositani a szubsztrat illetve indukéloszer
fogyasanak/valtozasanak meghatarozasat HPLC-n.

A tovabbiakban szeretnénk megvaldsitani ipari enzimtermelést is, olyan génkilitott
torzsekben, melyek metabolikus Utvonalainak modositasa lehetové teszi iparilag hasznos
termékek eldallitdsat. Az enzimtermelést autoindukcios eljarassal, aerob és anaerob
koriilményeken valdsitjuk meg, melynek alapjat jelen dolgozat erdményei képezik. Az

enzimtermelés ellenérzését SDS-PAGE moddszerrel végezziik.
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8. Fiiggelékek

1. figgelék: Az alkalmazott taplevesek osszetevoi 1 L térfogatra

Tépleves Osszetevd torzsoldat Mennyiség
ZYM
Y 958 mL
50x M 20 mL
50x 5052 20 mL
500x MgSO4 2mL
1000x nyomelem 0,2 mL
oldat
ZYP
VA 928 mL
20x P 50 mL
50x 5052 20 mL
500x MgSO4 2mL
1000x nyomelem oldat 0,2 mL
Osszetevé Mennyiség
LB
Pepton 10 g
Elesztd kivonat 59
NaCl 5¢
aM9
Na>HPO4 3,54 g
NaCl 059
KH2PO4 344
NH4CI 29
gliikoz 24
laktoz 29
glicerin 59
MgSO4 2 mM
CaCl, 0,02 mM
1000x nyomelem oldat 1x
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2. fiiggelék: A ZY torzsoldat dsszetevdi 1 L térfogatra

Osszetevd Koncentracio Mennyiség
Tripton 1% 10g
Eleszté kivonat 0,5% 59

3. fuggelék: Az 50xM torzsoldat dsszetevdi 50 mL térfogatra

Osszetevd Koncentracio Mennyiség
Na;HPO4*7H>0 1,25M 11,125 g
KH2PO. 1,25 M 8,5 g
NH.CI 25 M 6,7 ¢
Na>SO4 0,25M 1,775¢

4. fiiggelék: Az 20xP torzsoldat dsszetevoi 100 mL térfogatra

Osszetevd Koncentracid Mennyiség
NaHPO4*7H>0 1M 17,8 ¢
KHzPO4 M 136 g
(NH4)2504 0.5 M 6.6

5. fiiggelék: Az 50x 5052 térzsoldat osszetevoi 200 mL térfogatra

Osszetevd Koncentracid Mennyiség
Glicerin 25 % 39,68 mL
Glitkoz 25% 5
a-Laktoz 10 % 209

6. fiiggelék: Az 500x MgSOs torzsoldat dsszetevdi 50 mL térfogatra

Osszetevo

Koncentracio

Mennyiség

MgSO>

1M

12,325 g
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7. figgelék: Az 1000x nyomelemeket tartalmazo torzsoldat (TRACE)
osszetevoi 50 mL térfogatra

Osszetevd Koncentracio Mennyiség
FeClz*6H20 50 mM 0,675 g
CaCl; 20 mM 0,11¢g
MnCl>*4H,0 10 mM 0,095 ¢
ZnS0O4*7H20 10 mM 0,205 g
CoCl 2 mM 0,029
CuCl>*2H,0 2 mM 0,015¢
NiCl,*6H20 2 mM 0,02 g
Na;MoO4*2H.0 2 mM 0,02 g
NazSeO3*5H,0 2mM 0,025 ¢
H3BO3*5H,0 2 mM 0,015¢
HCI 60 mM 25 mL
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