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1. Irodalmi bevezeto

1.1. Novényi defenzinek altalanos jellemzése

A novényi defenzinek az antimikrobidlis fehérjék kozé sorolhatd kisméretli (45-54
aminosav, 5-7 kDa), amfipatikus, bazikus proteinek, amik fontos szerepet jatszanak a
patogénekkel szembeni védelemben. Emiatt nem meglepd, hogy legnagyobb mennyiségben a
levelekben, magokban ¢és virdgokban taldlhatéak meg, mivel ezek a novény leginkabb kitett
részei a korokozok szamara.l*”) Egyes defenzinek allandéan jelen vannak a ndvényben, mig

masok sebzés, biotikus vagy abiotikus stressz hatasara termelédnek.[: 1% 32!

1.1.1 Novényi defenzinek szerkezete

A ndvényi defenzinek globuldris, pozitiv toltésti fehérjék, melyek elsdédleges
szerkezetilkben nagyon valtozatosak lehetnek. Ennek ellenére mindegyik nyolc ciszteint
tartalmaz, amelyek kozott kialakuld négy diszulfid-hid stabilizélja a fehérje szerkezetét
szé1s8séges kornyezeti koriilmények kozott.'®! A defenzinek harmadlagos szerkezete viszont
nagyon hasonld: egy a-hélix és harom antiparalell B-red, fafp elrendez6désben (1. Abra).[
23 A novényi defenzinek rendelkeznek az tin. y-core régidval (GXCX3.9C), amit a B2 -és B3-
redd és az ezeket 6sszekotd hurokrégio alkot. Ez a régio a fehérje szerkezeti stabilitasanak

kialakitasa mellett antimikrobialis hatassal is rendelkezik.[** 27!

1. Abra. Novényi defenzin harmadlagos szerkezete. Pirossal az o-hélix, mig sargdval a harom antiparalell f-

redd van abrazolva.l%

A novényi defenzinek prekurzor formdjadban szintetizalodnak. A legtobb rendelkezik

egy N-termindlis szignalszekvencidval, aminek fontos szerepe van a fehérje extracellularis

crer

proteolitikus folyamat soran lehasad, igy az érett fehérjén mar nem taldlhatdo meg. A defenzinek



kisebb csoportja egy C-terminalis prodoménnel is rendelkezik, ami a vakoularis transzportot
biztositja. Feltehetdleg ennek a doménnek lehet szerepe a defenzin toxikus hatdsanak

semlegesitésében a transzportfolyamatok kozben.[6 23]

1.1.2. Novényi defenzinek antimikrobialis hatasa

A ndvényi defenzinek antimikrobialis hatdsukat tekintve nagyon sokoldaluak,
mivel széles korben képesek gatolni a baktériumok (Gram-pozitiv és Gram-negativ) €s a
fitopatogén gombak novekedését, tovabba enzimek ¢€s protedzok aktivitasat is blokkolhatjak.
Hatasuk kationok (pl.: Ca*', Mg?") jelenlétében csdkken, mivel a fehérje szerkezete
megvaltozik és nehezebben tud kolcsdnhatast kialakitani a korokozé membranjaval.l®) A
szerkezet valtozas mellett az antagonista hatast az is eldsegitheti, hogy a pozitiv t61tésli ionok
versengenek a defenzinekkel a membrankotésben.'8! Antibakteridlis hatasukat kiilonbozd
modon képesek kifejteni. Ezek a defenzinek pozitiv toltésiikbol adédoan képesek kdlcsonhatast
kialakitani a  baktériumok negativ  toltési  membranalkotdival  (teikonsavval,
lipopoliszachariddal, foszfolipiddel) ezaltal csdkkenteni azok ndvekedését,!** 27! tovabba
gatolhatjdk a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok K'-csatornajat is.’! Emellett a
defenzinek fesziiltségfliggd csatornakat is ki tudnak alakitani a baktérium membranjaban,
melyen keresztiil bearamlo viz szétfesziti a korokozo plazmamembranjat.?®! Nemrég azt is
kimutattak, hogy a defenzin képes internalizalodni és a sejten beliil kolcsonhatast kialakitani a
DNS-el és ez altal gatolni a korokozé szaporodasat.['”]

A novényi defenzinek legmeghatarozobb tulajdonsdga a gombaellenes hatasuk. Ez
alapjan két csoportba sorolhatoak: 1) a morfogenikus defenzinek, melyek a hifak tulzott
elagazddasat, és megduzzadasat és lassu novekedését okozzdk; és 2) a nem morfogenikus
defenzinek, melyek a gomba sejtmembranjanak roncsoldsa altal fejtik ki hatasukat.[® 23] Az
utobbi csoportba tartoz6 pozitiv toltésti defenzinek képesek kolcsonhatast kialakitani a
kérokozd membranjaban talalhatd negativ toltésti szfingolipidekkel (mannozil-diinozitol-
foszfoceramid, gliikkozilceramid), majd a membranba beépiilve annak destabilizacidjat
kivéltani. Emellett egyes defenzinek az L-tipusa Ca**-csatornakra kifejtett hatdsukkal a hifa
tilzott elagazodasat valtjak ki, mig bizonyos proteinek a fesziiltségfiiggd Na'-csatornak

miikodését befolyasolva eredményezik a gomba novekedésének csokkentését.[® 1]



1.1.3. A novényi defenzinek egyéb, nem antimikrobialis szerepe
A novényi defenzinek a novény fejlddésére is hatdssal vannak, mivel szerepet
jatszhatnak a pollentdmld kialakitasaban, vagy az énmegtermékenyités elkeriilésében,!? 3!

tovabba az abiotikus stressz (pl. hideg, szarazsag, so) ellen is védelmet tudnak kialakitani.!®!

1.1.4. A novényi defenzinek alkalmazasa a mezégazdasagban

A gombas fertdzések, minden évben nagy terméskiesést és anyagi karokat okoznak a
mezbgazdasdg szamara.’! A jelenleg forgalomban 1évé kémiai peszticidek, azonban nem
képesek megfeleléen felvenni a harcot a koérokozokkal szemben, emellett egészség- és
kornyezetkarosito hatéassal is rendelkeznek.[*?!

A nodvény-eredetli defenzinek hasznéalata megoldést nytjthat a problémara, mivel egy
fehérje akar tobb korokozé ellen is hatékony lehet, valamint csak néhany esetben irtak le
rezisztenciat velilk szemben.!® ') A defenzinek alkalmazisa mellett sz6l az is, hogy emlds
sejtekre nem fejtenek ki karos hatést, valamint nem kdrosak a ndvény rhizoszférajaban talalhato
szimbionta mikroorganizmusokkal szemben.[® A defenzinek egyik alkalmazasi lehetdsége az,

3] Szamos esetben

hogy defenzint expresszald transzgenikus novényeket hoznak létre.!
megfigyelték, hogy ezek a ndvények fokozott rezisztenicat mutattak a korokozokkal
szemben.!®) Azonban ilyen transzgenikus ndvények termesztésbe valé bevondsa nem egyszeri
a jelenleg érvényben 1évé EU-s jogszabalyok miatt.''! Tovabb4, a genetikailag modositott
forrasbol szarmazo élelmiszerek visszatetszést keltenek a legtobb vasarloban.[”)

Az antimikrobidlis hatast fehérjéket kozvetlen moddon is probaljak alkalmazni
novényvédelmi célra, de ennek egyeldre szamos nehézsége van. A koltséges eldallitas mellett,

hidnyosak az ismereteink a defenzinek antifungalis spektrumardl, a ndvényi és emberi

szervezetre, valamint a kdrnyezetre gyakorolt lehetséges, hossztavi karos hatasairol.['#!

1.2. Mikrobialis fehérje expresszios rendszerek

Napjainkban a természetes eredeti fehérjék alkalmazasa igen elterjedt az iparban, a
mezOgazdasagban €s a gydgyaszatban egyarant. Alkalmazasukat azonban gyakran korlatozza
az a tény hogy, nem all rendelkezésre az ipar szamar megfeleld mennyiségben a fehérjetermék,
mivel a természetes termeld organizmusok csak kismennyiségben allitjak eld ezeket a
proteineket. A probléma megolddsara a kémiai szintézissel valo eldallitds, illetve a heterolog
expresszids rendszerek alkalmazasa egyardnt megoldast jelenthet. Annak ellenére, hogy a
szintetikus modszert egyre gyakrabban alkalmazzak, szamos hatranya van. Mindamellett, hogy

a szintézis draga ¢s iddigényes folyamat, a fehérjék megfeleld diszulfid-hid mintazatanak
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kialakitidsa nem konnyen kivitelezhetd.l*¥! Ezzel szemben a heterolog fehérje expresszid egy
gyorsabb ¢és olcsobb mddszer, igy hatékonyabban alkalmazhat6 a fehérjék ipari mennyiségii
eldallitasara. Eleinte prokaridta sejteket hasznaltak a fehérjék nagymennyiségli termelésére,
mivel ezek gyorsan képesek osztodni, koltséghatékonyan fenntarthatéak, konnyen és gyorsan
transzformalhatdak, valamint magas expresszids szintet és fehérje hozamot biztositanak.!¢]
Napjainkban az Escherichia coli az egyik leggyakrabban hasznalt baktérium-alapt expresszios
rendszer, annak ellenére, hogy ugyan tulajdonsagai alapjan megfelel a rekombinans protein
eldallitasara, azonban a termelés soran probléma Iéphet fel az eukaridta-prokariota kozti eltérd
kodonpreferencia €és a poszttranszlaciés modositasok hianya miatt, ami a fehérjék nem
megfeleld érését és a diszulfid-hidak kialakuldsdnak a hidnyat eredményezheti. Emellett sok
esetben a termék endotoxinnal szennyezddhet, a fehérje szekrécidja sem sokszor megoldott,
ezért gyakori az ugynevezett ,inclusion body” képzddése, ami megneheziti a tisztitasi
lépéseket.[> 16291

Az eukariota sejteken alapuld heterolog fehérje expressziods rendszernek tobb eldnye is
van a prokariota gazddkhoz képest. Az éleszté-alapt (pl. Pichia pastoris, Saccharomyces
cerevisiae) rendszerekben a sejtek gyorsan novekednek, a megfelelé poszttranszlacios
modositasokra is képesek, valamint a megtermelt fehérje tdpkézegbe torténd hatékony
szekretalasaval megkonnyitik a tisztitds folyamatat. Emellett genetikailag konnyen
modosithatok, a linedris expresszids vektor képes kromoszomaba beépiilni és igy stabilan
fennmaradni a sejtben.["" 161 Az éleszték mellett fonalasgomba (pl. Aspergillus, Trichoderma és
Penicillium) fajok is hatékonyan alkalmazhatok fehérjetermelésre.l'> 1 A gomba-alapu
expresszidos rendszerek hatranya lehet a nem megfeleld N- és O- glikozildcid, ami

immunreakciot valthat ki az emberben a terdpias célra termelt fehérjék esetében.!6!

1.2.1. Pichia pastoris-alapu expresszios rendszer

A metilotrof, ,.,generally recognized as safe” (GRAS) statusszal rendelkez6 P. pastoris
¢leszté-alapti fehérjetermelés az egyik legelterjedtebb gomba-alapt heterolog expresszids
rendszer.['®) Napjainkban elsdsorban biologikumok (pl. Kalbitor, Biocon, Jetrea, elasztiz
inhibitor) és ipari enzimek (pl. foszfolipaz C, fitaz, tripszin) eldallitasara hasznaljak.!!

A rendszer nem igényel komplex taptalajt, ezért gyors €s olcso fehérjeeldallitast tesz
lehetévé. Elényei kozé tartozik az is, hogy képes a termelt proteint nagy mennyiségben a
tapkozegbe szekretdlni megkdnnyitve ezzel a tisztitasi folyamatot.!!* 2 Emellett a fehérje
megfeleld poszttranszlacids modositasai is megvalosithatok, példaul az N-glikozilacio,

melynek fontos szerepe van a terdpias fehérjék esetében.!'! A P. pastoris-alapti rendszerrel
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torténd termelés soran, azonban felmeriilhet néhany probléma. Sok esetben megfigyelhetd a
fehérjék hibas glikozilacidja is (ami GlycoSwitch technika alkalmazasaval kikiiszobolhetd),
illetve a tipkdzeg mannan szennyezése, ami megnehezitheti a termék kinyerését.l!o 291 A
rendszer hasznélatat az is megneheziti, hogy nagy mennyiségli expresszids vektorra van
sziikség a transzformalashoz, tovabba kevés szelekcidos marker all rendelkezésre. Emellett
gyakori az eléallitott fehérje protedzok altali degradacioja. Ennek elkeriilése érdekében protedz
deficiens torzseket hoztak létre. Tovabba a tapkdzeg kdnnyen szennyezddhet szaprofita
baktériummal, gombaval.[! 16]

A P. pastoris-alapi expresszios rendszerben a leggyakrabban hasznalt indukalhato
promoter az alkohol oxidaz (AOX1) prométere. Ez az erés promoter represszalt allapotban van
gliikozt, glicerolt vagy etanolt tartalmazé tapkozegben, €s csak akkor aktivalodik, ha ezeknek
a szénforrasoknak a szintje lecsokken ¢s metanolt adnak egyediili szénforrasként a
tapkozeghez.!'! Altaldban 0,5-5 V/V% mennyiségii metanollal indithaté el a génexpresszio,
ennél magasabb alkoholszint mar toxikus lehet a sejtek szamara. A tul alacsony metanolszint a
indukalhat6 promotereket is alkalmaznak. Ilyen példaul a metanol-oxidaz (MOX), és a formiat-
dehidrogenaz (FMDH) prométer, amelyek metanol nélkiil indukalhatok, ugyanakkor magas
szintli expresszidt biztositanak. Kedvelt konstitutiv promoter a gliceraldehid-3-foszfat (GAP)
promotere, illetve a hatékonyabb expressziot eredményez6 GCW14 promotere is. Ezen
promoéterek elénye, hogy nem igényelnek indukaldszert a fehérjetermelés elinditasdhoz.[!)

Irodalmi adatok alapjan a beépiilt génmennyiség korrelaciot mutat a fehérjehozammal,
ez€rt a magas expresszios szint eléréséhez a kivant gén tobbszori genomba torténd beépiilésére
van sziikség. Altalaban a linearis expresszios kazetta csak egyszeres kopiaban épiil be (90-99%
valdsziniiséggel) az AOX1 lokuszba, azonban magas zeocin koncentraciét (100-2000 pg/ml)
tartalmaz6 szelektiv taptalajjal tobbszords beépiilést hordozd transzformasok szelektdldsa is
megvalosithaté.[! 16]

A P. pastoris-alapii expresszids rendszer képes a megtermelt fehérje extracellularis
faktoranak extracellularis szignalszekvencidjat hasznaljak. A szignalszekvenciat a pre-pro
régioba épitik be, amely lehetévé teszi a fehérje Sec61 transzlokonon keresztiil torténd
endoplazmatikus retikulumba juttatdsat és a megfeleld poszttranszlacios modositasok
elvégzését (pl. diszulfid-kotések kialakitasa, glikozilacio). A szekrécidt biztositd a-faktort, a

fehérje Golgi-ba torténd transzportjat kovetden a Kex2 protedz hasitja le. A Kex2



szignalszekvenciatdl 3’ irdnyban gyakran talalhat6é egy Glu-Ala ismétlodés, amely a fehérje
érési folyamatat segiti, és a ste13 endoprotedz tavolitja el az érett fehérjérel.!- 2!

A  megfelel6 mennyiségli fehérjeexpresszidhoz elengedhetetlen a tenyésztési
koriilmények optimalizalasa. Megfigyelték, hogy a P. pastoris optimalis novekedési és
fehérjetermelési homérséklete 28-30 °C. 32 °C-on a sejtek elpusztulnak, mig alacsony
hémérsékleten az élesztd életképessége csokken és az endoplazmatikus retikulum nem
megfeleld miikodése miatt a termelni kivant fehérje érési folyamata is hibas lesz. A hémérséklet
mellett az inkubécids/indukcids id6 hossza is nagymértékben befolyasolja az expressziot,
ugyanis a legnagyobb sejtndvekedés 96 6ra inkubacio utan, mig a legnagyobb fehérjehozam 48
6ra utan volt megfigyelhetd, azonban a legtobb irodalmi adat alapjan 72-96 o6ra a
legoptimalisabb 1d6 a fehérje termelddése szempontjabol. Azt is megfigyelték, hogy szorbitol

jelenlétében csokken a sejtndvekedés, ellenben tobb termék képzddik. Ennek hatterében

valosziniileg a szorbitol oxigén-gyokok és toxikus melléktermékek hatastalanitdo képessége
al1.1el

1.2.2. Novényi defenzinek termelése P. pastoris-alapu heterolog expresszios rendszerben
A P. pastoris-alapu heterolog expresszids rendszer hatékonyan alkalmazhato a névényi
defenzinek nagy mennyiségii eldallitdsara. Mungdbabbdl szarmazd VrD1 defenzint 3 mg/liter
hozamban voltak képesek termeltetni. Az eléallitott fehérje szerkezete nem teljesen egyezett
meg a vad tipusuéval, mivel az N-termindlis végén két extra aminosavat (Tyr és Val)
tartalmazott. A rekombindns antifungalis fehérje azonban megodrizte biologiai aktivitasat,
ugyanis gombaellenes hatast mutatott Fusarium oxysporum-mal, Pyricularia oryzae-val,
Rhizoctonia solani-val, és Trichophyton rubrum-mal szemben.[®! Cabral és munkatarsai (2003)
borsobol szarmazo Pds1 fehérjét allitottak eld P. pastoris segitségével, 36 mg/liter hozammal.
A tomegspekrometrias vizsgalatok kimutattak, hogy a rekombindns defenzin poszttranszlacios
modositasai megegyeznek a vad tipuséval. A cirkularis dikroizmus és magmagneses rezonancia
mérések alapjan megallapitottdk, hogy a fehérje masodlagos és harmadlagos szerkezete is
megegyezik az eredetiével. Az eldallitott defenzin rendelkezett antifungalis hatdssal, noha
ennek mértéke tizedére csokkent a vad tipuséhoz képest. Ennek oka valosziniileg az N-
termindlis részre beépitett Glu-Ala ismétlddés lehetett.’] Kukoricandvénybdl szarmazé 9 kDa
tomegt, 35 aminosavbol 4ll6 defenzint fejeztettek ki E. coli-ban és P. pastoris-ban. Az élesztd
alapti rendszerrel eldallitott fehérje nagyobb mértékii antifungalis hatast mutatott a
baktériummal termeltetthez képest, amelynek hatterében a fehérjében talalhaté a tobb B-redo és

kevesebb rendezetlen szerkezet allhatott.!'>



1.2.3. Penicillium chrysogenum-alapu expresszios rendszer

A szintén GRAS statusszal rendelkezd P. chrysogenum-ot mar régdta hasznaljak az
iparban antibiotikum (pl. penicillin, cefalosporin) eldallitdsara. Ezzel ellentétben a
tudomanyban, csak az utobbi évtizedekben terjedt el ennek a fonalasgombanak a hasznalata
homolog €s heteroldg fehérjék alapkutatasi célu eldallitasara. A rendszer elonye, hogy sokféle,
nem csak gomba eredetii génkifejezésre alkalmas. A fehérje érése hasonld a magasabb rendi
eukariotdkéhoz, ezért akar az emberihez nagyon hasonld glikozilacidés mintdzat is
megvalodsithatd, amelynek nagy jelentdsége lehet a terapids célra termelt fehérjék esetében.
Emellett a termelt fehérjét a gomba a tapkozegbe szekretdlja, ahonnan akar egy 1épésben is
konnyen tisztithato lehet.['> 2]

Heterolog expresszios rendszer létrehozéasanal létfontossagi a megfeleld promoter
kivalasztasa. Megfigyelték, hogy P. chrysogenum-ban az elsddleges anyagcsereutakban
résztvev0 NADP-fiiggd glutamat-dehidrogenaz gén (gdhA) erds konstitutiv promoterrel
rendelkezik. Ennek a promoéternek a felhasznalasaval kifejeztetett fehérje E. coli-ban, és P.
chrysogenum-ban is megfeleld aktivitassal és szerkezettel birt.!% 2! Indukalhato prométerként
a xilanaz (xyl4) és a foszfattal gatolhato alkalikus foszfatdz (phoA) gén promoterét
alkalmazzak. A xylA promoter xilan jelenlétében aktivalodik, ezzel szemben phoA promoter
koltséghatékony fehérjeexpressziot biztosit, mivel indukaldészer haszndlata helyett a
foszfathiany indukalja a fehérjetermelést. A phoA esetében azonban azt is megfigyelték, hogy
represszald kortilmények kozott a promoter nem volt teljesen legatolva. PhoA promotert
tartalmazo heterolég expresszids rendszerrel Graessle €s munkatarsai (1997) sikeresen
allitottak el6 emberi konnybdl lipokalint, amelyet a tapkozegbdl lehetett tisztitani. Ezzel
bizonyitottdk, hogy a rendszer alkalmas lehet heterolég fehérjeexpressziora is.l1% 27
Sonderegger és munkatarsai (2016) a paf gén erds promoterét alkalmaztak az expresszids
rendszerrel torténd termeltetés soran.[* 331 Megfigyelték, hogy a célfehérje elé beépitett pre-
proszekvencia segiti a fehérje megfeleld szerkezetének kialakuldsat, mivel chaperon-szerti
funkciodval rendelkezik. Ez a szekvencia a fehérje szekrécioja soran proteolitikus hasitdson esik
at, igy a kész terméken mar nem talalhato meg.[*”’

Stabil expresszids rendszer 1étrehozasahoz elengedhetetlen a kivant fehérje génjének a
P. chrysogenum genomjaba torténd integralodasa. A beépiilési szam ¢és a fehérjehozam
altalaban korrelaciot mutat, de ennek is van korlatozé tényezdje. Cefalosporin (cefG) gén
tulexpresszaldsa esetén hibds szerkezetli cefalosporin C keletkezett, emellett a nagyobb
képiaszam nem ndvelte a transzkript szintet sem.['”) Rekombinans xilanaz eléallitasanal azt

mutattak ki, hogy a fehérjehozamot a génmasolat beépiilésének helye is befolyasolja, mivel a
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hat kopids torzs tobb fehérjét produkalt mint a kilenc kopias.['?! Sonderegger és munkatarsai
(2016) is megfigyelték, hogy a génmasolatok szama és a fehérjehozam nem mindig mutat
kozvetlen Osszefliggést. A talzott génmennyiség gatolhatja a transzkripciot és a transzlaciot a
sejtben. A fehérjetermelésre, szekretalasra a génmasolat mennyisége mellett a promoter és a
szignalszekvencia is hatassal lehet.[*”]

A P. chrysogenum-alapii expresszios rendszer nagy mennyiségli fehérjetermelést,
biztosit. A rekombinans xilandz mennyisége 1000-szeresére nétt, a penicillin mennyisége 10-
30%-al novekedett, mig az NFAP2 antifungalis protein esetében 40-szeresére ndtt a termelt
fehérje mennyisége.!!% 1221

Heterolog expresszids rendszerrel termelt fehérjék esetében elengedhetetlen, hogy a
termék megodrizze aktiv szerkezetét. A P. chrysogenum rendszerrel termelt PAF és NFAP
antifungalis proteinek szerkezetét tOmeg és magmagneses rezonancia spektroszképidval is
vizsgaltak. Az eredmények alapjan elmondhato volt, hogy az expresszids rendszerrel eldallitott
fehérjék tomege megegyezett az el6zdleg szamitott tomeggel és a megfeleld diszulfid-hid
mintazattal rendelkeztek, aminek a kdvetkeztében fel tudtadk venni a funkcionalis harmadlagos
szerkezetet. A PAF ¢s NFAP fehérjék hatékonysdgat mikrodilucios tesztben vizsgaltak,
amelyben a rekombinans fehérjék azonos aktivitassal rendelkeztek, mint a vad tipusa.?’!

Novényi defenzinek P. chrysogenum-alapt expresszids rendszerrel torténd eldallitasara

nem talalhat6 példa a szakirodalomban.
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2. Célkituzések

Az utdbbi évtizedekben oriasi kihivast jelent a ndvénypatogén gombak altal okozott
kartételek lekiizdése a mezdgazdasag szamara. A probléma megoldéasara a jelenleg alkalmazott
kémiai-alapt ndvényvédo szerekkel szembeni rezisztencia folyamatos terjedése, tovabba az 1j
EU-s jogszabalyok -melyek értelmében 2030-ig felére kell csokkenteni Eurdpaban a kémiai
novényveédo szerek hasznalatat- ravilagitottak 1, az eddigiektdl alapjaiban eltérd antifungalis
stratégidk kifejlesztésének sziikségességére. Szakirodalmi adatok alapjan a novények altal
termelt kisméretli, ciszteinben gazdag gombaellenes hatasti defenzinek kivaloan megfelelnek

a.[% 151 Mezdgazdasagi alkalmazasukat azonban tobbek kozott hatraltatja az a tény,

erre a célr
hogy ipari méretben torténd eldallitasuk a mai napig nem megoldott. Munkénk soran két
kiilonb6z6 gomba-alapt expresszids rendszer (P. chrysogenum €s P. pastoris) alkalmazasaval
kisérletet tettiink egy paradicsomndvény (Solanum Ilycopersicum L1.) -eredetli defenzin

(K4CBP6) nagy mennyiségti, extracelluléris, heterolog termelésére.

A munkank soran a kdvetkez6 konkrét célokat fogalmaztuk meg:
1. A K4CBP6 fizikokémiai tulajdonsagainak meghatdrozadsa ¢és harmadlagos
szerkezetének elorejelzése in silico modszerekkel.
2. Egy P. chrysogenum ¢és egy P. pastoris-alapu heterolog expresszios rendszer
létrehozasa a K4CBP6 defenzin nagy mennyiségli megtermeltetésére.
3. A megtermeltetett K4CBP6 izoléalasa és azonositasa.
4. A P. chrysogenum-alapu expresszios rendszerrel eldallitott K4CBP6 fehérje
antifungalis hatdsanak vizsgalata paradicsomndvény korokozd fonalasgombakkal

szemben.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Tapkozegek és tenyésztési koriilmények

Alacsony sétartalmu Luria-Bertani tapoldat/taptalaj (LSLB tapoldat/taptalaj): 1% (m/V%)
tripton, 0,5% (m/V%) élesztdkivonat, 0,5% (m/V%) NaCl, taptalaj esetén 1,5% (m/V%) agar,
pH=7,5, a pH-t 1M NaOH oldattal allitottuk be. Aspergillus nidulans komplett taptalaj
pH=6,5 (ACM): 2% (V/V%) 50x sooldat*, 0,2% (m/V%) pepton, 0,1% (m/V%)
¢lesztOkivonat, 0,1% (m/V%) NZ-amin A, 2% (m/V%) gliikéz, 0,1% (V/V%) nyomelemoldat
(pH=6,5)**, pH-t 2M NaOH oldattal allitottuk be. * 50x sooldat: 2,6% (m/V%) KCl, 2,6%
(m/V%) MgS04x7 H>0, 7,6% (m/V%) KH2PO4. ** nyomelemoldat (pH=6,5): 0,1% (m/V%)
FeSO4x7 H20, 0,9% (m/V%) ZnSO4x7 H20, 0,04% (m/V%) CuSO4x5 H20, 0,01% (m/V%)
MnSO4xH>0, 0,01% (m/V%) H3BOs, 0,01% (m/V%) NaxMoO4x2 H>0O. Transzformalo
taptalaj: 0,0714% (m/V%) MgS04x7 H20, 0,0714% (m/V%) KCl, 2,86% (m/V%) szacharoz,
0,007% FeSO4x7 H20, 42,86% (V/V%) R1-oldat (pH=5,8)*, 0,1% (V/V%) nyomelemoldat,
pH-t 75mM KH;POg4-el** és 75mM KoHPOg4-el*** éllitottuk be. Alapagar: transzformalo talaj
2% (m/V%) agarral, 1 png/ml piritiaminnal. Fedéagar: transzformalo talaj 1% (m/V%) agarral.
* R1-oldat (pH=5,8): 1% (m/V%) NaNOs, 11,6% (m/V%) NaCl. ** 75mM KH2>PO4: 10,2 g/
KH2PO4. *** 75mM KoHPO4: 13,05 g/l KoHPOs. Penicillium chrysogenum minimal
tapoldat/taptalaj (PCMM tapoldat/taptalaj): 0,3% (m/V%) NaNO3, 0,05% (m/V%) MgSO4x7
H>0, 0,05% (m/V%) KCl, 2% (m/V%) szacharoz, 0,005% (m/V%) FeSO4x7 H>O, 0,25%
(m/V%) IM KoHPO4/KH2PO4-puffer (pH=5,8)*, 0,01% (m/V%) nyomelemoldat (pH=6,5)**,
taptalaj esetén 2% (m/V%) agar. * 1M KoHPO4/KH2PO4-puffer (pH=5,8): 174 g/l KoHPOs,
136 g/l KH2PO4. ** nyomelemoldat (pH=6,5): 0,1% (m/V%) FeSO4x7 H>0, 0,9% (m/V%)
ZnS04x7 H20, 0,04% (m/V%) CuSO4x5 H>0, 0,01% (m/V%) MnSO4xH20, 0,01% (m/V%)
H3BOs3, 0,01% (m/V%) Naz2Mo00O4x2 H0.

Burgonyakivonat-gliikéz tapoldat/taptalaj (PDB/PDA; Sigma-Aldrich) taptalaj esetén 1,5%
agar. Klesztékivonat pepton dextréz tipoldat (YPD): 1% (m/V%) élesztSkivonat, 2%
(m/V%) pepton, 2% (m/V%) dextréz (gliikoz). Elesztékivonat pepton dextréz szorbitol
taptalaj (YPDS tapoldat/taptalaj): 1% (m/V%) élesztOkivonat, 2% (m/V%) pepton, 2%
(m/V%) dextréz (glikoz), 18,22% (m/V%) szorbitol, taptalaj esetén 1,5% (m/V%) agar.
Pufferelt minimal glicerol/metanol tapoldat (BMG/BMM tépoldat): 10% (V/V%) 1M
K>2HPO4/KH;PO4 puffer (pH=6), 10% (V/V%) 10x YNB, 10% (V/V%) 10x glicerol/10x
metanol, 0,2% (V/V%) 500x biotin.
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P. chrysogenum transzformalasakor a Apaf/pafb torzset 200 ml ACM tapoldatban
razattuk 160 rpm-en, 40 oran at, szobahdmérsékleten. A transzformalt sejteket 4 ml 1%-os fedd
¢és 15 ml 2%-0s (m/V%), 1 pg/ml piritiamin tartalmua alapagarra szélesztettiik és egy hétig 25
°C-on inkubaltuk. Az elsé szelekcios 1épés esetében a transzformans torzseket 2 pg/ml
piritiamint tartalmazé 2%-os PCMM taptalajon novesztettiik 7 napon keresztiil 23 °C-on. A
masodik szelekcids 1épésnél a transzformans telepek konidiumaibol 104-10° higitast
készitettiink, melyekbdl 10 pl mennyiséget hatlyuku 5 ml 2%-os (m/V%), 2 ug/ml piritiamin
tartalmi PCMM téptalajra szélesztettiink, és egy hétig 25 °C-on inkubaltuk. A fehérjét
legnagyobb mennyiségben termeld torzs kivalasztasdhoz, a telepek konidium szuszpenzidibol
2x10® sporat 200 ml PCMM tapoldatban ndvesztettiink 25 °C-on, 96 6ran keresztiil, 160 rpm
razatas mellett. A legjobban termeld torzseket PCMM téptalajra oltottuk at és 4 napig 25 °C-
on inkubaltuk. A fehérje nagymennyiségl eldallitasanal ugyanugy jartunk el, mint a termeld
torzs kivalasztasa esetében. Az antifungalis érzékenységi tesztek sordn a fitopatogén
Cladosporium herbarum FSU 1148 és Fusarium oxysporum SZMC 6237] torzseket PDA
taptalajon novesztettiik 9 napon at szobahdmérsékleten.

A transzformaléds eldtt a P. pastoris KM71H sejteket 200 ml YDP tapoldatban
novesztettiilk 16 oran keresztiil, 30 °C-on, 160 rpm razatas mellett. A transzformalt sejtek 100
pug/ml zeocint tartalmazo YPDS téptalajon inkubaltuk 5 napon at, 30 °C-on. A legjobban
termeld torzs kivalasztasdhoz az élesztét eldszor 10 ml YDP tépoldatot tartalmazé 50 ml-es
falkoncsOben inkubaltuk 16 oran keresztiil, 180 rpm-en, 30 °C-on. Ezt kdvetden a sejteket 1
literes Erlenmeyer-lombikban, 100 ml BMG t4poldatban ndvesztettiik szintén 16 6ran at, 30
°C-on 180 rpm razatds mellett. Végiil a sejteket 6 napon keresztiil inkubaltuk 100 ml-es
Erlenmeyer-lombikban, 15 ml BMM-ben, 30 °C-on, 180 rpm-en. A tapkdzeget naponta 75 pl
100% (V/V%) metanollal egészitettiik ki. A fehérjetermelés sordn a transzformans P. pastoris
torzset 16 6ran keresztiil 10 ml YPD-ben inkubaltuk 30 °C-on, 180 rpm-en. Ezutan 25 ml BMG
tapoldatot tartalmaz6 250 ml-es lombikba oltottuk at, majd 16 6ran keresztiik 30 °C inkubaltuk
180 rpm rézatas mellett. Ezt kdvetden a 3 I-es Erlenmeyer-lombikban elkészitett 1 | BMG
oldatban ndvesztettiik tovabb a sejteket 16 oran at, 180 rpm-en, 30 °C-on. Végiil a P. pastoris
torzset BMM tapoldatot tartalmazo6 lombikba oltottuk gy, hogy az ODsoo=1 legyen. Az élesztot
4 napig inkubéltuk 30 °C-on, 180 rmp-en razatva és 24 oOrdnként a sejtkulturdhoz 0,5%
mennyiségben 100% (V/V%) metanolt adagoltunk.
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3.2. Pufferek és oldatok

Sporapuffer: 0,9% (m/V%) NaCl, 0,01% (V/V%) Tween 80. P. chrysogenum
transzformaldshoz hasznalt oldatok és pufferek: Lizis puffer (pH=5,8): 5,22% (m/V%) KCl,
85,6% (V/V%) KH2PO4 50 mM [6,8g/1 KH2PO4], 14,4% (V/V%) KoHPO4 50 mM [8,7g/1
K>HPO4]. KCM (pH=5,8): 5,22% (m/V%) KCl, 0,8% (m/V%) CaCl,, 0,2% (m/V%) MOPS,
pH-t 0,1 M KOH oldattal allitottuk be. PCM (pH=5,8): 0,8% (m/V%) CaClz; 0,2% (m/V%)
MOPS; 50% (m/V%) polietilén-glikol (PEG) 6000 vagy 8000, a pH-t NaOH 1 M oldattal
allitottuk be. 0,7 M KCI oldat: 52,15 g/l KCI. P. pastoris transzformalashoz hasznalt
oldatok: 50% (m/V%) PEG-3350, 1M LiCl, 100mM LiCl, 2 mg/ml fragmentalt lazac
spermium DNS (Invitrogen). DNS kivonashoz hasznalt oldatok: 10% (m/V%) natrium-lauril-
szarkozinat, 5 M Na-acetdt (pH=5,5), izopropanol, 70% (V/V%) etanol. Nukleinsav-
gélelektroforézishez hasznalt oldatok: 1%-2% (m/V%) agaroz, 0,1% (V/V%) etidium-
bromid, natrium tetraborat puffer vagy TAE puffer*, 6xDNS mintapuffer, molekulastilymarker
(GeneRuler 100 bp DNA Ladder és GeneRuler 1000 bp DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific/Fermentas). * TAE puffer: 40 mM Tris-HCl (pH=7,6), 1mM Na-EDTA.
Kationcserés tisztitasnal hasznalt oldatok: Ekvilibralo puffer: 1% (V/V%) 1 M
Na;HPO4/NaH;POs-puffer* (pH=6,6), 0,5% (V/V%) 5 M NaCl, 0,03% (V/V%) 0,5 M etilén-
diamin-tetraecetsav (EDTA). 0,1 M NaCl: 1% (V/V%) NaHPO4/NaH>POs-pufter, 2% (V/V%)
5 M NaCl. 0,2 M NaCl: 1% (V/V%) Na;HPO4/NaH,PO4-pufter, 4% (V/V%) 5 M NaCl. 0,3 M
NaCl: 1% (V/V%) Na;HPO4/NaH>PO4-puffer, 6% (V/V%) 5 M NaCl. 1,5 M NaCl: 1% (V/V%)
Na;HPO4/NaH;POs-puffer, 30% (V/V%) 5 M NaCl. * 1 M Na;HPO4/NaH>POs-puffer
(pH=6,6): 37,5% (V/V%) 1 M NaxHPOs, 62,5% (V/V%) 1 M NaH>POs. Forditott fazisu
nagyhatékonysaga folyadékkromatografiahoz (RP-HPLC) hasznalt oldatok: ,,A” eluens:
0,1% (V/V%) TFA ioncserélt vizben. ,,B” eluens: 80% (V/V%) ACN; 0,1% (V/V%) TFA
ioncserélt vizben. Tomegspektrometrias analizishez hasznalt oldatok: ,,A” eluens: 0,1%
(V/V%) TFA ioncserélt vizben. ,,B” eluens: 80% (V/V%) ACN; 0,1% (V/V%) TFA ioncserélt

vizben.

3.3. In silico vizsgalati modszerek
3.3.1. A K4CBPo fizikokémiai tulajdonsagainak elorejelzése

A ProtParam tool (www.web.expasy.org) ¢€s a ProteinCalculator v3.4
(www.protcalc.sourceforge.net) alkalmazasok segitségével hataroztuk meg a K4CBP6

fizikokémiai tulajdonsagait.
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3.3.2. A K4CBP6 fehérje harmadlagos szerkezetének elorejelzése homologia modellezéssel

A SignalP 4.0 szervert hasznaltuk a K4CBP6 szignalszekvencia lehasadasi helyének a
meghatarozasihoz.”>) A K4CBP6 homologiai modelljét az I-TASSER szerverrel hoztuk
létre.31 A legmegbizhatobb modell szerkezetét energiaminimalizalassal finomitottuk tovabb a
ModRefiner alkalmazis segitségével.**! Az elére jelzett fehérjeszerkezet megbizhatosagat
Ramachandran plot analizissel ellendriztik a RAMPAGE szerver hasznalataval.?!l A
DISULFIND alkalmazést hasznilva hataroztuk meg a diszulfid-hid mintazatot.”) Az UCSF
Chimera szoftverrel abrazoltuk a fehérjemodell térbeli szerkezetét, hidrofobicitas és toltottségi

felszinét.[?°]

3.4. A K4CBP6 fehérjét kodolo cDNS-t tartalmazo pSK275 plazmid létrehozasa
3.4.1. A K4CBP6 c¢DNS felszaporitasa PCR-el

A K4CBP6-ot kddold cDNS-t génszintézis szolgaltatas igénybevételével allittattuk eld
a P. chrysogenum kodon preferencidjanak a figyelembevételével (Eurofins Genomics,
Ebersberg, Németorszdg). A pEX-A128-K4CBP6 plazmid EcoRV restrikciés enzim
hasitohelyére beépitett 258 bp méretli K4CBP6 fehérjét kodolo ¢cDNS-t az NFAP2F (5°-
GGCCGCTGAGGCCGGTGT-3’;  Tm: 64,1 °C) ¢és az NFAP2R (5’-
GGCCAAGCTTCGAGAATCACAGG-3’; Tm: 61,5 °C) inditészekvenciapar segitségével
sokszorositottuk fel. Az inditészekvencidk részben atfedtek a paf prepro-szekvenciaval és a paf
3’-UTR-régioval, valamint rendelkeztek a BbvCl ¢és Hindlll restrikcids endonukleazok

hasitohelyivel (2. Abra).

>K4CBP6_cDNA for pGME T 7thsign BbvCI HindIII
GGCCEETEAGECCGGTGTCCTGCGCCACTGCGAGTCCCTCTCCCACCGCTTCAAGGGCCCCTGCGTCTCCGACAAGAACTGCGC
CTCCGTCTGCGAGACCGAGCGCTTCTCCGGCGGTAACTGCCGCGGCTTCCGCCGTCGCTGCTTCTGCACCAAGCCCTGCTAA

GGCC
2. Abra: A pEX-A128-K4CBP6 plazmid EcoRV restrikciés endonukledz hasitohelyére bedgyazott szintetikus

génkonstrukcio nukleotid sorrendje. D6lt piros betiikkel van jelélve a paf prepro-szekvencia utolso 18
nukleotidja, mig kék szinnel a paf 3’-UTR-rel részben atfedo nukleotidjai. Sargaval az érett K4CBP6-ot kodolo
cDNS-t emeltiik ki. A BbvClI és a Hindlll restrikcios endonukleazok hasitohelyeit zold, valamint kék szinnel
jeloltiik. Az NFAP2F és NFAP2R primerpar bekotési helyét alahuzassal jeloltiik.

A PCR-hez az MJ Mini™ Personal Thermal Cycler (Bio-Rad) késziiléket hasznaltuk,
¢s az alabbi reakciot mértiik 6ssze 50 ul végtérfogatban (1. Tablazat). Az 1. Tablazatban
feltlintetett reakciokoriilményeket alkalmaztuk. A PCR-terméket gélelektroforézissel, etidium-

bromiddal festet, 2%-o0s (m/V%) agardz gélen ellendriztiik.
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1. Tablazat. PCR reakciokoriilmények

PCR (50pl) PCR reakciokoriilmények
- 22,5 ul nukledzmentes viz (MQ)
- 10 pl reakcio puffer Q5 High-Fidelity pfu 5x El6denaturacié: 94 °C, 1 perc 30 mp
-10 ul 1 mM dNTP Denaturacio6: 94 °C, 10 mp
- 2,5 ul 10 uM forward inditoszekvencia (NFAP2F) Inditészekvencia kdtddés: 60 °C, 15 mp
- 2,5 ul 10 uM reverse inditoszekvencia (NFAP2R) Lancszintézis: 72 °C, 15 mp (30x)

- 0,5 ul DNS polimeraz Q5 High-Fidelity Phusion (2000 U/ml)  Végs6 lancszintézis: 72 °C, 5 per
-1 pl templat (K4CBP6 cNDS) (31 ng/ul)

3.4.2. K4CBP6-ot kddolo cDNS klonozasa a pGEM-Tnfap2 vektorba

A pEX-A128-K4CBP6 vektorbol felszaporitott 258 bp nagysagu K4CBP6 fehérjét
kédold cDNS-t a mar elézdleg elkészitett pPGEM-Tnfap2 plazmidba klonoztuk. 3! A vektorban
talalhato az nfap2 cDNS, ami a paf prepro-szekvencidhoz fuzionaltatott és a paf részleges 5’ és
3’-UTR régioi altal hatarolt. Ennek helyére klonoztuk a felszaporitott K4ACBP6 cDNS-t, a
plazmid BbvClI és Hindlll restrikcios endonukleazok hasitohelyeire. Az igy létrehozott pGEM-
T7 K4CBP6 vektor tartalmazta a K4CBP6 cDNS-t, melyet a paf prepro-szekvencidhoz
fuzionalt és a paf részleges 5°- és 3°-UTR A4ltal hatarolt.[*?]

Emésztési és ligaldsi reakciok: A plazmid DNS és PCR amplikonok emésztési és ligalasi

reakcioinak koriilményeit a 2. Tablazat foglalja 6ssze.

2. Tablazat. Az emésztési és ligalasi reakciokoriilmeények.

Emésztési reakciok Ligalasi reakciok
Osszetétel: -5 ug plazmid DNS vagy PCR amplikon -300 ng inszert DNS
-50 U restrikcios endonukleaz* -100 ng linearizalt plazmid DNS
-1xenzimpuffer* -40 U T4 DNS ligaz*
-1xT4 DNS ligaz puffer*
Reakcio 16 6ra, 37 °C 3 dra, 25 °C
Leallitas 10 perc, 65 °C 10 perc, 65 °C

*New England Biolabs

3.4.3. A paf'5’- és 3°>-UTR régiokkal szegélyezett konstrukciok felszaporitasa

A 1454 bp méretii, a paf'5’- és 3’-UTR régiokkal szegélyezett konstrukciot ,,joint” PCR
technikaval hoztuk létre, két amplikon felhasznalasaval. Az els6 amplikont a pSK275
plazmidbdl sokszorositottuk fel. Ez tartalmazta a paf 5’-UTR és a paf preproszekvencia 16
nukleotid hosszisagu szakaszat, valamint a Nhel restrikcios endonukledz hasitohelyét (3.
Abra). A reakcidhoz az 5’-UTRF (5’-GGCCGCTAGCATCCCGCTG-3’; Tm: 70,8 °C) és a
STARTR (5’-CTGTGGTGATTTGCATTATGAAGGGCTTGAG-3’; Tm: 594 °C)

inditoészekvenciakat hasznaltuk.
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A 606 bp méretli masodik amplikont a pGEM-T7 K4CBP6 plazmidbdl amplifikaltuk
fel a STARTF (5’-CTCAAGCCCTTCATAATGCAAATCACCACAG-3’; Tm: 67,3 °C), és a
3’UTRR (GGCCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAG (Tm: 67,88 °C)
inditészekvenciaparral. A STARTF ¢és az Amplikonl 1étrehozdsanal hasznalt STARTR
inditészekvencia atfed egymassal. Az Amplikon?2 tartalmaz 15 nukleotidot az 5’-UTR végébal,
a paf 3’-UTR régioét a Notl restrikcids hasitohellyel és a K4ACPB6 defenzint kodoldo ¢cDNS-t,

amely a paf prepro-szekvenciahoz fuzionalt (4. Abra).

>Amplikonl (799 bp):

TAAGCCCACCCATCCCACCTTGAAGTATGCAACTTTTGACCGCCTAGACCATGTGAGCTTAT
GTTACTGAAATACTACCCGCGAATCATTTCCTAATTTGCTTTGGCTCGAATCCACCCCAGCCCTACGTAACACAACCGGGA
GCTGCCTTACAGCTTGGCTGTATCACAGTATCACATAGATACATACATAGTATAGTGCCTTTGCCTTTTCGACCTATAAGC
ATCCGCCATATGCTAAACCTTCTCATATACCAACATTTTGGATTTGGAGATCATTTCCTAGTGAAACAACTTTATCAAATG
CAATGCAGCCATCGTCCTTTGCAGATCCGAGTGGCCCAGTCACCGTGTCAACGTGTCAGCCGTTTTCTCTGCTTTTTAGGA
AATGATTACCACTAGGTAAGCCCAAAAATATCTTCCTGGTAAACAAGTAGTGCATCTTACCCCGGAGGCTGAAGCAGGTAA
GGGATTTTGGAGAGACCCCACCCGTAAGAATATACCAGCCAAGAGGTCCAGTATCCTGAAGTATGTGAGGCATTAATGTCA
TTGGAGAAGTCATGCAATCCATAAGCTGCCACCCCCAAGATGACTGCATTGGACCTGAGCATTGTATGTGTCACCTTTCAC
ACAGAGCTCATGATCTGGTTTATAAAGGCGGCTTCATGACCCTCAATTCCATATAGTATCACTCCCATCACAGCATTTCGA
TATCTTCAACCACTTTAACCTTCTCCAGAGGATCATCATCTCAAGCCCTTCATAATGCAAATCACCACAG

3. Abra. Az Amplikonl nukleotid sorrendje. Kékkel jeloltiik a paf 5°-UTR régiét, és délt pirossal a paf prepro-
szekvencia 16 nukleotidjat. Az 5’"UTRF és STARTR inditoszekvenciak bekotési helyét lilaval és kékkel emeltiik ki.
A Nhel restrikcios endonukleaz hasitohelyét alahuzott, félkover betiikkel jeldltiik.

>Amplikon2 (606 bp) :
CICAACCCOTTCATAATGCAAATCACCACAGTTGCCCTTTTTCTCTTCGCTGCAATGGGCGGGGTAGCCACCCCCATTGA
GTCTGTATCAAACGACCTCGATGCCAGGGCTGAGGCCGGTGTCCTGCGCCACTGCGAGTCCCTCTCCCACCGCTTCAAGG
GCCCCTGCGTCTCCGACAAGAACTGCGCCTCCGTCTGCGAGACCGAGCGCTTCTCCGGCGGTAACTGCCGCGGCTTCCGC
CGTCGCTGCTTCTGCACCAAGCCCTGCTAA

AGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGGCC
4. Abra. Az Amplikon2 nukleotid sorrendje. Dolt pirossal jeloltiik a paf prepro-szekvenciat, kékkel a paf' 5°-UTR

15 nukleotidjat, sargaval pedig a paf 3’-UTR-t. A K4CBP6 cDNS-t sargaval emeltiik ki. A Notl restrikcios
endonukledz hasitohelyét egyszeres, mig a HindlIlIl restrikcios enzim hasitohelyét dupla alahuzdssal emeltiik ki. A

STARTF és 3 ’UTRR inditoszekvenciak bekotési helyét kék és zold hattérrel jeleztiik.

Az Amplikonl ¢és Amplikon2-t hasznaltuk a 1454 bp nagysdgi Amplikon3
létrehozasahoz. Az 5’UTRF, ¢és 3’UTRR inditészekvenciapart alkalmaztuk a ,,joint” PCR
technika kozben. A konstrukcid magédba foglalta az Nhel és Notl restrikciés endonukledzok
hasitohelyei kozé beagyazott paf 5°-UTR-t, a paf prepro-szekvenciahoz fuzionaltatott
K4CBP6-ot kddolé cDNS-t, a paf 3’-UTR-t, valamint a pSK275 plazmid részleges 5°- és 3°-
UTR régidiat (5. Abra). Az emésztési és ligalasi reakciokat a korabban emlitett koriilmények

alkalmazaséaval végeztiik el.
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>Amplikon3 K4CBP60 (1454 bp):

TAAGCCCACCCATCCCACCTTGAAGTATGCAACTTTTGACCGCCTAGACCATGTGAGCTTAT
GTTACTGAAATACTACCCGCGAATCATTTCCTAATTTGCTTTGGCTCGAATCCACCCCAGCCCTACGTAACACAACCGGGA
GCTGCCTTACAGCTTGGCTGTATCACAGTATCACATAGATACATACATAGTATAGTGCCTTTGCCTTTTCGACCTATAAGC
ATCCGCCATATGCTAAACCTTCTCATATACCAACATTTTGGATTTGGAGATCATTTCCTAGTGAAACAACTTTATCAAATG
CAATGCAGCCATCGTCCTTTGCAGATCCGAGTGGCCCAGTCACCGTGTCAACGTGTCAGCCGTTTTCTCTGCTTTTTAGGA
AATGATTACCACTAGGTAAGCCCAAAAATATCTTCCTGGTAAACAAGTAGTGCATCTTACCCCGGAGGCTGAAGCAGGTAA
GGGATTTTGGAGAGACCCCACCCGTAAGAATATACCAGCCAAGAGGTCCAGTATCCTGAAGTATGTGAGGCATTAATGTCA
TTGGAGAAGTCATGCAATCCATAAGCTGCCACCCCCAAGATGACTGCATTGGACCTGAGCATTGTATGTGTCACCTTTCAC
ACAGAGCTCATGATCTGGTTTATAAAGGCGGCTTCATGACCCTCAATTCCATATAGTATCACTCCCATCACAGCATTTCGA
TATCTTCAACCACTTTAACCTTCTCCAGAGGATCATCATCTCAAGCCCTTCATAATGCAAATCACCACAGTTGCCCTTTTT
CTCTTCGCTGCAATGGGCGGGGTAGCCACCCCCATTGAGTCTGTATCAAACGACCTCGATGCCAGGGCTGAGGCCGGTGTC

CTGCGCCACTGCGAGTCCCTCTCCCACCGCTTCAAGGGCCCCTGCGTCTCCGACAAGAACTGCGCCTCCGTCTGCGAGACC
GAGCGCTTCTCCGGCGGTAACTGCCGCGGCTTCCGCCGTCGCTGCTTCTGCACCAAGCCCTGCTAA

) AGCCCGGGGGATCCACTACHTCIAGACCEEC0CCOACEEEEE
5. Abra. Az Amplikon3 nukleotid sorrendje. Kékkel a paf' 5°-UTR-t, dblt piros betiikkel a paf prepro-szekvenciat,

sargaval pedig a paf 3 ’-UTR-t jel6ltiik. Sargaval emeltiik ki a K4CBP6 kodolo cDNS-t. A Nhel és Notl
restrikcios endonukleazok hasitohelyét dupla, illetve egyszeres alahuzassal emeltiik ki. A 5’UTRF, 3 'UTRR,
STARTF és STARTR inditoszekvenciak bekotési helyét lilaval, kékkel és zolddel emeltiik ki.

3.4.4. Az Amplikon3 klénozasa a pSK275nfap2 vektorba

Az Amplikon3-at, az elézéleg elkészitett pSK275nfap2 vektorba klénoztuk.*3! Az
expresszidos vektor magaba foglalta a szelekcidhoz sziikséges ampicilin és piritiamin
rezisztencia géneket, a replikacios origdt, és a Notl restrikcids endonukledz hasitohelyét, amit
a vektor linearizalasahoz hasznaltunk. A pSK275nfap2 vektorban 1évo nfap2 cDNS helyére
klénoztuk az Amplikon3-at. A kloénozashoz Nhel és Notl restrikcios endonukleazokkal
hasitottuk a plazmidot. A folyamat végeredményeképp kaptuk meg a pSK275 K4CBP6

expresszios vektort, amely tartalmazta a paf 5°- és 3’-UTR régioval hatarolt, paf prepro-
szekvencidhoz fuzionalt K4CPB6 cDNS-t (6. Abra).

Nhd
)

GCTAC CTTG
| AAGTATGCAACTTTTGACCGCCTAGACCATGTGAGCTTATGT

TACTGAAATACTACCCGCGAATCATTTCCTAATTTGCTTTGG
CTCGAATCCA!

/ CCTTACAGCTTGGCTGTATCACAGTATCACATAGATACATAC
|/ ATAGTATAGTGCCTTTGCCTTTTCGACCTATAAGCATCCGCC

ATATGCTAAACCTTCTCATATACCAACATTTTGGATTTGGAG
ATCATTTCCTAGTGAAACAACTTTATCAAATGCAATGCAGCC
ATCGTCCTT

[ e |,

AGGTAAGCCCAAAAATATCTTCC

A
\TTACCACT

ATGGTCTCTGCGATCACCAGGGCATTTAATGGTTTTTGGTT
CCCTTCTTGTTCGTGATATGCGAGATGCCCTGTGATTCTCGA
AGCTTACTACCCTACACCCACAAGGACTCGAACCAAGGACT
GCTCGGTGGGTGATACATATACACCCAGTATCTATCCAGCTT
CAATTTTCGGCGAATTTTGTTTCTTATITCATAAAGACACTCG
| TTTGATATCTAGCTAGATATTGTTGCTCATCAACGAAATGGT
| TGTAGATTATCGAATATATCCAGCATCTTTTCATCGTAGTCG
| CAAGTGAAATGGAGTACTATGATACGACACATGTACATTGT
| AAGCAGAAATAGCCTAGAGGGATAACTATCAAACTCCTGE

cc

6. Abra. A pSK275 K4CBP6 plazmid felépitése. A prtd a piritiamin rezisztencia gént, az F1 ori a replikdcios
origot, az ampR az ampicilin rezisztencia gént, a ColE1 origo a replikdcios origot jel6li. Borszinnel kiemelve az
5°-UTR paf, kékkel a paf prepro-szekvencia, sargaval a K4CBP6-ot kodolo cDNS, mig zolddel a 3-UTR’ paf

régio lathato.
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3.5. A K4CBP6 fehérjét kodolo gént tartalmazo pPICZaA plazmid létrehozasa
3.5.1. A K4CBP6 cDNS felszaporitasa PCR-el

A K4CBP6-ot kodold cDNS-t génszintézis szolgaltatas igénybevételével allittattuk eld
a P. pastoris kodon preferncidjanak a figyelembevételével (Eurofins Genomics, Ebersberg,
Németorszag). A pEX-A128-K4CBP6 Pichia plazmidba beagyazott 182 bp méretii cDNS-t
Xhol ¢és Xbal restrikcios endonukledzok hasitohelyeit tartalmazé K4CBP6f (5°-
GGCCCTCGAGAAAAGAAGGC-3’ Tm: 61,0 °C) és K4CBPo6r (5°-
GGCCTCTAGATTAGCATGGCTT-3’ Tm: 60,0 °C) inditészekvenciaparral sokszorositottuk
PCR-ban. Az inditészekvencidk rendelkeztek a Kex2 szignal szekvenciaval, valamint az Xhol
¢s Xbal restrikcios endonukleazok hasitohelyeivel. A P. pastoris-alapu expresszids rendszerhez

tervezett KACBP6 fehérjét, kodold gén nukleotid sorrendje a 7. Abran lathato.

GGCCCTCGAGAAAAGAAGGCATTGTGAAAGTTTGTCCCACCGTTTCAAGGGTCCATGCGTCAGTGATAAGAA
CTGTGCTTCTGTCTGTGAAACAGAAAGATTCTCTGGAGGTAACTGTCGTGGCTTTCGTAGAAGGTGCTTCTG
TACCAAGCCATGCTAATCTAGAGGCC

7. Abra. A pEX-A128-K4CBP6_Pichia plazmidba beépitett K4CBP6 fehérjét kédolé ¢DNS nukleotid sorrendje.
Sargaval a Kex?2 szingal szekvencidat és az Xhol restrikcios endonukledaz hasitohelyét jeloltiik. Kékkel emeltiik ki a
K4CBP6 defenzint kédolo cDNS-t, mig zolddel a Xbal restrikcios hasitohelye lathato. Alahuzassal az

inditoszekvenciapar bekotési helyét abrazoltuk.

A polimeraz lancreakciot MJ Mini™ Personal Thermal Cycler (Bio-Rad) késziilékkel
végeztiik. A felszaporitashoz az alabbi PCR-t mértiik 6ssze 25 pl végtérfogatban és az alabbi
reakciokoriilményeket alkalmaztuk 3. Tablazat. A PCR eredményét etidium-bromidot

tartalmazo 2%-os (m/V%) agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik.

3. Tablazat. PCR reakciokoriilmények.

PCR (25 pl) PCR reakciokoriilmények
- 11,4 pl nukledzmentes viz (MQ)
- 5 ul reakcio puffer Q5 High-Fidelity pfu 5x Eldédenaturacio: 94 °C, 1 perc 30 mp
-5ul 1 mM dNTP Denaturacio6: 94 °C, 10 mp
- 1,25 ul 10 uM forward inditészekvencia (K4CBP6f) Inditészekvencia kotddés: 60 °C, 15 mp
- 1,25 ul 10 uM reverse inditészekvencia (K4CBP6r) Lancszintézis: 72 °C, 15 mp (30x)
- 0,1 ul DNS polimeraz Q5 High-Fidelity Phusion (2000 U/ml) Végso lancszintézis: 72 °C, 5 per

-1 pl templat (K4CBP6 cNDS) (80 ng/ul)

3.5.2. A K4CBP6 cDNS klonozasa a pPICZoA vektorba
A felsokszorositott K4CBP6 fehérjét kodoldo cDNS-t, Xbal és Xhol restrikcids
endonukledzzal emésztettiik meg (4. Tablazat). Ellenérzésképpen ebben az esetben is etidium-

bromiddal festett 2%-o0s (m/V%) agar6z gélt hasznaltunk. A meghasitott cDNS-t és a mar
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korabban Xbal és Xhol-el megemésztett ~3,6 kb nagysagu pPICZaA plazmidot T4 DNS ligaz
Tablazat). A reakcid eredményeképp
pPICZoA K4CBP6 plazmid, amelyben az AOXI1 promodter a metanollal indukalhatod

enzimmel ligaltuk 0Ossze (4. létrejott  a

fehérjetermelést biztositja, mig a K4CBP6 c¢cDNS-t6l 5° iranyban elhelyezkedd a-faktor a

rrrrr

Emésztési és ligalasi reakciok: A plazmid DNS és PCR amplikonok emésztési reakcioit és a

ligalasi reakciokat a 4. Tablazat foglalja ssze.

4. Tablazat. Az emésztési és ligalasi reakciokoriilmények.

Emésztési reakciok (50 pl)

Ligalasi reakciék (20 pl)

Osszetétel: -10 pl nukledzmentes viz (MQ) -7 ul nukleaz mentes viz (MQ)
-5 ul puffer (Green Buffer fast digest 10X) -2 ul 5X rapid ligation puffer
-30 pl inszert (K4CBP6 ¢cDNS, 78,4 ng/pul) -2 ul Xhol és Xbal emésztett pPICZaA
plazmid (156,4 ng)
-2,5 ul Xhol és Xbal restrikcids enzim -8 ul inszert (Xhol és Xbal emésztett
K4CBP6 ¢cDNS; 470,4 ng)
-1 ul T4 DNS ligdz enzim
Reakcio 20 perc, 37 °C 30 perc, 25 °C
Leallitas 10 perc, 75 °C 10 perc, 65 °C
*New England Biolabs

a-factor > Multiple cloning site  Stop l TCTAGA

Aoy, ™
N\

’
""

=)
2

pPICZoA

/

c*"\(‘

pPUC ori

8. Abra. A pPICZaA_K4CBP6 plazmid felépitése. 5°’AOX] az alkohol-oxiddaz gén prométerét, mig az AOX1 TT

az AOXI transzkripcio termindcios régiojat jeloli. A Preri és Pev7 a TEF1 és EM1 promoterét abrazolja. A

origot jeloli. Narancssargaval az o-faktor, zélddel az ,,multiple cloning site” helyre beillesztett K4CBP6-ot
kodolo feherje, pirossal a STOP kodon lett kiemelve. A fekete nyilak az Xhol és Xbal restrikcios endonukledzok

hasitohelyeit mutatja.
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3.6. A K4CBP6 fehérjét kodoléo pSK275 és pPICZoA plazmid transzformalasa E. coli
Top10F torzsbe

A kompetens ToplOF E. coli sejteket egy kordbbi transzformélds alkalméval mar
eldallitottuk, ezeket -80 °C-on tarultuk. A lefagyasztott sejteket jégen olvasztottuk fel, majd 50
ul mennyiségli E. coli-hoz, 10 ul K4CBP6 fehérjét kodolé cDNS-t tartalmazd pSK275 és
pPICZaA plazmidot adtunk hozzd. Ezt kdvetéen a mintdkat jégen inkubaltuk 30 percen
keresztiil, majd 2 percig 42 °C-on inkubaltuk, végiil ismét 2 percig jégen. Ezutan a sejtekre 500
ul LSLB tapoldatot pipettaztunk, és 1 o6ran at 37 °C-on 120 rpm-en inkubaltuk. A
transzformacios elegybdl 100 pl-t és 200 pl-t szélesztettiink ki, a pSK275 K4CBP6 esetében
50 pg/ml ampicillint, mig a pPICZaA_K4CBP6 esetében 25 ng/ml zeocint tartalmazé LSLB
taptalajra. A sejteket 16 o6ran keresztiil inkubaltuk 37 °C-on.

A transzformacio sikerességét kolonia PCR-el ellendriztiik. A kindtt telepekrol
fogpiszkaloval inokulumot vettiink ¢és ,,3.4.1. A K4CBP6 ¢cDNS felszaporitasa PCR-el” és a
»3.5.1. A K4CBP6 cDNS felszaporitdisa PCR-el” részekben leirt polimerdz lancreakcidkat
végeztik el, azzal a kiilonbséggel, hogy az elddenaturacido masfél perc helyett 5 percig tartott.
A PCR termékek jelenlétét 2%-os (m/V%) etidium bromidot tartalmazo agardz gélen
vizsgaltuk. A pozitiv eredményt ado telepekrol ismét fogpiszkaloval inokulumot vettiink és 2
ml a pSK275 plazmid esetében 50 pg/ml ampicillint, a pPICZaA K4CBP6 fehérjét kodold
plazmid esetében pedig 25 pg/ml zeocint tartalmazé LSLB tapoldatba oltottuk, majd 16 6ran
keresztiil 37 °C-on razattuk 160 rpm-en.

3.7. A K4CBP6 fehérjét kodolo pSK275 plazmid transzformalasa P. chrysogenum-ba

A transzformalas elétt 40 oraval 500 ml-es Elenmeyer-lombikba 2x10% db P.
chrysogenum Apafa/pafb konidiumot oltottunk le 2x200 ml ACM-be, és 25 °C-on razattuk 160
rpm-en. A micéliumokat vakuum-sziird €és Biichner-tolcsér segitségével szirtiik le, majd 500
ml desztillalt vizzel mostuk. A micélium szarazra torlése utan, a gomba sejtfalat vinotaste-et
tartalmaz¢ lizispufferben (1,2 g vinotaste 30 ml lizispufferben) bontottuk le. A micéliumok
Ovatos pipettaval torténd szétmaceralasa utan, az elegyet 40 percig 25 °C-on inkubaltuk, 50
rpm-en razattuk protoplasztképzés céljabol. A protoplasztokat steril tolcsér és sziir6papir (Filter
paper 320mm Qualitative, Filtres Fioroni) segitségével valasztottuk el a micéliumtél, majd 10
percig 4 °C centrifugaltuk alacsony gyorsulési és fékezési koriilmények mellett 200xg-n. A
feliiliszo ledntése utan a sejteket 20 ml 0,7 M-os KCI oldatba vettiik fel és ismét lefugaltuk
Oket az elobbi paraméterek szerint. A protoplasztokat 5 ml 0,7 M KCl-ban szuszpendaltuk fel,
majd Ujabb centrifugdlas (200xg, 4 °C) kovetden a sejteket végiil 200 ul KCM oldatban
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oldottuk fel. Négy 1épésben 10x higitasi sort készitettiink, majd a 10 higitasi 1épésébdl
hatdroztuk meg a protoplasztok szamat. A transzformalasig a sejteket 4 °C-on taroltuk. A
transzformalasnal 100 ul (3x107 db) protoplasztot, 8 ul linearizalt pPSK275 KACBP6 plazmidot
(15 pg), és 25 ul PCM oldatot mértiink 6ssze, majd 30 percig jégen inkubaltuk. Negativ
kontrollként DNS helyett vizet adtunk az imént emlitett reakcidhoz. Ezt kovetden 250 ul PCM-
et adtunk a transzformalasi reakcidohoz és 25 °C-on inkubaltuk 20 percen keresztiil. Végiil 1 ml
0,7 M KCl-ot adtunk az elegyhez. A 4 ml 55 °C-os fedéagarhoz 172 pl mintat adtunk, majd a
15 ml 37 °C-ra elomelegitett 1 pg/ml piritiamint tartalmazé alapagarra ontottiik. A negativ
kortoll esetében is a fentebb emlitett mddon jartunk el. Az agarlemezeket 25 °C-on inkubaltuk
maximum 10 napig.
Transzformansok szelektalasa

A felnétt telepekrol fogpiszkaloval konidiumot gytijtéttiink, majd 2 pg/ml piritiamin
tartalmi PCMM taptalajra pontban oltottuk. 25 °C-on 1 héten keresztiil novesztettiik 6ket, majd
ismét sporat gyijtottiink, hogy a K4CBP6 fehérjét kddold cDNS jelenlétét spora PCR-el
kimutassuk. A DNS kivondasa érdekében a spdrakat 5 percig SO0W-on mikrohullamu siitében
melegitettilk. Ezt kovetéen a DNS-t 30 ul TE-pufferben oldottuk fel, majd, fél percig
votrexeltiik. 5 perc 100xg centrifugalast kovetden a feliiluszot tiszta Eppendorf-csdbe
pipettaztuk at és 0sszemértiik a PCR-t a 3.4.1. fejezetben leirtak szerint. Az amplikon jelenlétét
2%-0s (m/V%) agar6z gélen ellendriztiik. Az els szelekcids 1épés utan a felnétt transzformans
telepek konidiumaibol 10x higitasi sort készitettiink, majd a 10"*-10"° higitasi 1épésekbdl 10 ul
mennyiséget 2 pg/ml piritiamint tartalmaz6 PCMM taptalajra szélesztettiink és 25 °C-on
inkubaltuk.

3.8. A K4CBP6 fehérjét kodolo pPICZoA plazmid transzformalasa P. pastoris KM71H
torzsbe

A P. pastoris KM71H-ba torténd transzformalas el6tt a felndtt E. coli
transzformansokbdl plazmidot tisztitottunk (Monarch® Plasmid Miniprep Kit (New England
Biolabs) a transzformal6 vektor szekvencidjanak Sanger-szekvenalassal torténd ellendrzéséhez.
A pPICZoA K4CBP6 plazmid nagymennyiségl tisztitdsahoz a ZymoPURE™ -Express
Plasmid Midiprep Kit (Zymo Research) hasznaltuk. Ehhez a transzformans E. coli-t 50 ml
LSLB tapoldatban ndvesztettiik 37 °C-on 160 rpm-en razatva 16 ordn keresztiil, majd a
plazmidot a gyartd utasitdsai szerint tisztitottuk ki. Ellendrzésképpen az inszert beépiilését

ismét ellendriztiik PCR-rel a 3.5.1. fejezetben leirtak szerint.
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A kitisztitott, K4CBP6 cDNS-t tartalmazé plazmidot Sacl enzimmel linearizaltuk (5.
Tablazat), 16 h 6ran keresztiil 37 °C-on, a reakcidt hdkezeléssel allitottuk le (65 °C, 20 perc).
Az emésztést 2%-os (m/V%) agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. Ezt kdvetden az
emésztett plazmidot kloroformos extrakcioval tisztitottuk és toményitettiik be. A 250 pl
emésztett plazmidhoz 50 pl kloroformot adtunk, és 6vatosan 6sszeszuszpendaltuk az oldatot.
Ezt kdvetden 5 percig 13800xg-n fugaltuk a mintat. Ennek kovetkeztében két frakcid kiiloniilt
el, egy feliil a vizes plazmidot tartalmaz6 frakcid, mig alul egy kloroformos. A vizes fazist tiszta
Eppendorf-csbe pipettaztuk at, és 500 ul izopropanolt adtunk hozza, majd 20 percig jégen
inkubaltuk. Ezutan 25 percig, 13800xg-n, 4 °C-on centrifugdltuk a mintat. A feliiliszo
eltavolitasa utan az Eppendorf-cs6ben maradt plazmidra 500 pl 70% (V/V%) etanolt mértiink.
Ujabb centrifugalast (5 perc, 13800%g, 4 °C) kévetden az etanolt eltavolitottuk a DNS-rdl és
elszivo fiilke alatt beszaritottuk a mintat. Végiil a plazmidot 10 pl desztillalt vizben oldottuk

vissza.

5. Tablazat. A Sacl-gyel torténd plazmid linearizdlasi reakcio.

Sacl linearizalasi reakcio (250 pl)
- 200 pl (73,6 ng/ul) plazmid
- 25 Wl Sacl. puffer 10X (Thermo science)
- 17,5 pl nukledzmentes viz (MQ)
- 7,5 wl Sacl restrikcios endonukleaz (10 U/ul)

A transzformalashoz a P. pastoris KM71H sejteket eldszér 200 ml YPD-ben inkubaltuk
16 oran keresztiil 30°C-on, 160 rpm-en razatva. Ezt kovetden sejtkulturat 1500xg-n fugaltuk 5
percig szobahdémérsékleten. A feliiluszo eltavolitasa utan a sejteket 25 ml steril vizzel mostuk,
majd centrifugalassal (5 perc, 1500xg, 25 °C) Gjra dsszegyiijtottiik oket. A sejteket végiil 1 ml
100 mM LiCl oldatban szuszpendaltuk fel és steril 1,5 ml-es Eppenorf-cs6be mértiik at. Ezt
kovetden szobahdmérsékleten 15 masodpercig 13800xg-n fugaltuk a mintakat, majd a feliiluszé
eltavolitdsa utan 400 pl 100 mM LiCl-ba vettiik fel az Osszegyiilt sejteket. A 400 pl
szuszpenzidébol 50 pl mennyiséget hasznaltunk a transzformalashoz. Ujabb centrifugalast
(13800%g, 15 masodperc, 24 °C) kdvetden a leiilepedett sejtekrdl eltavolitottuk a LiCl-ot és
Osszemértiik a transzformalasi reakciot. Osszekeverés utdn a mintakat 30 °C-on, 30 percig
inkubaltuk. 42 °C-on torténd 20 percig tartd hdsokk utan az elegyet 4700xg-n centrifugaltuk 15
masodpercig. A transzformald elegy Osszetételét a 6. Tablazat tartalmazza. A transzformald
oldat eltavolitasa utan a sejteket 1 ml YPD tapoldatba vettiik fel és 1 6ran keresztiil 30 °C-on
160 rpm-en razattuk. Végiil a transzformalt sejtekbdl 25 pl-t, 50 pl-t, €s 100 pl-t, valamint az

ezen felil megmaradt mennyiséget 100 pg/ml zeocint tartalmazé YPDS taptalajra
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sz¢élesztettiink. Kontrollként a plazmid helyett, desztillalt vizzel transzformalt sejtekbdl 50 pl-t
szélesztettiink 100 pg/ml zeocint tartalmazd YPDS, valamint zeocin mentes YPDS talajra. Az

igy elkészitett agarlemezeket 30 °C-on 5 napig inkubaltuk.

6. Tablazat. A P. pastoris transzformdalasa soran alkalmazott reakcioelegy dsszetétele.

Transzformalasi reakcidelegy komponensei
- 240 ul 50% (V/V%) PEG-3350
-36 ul 1 M LiCl
- 25 pl 2 mg/ml egyesszali fragmentalt lazac spermium DNS
(hasznalat el6tt 5 percig 95 °C-on melegitve, majd jégen lehiitve)
-4 ul (2606 ng/pl) Sacl enzimmel linearizalt K4CBP6 cDNS-t tartalmazo pPICZoA plazmid
- 46 pl nukleazmentes viz (MQ)

3.9. A K4CBP6 fehérje termelésre legalkalmasabb P. chrysogenum torzs kivalasztasa

A transzformalds/szelekcid utan felnétt egyes telepeket PCMM-be oltottuk at és a 3.1.
fejezetben leirtak szerint és ndvesztettiik 6ket 96 oran at. 72 és 96 6ra inkubacid utan mintat
vettink a fermentléb6l ¢és annak fehérjetartalmat 18%-os tris-glicin SDS-PAGE

gélelektroforézissel ellendriztilk a K4CBP6 nagy mennyiségii jelenlétére.

3.10. A K4CBP6 fehérjét legjobban termel6 P. pastoris torzs kivalasztasa

A felnoétt telepekben kolonia PCR segitségével ellendriztiik a K4CBP6-t kodold cDNS
jelenlétét. A ,,3.5.1. A K4CBP6 cDNS felszaporitisa PCR-el” fejezetben leirtak szerint
végeztiik el a reakciot, annyi eltéréssel, hogy az elddenatracios id6 masfél perc helyett 5 perc
hosszl volt. Pozitiv kontrollként az E. coli transzformalasa soran hasznalt K4CBP6 cDNS-sel
ligalt pPICZaA plazmidot hasznaltuk, mig negativ kontrolként az iires pPICZaA vektort. A
PCR termékeket 2% (m/V%) agardz gélen ellendriztiik. A transzforméns telepekrdl inokulumot
gytjtottiink és 10 ml YDP-t tartalmaz6 50 ml-es falkoncsébe oltottuk, majd 30 °C-on, 16 6ran
at, 180 rpm-en inkubaltuk. A sejtkultirdt 5 percig 3000xg-n szobahdmérsékleten
centrifugaltuk, majd sejteket 100 ml BMG oldatban vettiik fel 1 literes Erlenmeyer-lombikban.
16 6ra, 30 °C-on tortén razatas (180 rpm) utan a tenyészetet lecentrifugaltuk (5 perc, 3000xg,
25 °C) ¢és a P. pastoris sejteket 100 ml-es 15 ml BMM tapoldatot tartalmazo Erlenmeyer-
lombikba oltottuk at. A sejteket 6 napon keresztiil 30 °C-on 180 rpm-en rdzatva ndvesztettiik
tovabb. A fermentlébdl 24 oranként 500 pl mennyiségli mintat vettliink, majd a centrifugalast
(16800xg, 3 perc, 24 °C) kovetden a sejtmentes feliiliszot -20 °C-on taroltuk. A tapoldathoz
naponta 75 pl 100% (V/V%) metanolt adtunk hozza. Az igy elkészitett mintak fehérjetartalmat
18% tris-glicin SDS-PAGE-en ellendriztiik.
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3.11. A K4CBP6 fehérje nagy mennyiségii termelése és tisztitasa
3.11.1. Fehérjetermelés P. chrysogenum-alapu heterolog expresszios rendszerrel

A legjobban termeld P. chrysogenum torzs sporaibol sporaszuszpenziot készitettiink,
majd ebbdl 100 pl-t szélesztettiink PCMM taptalajra, és 4 napon keresztiil 25 °C-on inkubaltuk.
A felnétt telep konidiumaibol sporaszuszpenziot készitettiink. Végiil 2x10% db sporat oltottunk
200 ml PCMM tépoldatot tartalmazd 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba, amit 4 napig, 25 °C-on,
160 rpm-en razattunk.

3.11.2. Fehérjetermelés P. pastoris KM71H-alapu heterolog expresszios rendszerrel

A legjobban termeld torzset 10 ml BMG tapoldatot tartalmazé 100 ml-es Erlenmeyer-
lombikba oltottuk és 30 °C-on, 16 6ran keresztiil, 180 rpm-en razatva inkubaltuk. Ezt kdvetden
a szuszpenzid fényelnyelését spektrofotométerrel mértiik meg ODsoo-on. Amennyiben a kapott
értek ODgoo = 2-6 kozé esett, a 10 ml mennyiségii sejtkultirat hozzaadtuk az 1 1 BMG
tapkozeget tartalmazo 3 1-es Erlenmeyer-lombikhoz, majd ismét 30 °C-on 180 rmp-en razattuk
16 6ran keresztiil. Ezutan a fermentlevet 5 percig 2000xg centrifugaltuk, majd a feliilisz6
ledntése utan a sejteket 100 ml BMM tapoldatban vettiik fel 1 1-es Erlenmeyer-lombikban. A
fehérje termeléshez az €lesztét 4 napon keresztiil inkubaltuk 30 °C-on 180 rpm razatas mellett,

mikdzben 24 éranként 500 pl 100% (V/V%) metanolt adtunk a tenyészethez.

3.11.3. Fehérjetisztitas

Mindkét heterolog expresszios rendszer a tapkdzegbe szekretalja a megtermelt K4CBP6
fehérjét, ezért az a sejtek feltdrasa nélkiil kdnnyen tisztithatd. A P. chrysogenum esetében
eldszor a tapoldatot vakuum-sziird, szlirbpapir (Papier Filtre Qualitatif, 90 mm, Filtres Fioni)
¢s Biichner-tolcsér segitségével megtisztitottuk a micéliumtol, majd a tapoldatot 1 6ran at
4600xg-n centrifugaltuk szobahOmérsékleten és sziirOpapiron Gjra atszirtiik. P. pastoris
esetében a 4 napos inkubdldst kovetéen a tapoldatot 2000xg-n 5 percig centrifugaltuk
szobahdmérsékleten. A fermentlé 30 kDa alatti fehérjetartomanyat ultrafiltracioval valasztottuk
el Amicon® Stirred Cell 400 mL (Millipore) eszkoz felhasznalasaval (Amicon Stirred Cell,
400ml és Ultracell 30 kDa Ultrafiltartion Discs, regenerated cellulose, Millipore). A 30 kDa
alatti frakciobol a K4CBP6-ot kationcserés oszlopkromatografidval (Bio-ScaleTM Mini Macro-
Prep® High S column, Bio-Rad) tisztitottuk Duoflow Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC) System (Bio-Rad) késziilékkel. A mintafelvitel utdn, az oszlopra fel nem kotott

komponenseket 60 ml ekvilibrald pufferrel mostuk le, 2 ml/perc atfolyasi sebesség mellett. A
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fehérje elualasa foszfat-pufferben oldott emelked6 NaCl koncentraciéval (0,1 M, 0,2 M, 0,3 M
és 1,5 M) tortént 2,5 ml/perc atfolyasi sebességgel.

3.11.4. Fehérje gélelektroforézis és Coomassie Brilliant Blue R-250 festés

A fermentlevek €s a tisztitas egyes 1épéseinek a fehérjetartalmat tris-glicin poliakrilamid
SDS-PAGE-n ellendriztiik. Szeparald gélként 18%-os gélt dntdttiink és 1xSDS futtatdpuftert
vagy 1xTGS puffert hasznéltunk. Molekulasuly markerként a Neosartorya (Aspergillus)
fischeri antifungalis protein 2-t (NFAP2: 5,6 kDa) alkalmaztuk. A gélelektroforézist a szeparald
gél eléréséig 90 V, majd ezt kovetden 150 V dramerdsséggel végeztiik. A géleket az
elektroforézis utan 45 percig Coomassie Brilliant Blue R-250 festékben razattuk, majd 2x30
percig Mosodoldat I.-ben inkubaltuk, végiil Mosodoldat II-ben tovabb mostuk és taroltuk.

3.11.5. A K4CBP 6 somentesitése és liofilizalasa

A fehérje kationcserés tisztitasa kdzben gytjtétt 0,1 M, 0,2 M és 1,5 M frakciokat
egyesitettilk a P. chrysogenum esetében. A P. pastoris rendszernél a teljes 0,3 M ésa 1,5 M
frakcio els6 3 Iépését egyesitettik ¢és dializissel somentesitettiik. A  mintakat
dializismembranban (Snake Skin™ dialysis tubing, 3,5 K MWCQO, Thermo Fisher Scientific) 8
oran keresztiil dializaltuk 5 liter desztilldlt vizzel szemben. Ezt kdvetéen a mintikat

liofilizaltuk, majd a fehérjét 3 ml steril vizbe oldottuk vissza.

3.12. A K4CBP6 fehérje tovabbi tisztitisa és azonositasa forditott fazisu
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval

Mindkét heterolog expresszios rendszerrel megtermelt K4CBP6 defenzint RP-HPLC-
vel tisztitottuk tovabb. A fehérjét Phenomenex Jupiter C18 oszlopon (250 % 4,6 mm, 10 pum
részecskeméret, 300 A porusméret, Phenomenex) tisztitottuk tovabb forditott fazisu
nagyhatékonysagu folyadékkromatografias késziilékkel. A tisztitas soran ,,A” és ,,B” eluenst
hasznaltunk. A folyamat elején a ,,B” eluenst 5 V/V%-ban alkalmaztuk, majd 35 perc alatt
allitottuk be. A fehérjét a retencids 1d6 figyelembevételével lehetett beazonositani. A mérések
elvégzésében Dr. Varadi Gyorgyi, a Szegedi Tudomanyegyetem, Szent-Gyorgyi Albert

Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani Intézetének munkatarsa volt segitségiinkre.
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3.13. A K4CBP6 fehérje azonositasa tomegspektrometriaval

A két kiilonbozd expresszids rendszerrel eldallitott fehérje tomegspektrometriai
analiziséhez ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatograffal (Nano Aquity Ultraperformance
Liquid Chromatography System, UPLC, Waters) 0sszekapcsolt Orbitrap MS (Thermo Q-
exactive+) késziiléket hasznaltunk, és BEH130 C18 oszlopot (Waters, oszlophossz 250 mm,
oszlopatmérd: 75 um, részecskeméret: 1,7 um) alkalmaztunk. A folyamat sordn a ,,B eluens” 3
V/V%-o0s koncentraciojat 40 perc alatt fokozatosan 40 V/V%-ra emeltiik, 350 nl/perc aramlasi
sebesség mellett. A mérések elvégzésében €s adatok kiértékelésében Dr. Kele Zoltan, a Szegedi
Tudomanyegyetem, Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani Intézetének

munkatarsa segitett.

3.14. A P. chrysogenum-alapu heterolog expresszios rendszerrel terelt K4CBP6 defenzin
masodlagos szerkezetének vizsgalata ECD spektrometriaval

A dializalt és liofilizalt fehérjét masodlagos szerkezetét Jasc-815 tipusa ECD
spektrométerrel hataroztuk meg. A méréshez 0,1 cm vastag kvarc kiivettat hasznaltunk. A
vizsgalatot 25-95 °C-on és 195-260 nm-en végeztiik. Kontrollként desztillalt viz spektrumat is
felvettiik és késdbb ezt vontuk ki a fehérje mérése soran kapott eredménybdl. A vizsgalatot 100
nm/masodperc szkennelési sebességgel végeztiik el 25 °C-on. A mérések elvégzésében és az
adatok kiértékelésében Dr. Borics Attila, az E6tvos Lorand Kutatasi Halozat, Szegedi Biologiai

Kutatokozpont, Biokémiai Intézetének munkatarsa segitett.

3.15. A P. chrysogenum-alapu heterolog expresszios rendszerrel terelt K4CBP6 defenzin
antifungalis hatasanak vizsgalata

A K4CBP6 defenzin antifungalis hatasat C. herbarum FSU 1148 és F. oxysporum
SZMC 6237] novénypatogén gombakkal szemben vizsgéaltuk. A fitopatogén gombak
konidiumaibél 2x10° spéra/ml koncentracioji szuszpenziot készitettiink PDB-ben és 100-100
pl-t mértiink 96 lyukt mikrotiterlap egyes lyukaiba (96 wells, flat-bottom Tissue Culture Plates,
VWR). Ezekhez a K4CBP6 fehérje (torzsoldat: 40 ug/ml) PDB-ben készitett 4 1épéses 10x
higitasi sor egyes 1épéseibdl 100 pl-t adtuk hozza. A fehérje végkoncentracidi igy az egyes
lyukakban a kovetkezdk voltak: 20 ug/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml és 1,25 pg/ml.
Novekedési kontrollként a mikotiterlap lyukdba 100 pl spdéraszuszpenzidt és 100 ul PDB-t
mértiink. A mikrotiterlapokat 25 °C-on inkubaltuk nedves torldkendét tartalmazé dobozban. A

mintak fényelnyelését Hidex Sense mikrotiterlemez-leolvasd késziilékkel (Hidex) mértiik
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ODs20-0n 0 és 72 ora inkubalast kovetden. A kisérletet kétszer ismételtiilk meg két technikai
parhuzamos bevonasaval.

Az adatok kiértékeléséhez Excel 2016 tdblazatkezeld programot (Microsoft)
hasznaltunk. A gombak novekedési mértékét a 72 és 0 draban mért fényelnyelés kiilonbsége

hatarozta meg. A ndvekedési kontroll fényelnyelését tekintettilk 100%-o0s novekedésnek. Az

(726ra—06ra)x100

egyes mintahelyek ndvekedesi szazalékat az alabbi egyenlettel szamoltuk ki: === g

A C. herbarum morfolodgiai valtozasanak vizsgalatahoz fenolgyapotkék (R-8) festéket
hasznaltunk. A 10 pg/ml és 20 pg/ml K4CBP6 fehérjét tartalmazé mintakat, valamint a
novekedési kontrollt Eppendorf-csében 5 percig centrifugaltuk 16800xg-n. A feliiluszo
eltavolitasa utan a mintakhoz 20 pl PDB-t és 10 pl R-8 festéket adtunk. A megfestett mintakat
fénymikroszkoppal (Olympus BX53) 100x és 20x nagyitdson vizsgaltuk ¢s Olympus XC50

digitalis kameraval fényképeztiik.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. In silico szerkezetvizsgalatok
4.1.1. A K4CBP6 elore jelzett fizikokémiai tulajdonsagai

A Sol Genomics Network adatbazisban azonositottuk a K4CBP6 paradicsom-eredetl,
defenzin-szeri fehérjét kodold gént (Lokusz [5]: Solyc07g007760.2.1, UniProt azonosito:
K4CBP6) (UniProt Consortium, 2017). Az in silico vizsgalatok alapjan a K4CBP6 fehérje 78
aminosav hosszl preproteinként expresszalodik, amely rendelkezik egy 31 aminosav
hosszusagu N-termindlis szignalszekvenciaval, igy az érett fehérje 47 aminosavbol 4ll. Ez a
szignalszekvencia a defenzin érése kozben lehasad. Az érett fehérje pozitivan toltétt, hidrofil
molekula, amelynek harmadlagos szerkezetét nyolc cisztein kozott kialakult adbacdbc
mintazatot mutaté diszulfid-hid stabilizalja. A K4CBP6 rendelkezik y-core régidval (7.
Téblazat).

7. Tablazat. A Solanum lycopersicum L.-eredetii ujonnan azonositott K4CBP6 defenzin-szerii molekula

aminosav-szekvencidja és in silico meghatarozott fiziko-kémiai tulajdonsagai.

Aminosavak Mw. Ciszteinek Lizin/Arginin/ Izoelektro- Toltés

Protein szama (kDa) szdma Hisztidin mos pont  pH?7 GRAVY
MAQSIRFFATLFLLAMLVMATEMGPTRIVEARHCESLSHRFKGPCVSDKNCASVCETERFSGGNCRGFRRRCFCTKPC
K4CBP6 47 5,4 8 3/7/2 9,14 +6,2  -0,757

Az aminosav-szekvenciaban a fekete betiik a szignal szekvenciat jelzik, mig a piros vastagon szedettek az érett
fehérjét. A y-core motivumok alahuzassal jeloltiik. GRAVY: grand average of hydropathy value (atlagos
hidrofobicitas érték).

4.1.2. A K4CBP6 elore jelzett harmadlagos szerkezete

Az elkészitett homologia modell alapjan a K4CBP6 harmadlagos szerkezete nagyon
hasonlé a mar izolalt névényi defenzinekéhez ¢és hurokrégiokkal 0sszekotott egy a-hélixet és
harom antiparalell B-redét tartalmaz (9A. Abra). A K4CBP6 felszinén egymassal valtakozva
elhelyezkedd hidrofil és hidrofob foltok taldlhatoak aminek a kovetkeztében a molekula
amfipatikus (9B. Abra). Mindemellett a feliileten elhelyezkedd semleges, vagy nagy mértékil
pozitiv toltésii régiok kovetkeztében a molekula pozitiv dssztoltéssel rendelkezik (9C. Abra).
Ramachandran plot analizis alapjan a K4CBP6 aminosavjainak 100%-a az Un. energetikailag

legkedvezobb régidban talalhatdak, ezért megbizhatonak tekinthetd a készitett modell.
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9. Abra. A K4CBP6 in silico homoldgia modellezéssel eldre jelzett (A) harmadlagos szerkezete, (B)
hidrofobicitas felszine, (C) és toltottségi felszine. A ciszteinek sargaval lettek jelolve és a kozottiik kialakulo

diszulfid-hidak pedig sarga vonalakkal. A y-core régiok pirossal keriiltek kiemelésre.

4.2. A K4CBP6 heterolog expresszioja
4.2.1. A pSK275_K4CBP6 expresszios vektor létrehozasa

A pEX-A128-K4CBP6 vektorbol felszaporitottuk a K4CBP6 cDNS-ét (10A. Abra). Az
igy kapott 258 bp méreti amplikont BbvCl és Hindlll restrikcios endonukledzokkal hasitottuk
¢s a mar korabban ezekkel az enzimekkel emésztett pGEM-Tnfap2 vektorba klonoztuk. Ezt
hasznaltuk késébb templatként az Amplikon2 létrehozasdhoz. Az Amplikonl eldallitasahoz a

pSK275nfap?2 plazmidot hasznaltuk (10B. Abra).

A 1 2 3 4 B 1 2 3

<300 bp

10. Abra. A K4CBPG6-ot tartalmazé génkonstrukcié amplikonja, valamint az Amplikonl és Amplikon2. (A) 1:
K4CBP6 (templat: pEX-A128-K4CBP6), 2: pozitiv kontroll - NFAP2 (templat: pSK27 5nfap?2), 3: negativ
kontroll (templat: ddH>0), 4: 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs). (B) 1: Amplikon 1 (templat:
pSK275nfap2) 2: Amplikon2 K4CBP6 (templat: pGEM-K4CBPG6), 3: 1000 bp DNA Ladder (New England
Biolabs).

Az Amplikon3 létrehozasdhoz az Amplikonl-et és Amplikon2-t hasznaltuk a ,joint”
PCR-ben. (11A. Abra). Az Amplikon3-at Nhel és NotI restrikcios endonukleazzal emésztettiik
¢s ezekkel az enzimekkel linearizalt pSK275nfap2 plazmidba klénoztuk, igy létrehozva a
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pSK275 K4CBP6 expresszios vektor. Ezt a konstrukciot Notl emésztéssel linearizaltuk, majd
a P. chrysogenum Apaf/pafb torzsbe transzformaltuk (11B. Abra).

A 1 2 B 1 2
! . g < 10kbp

s € 1,5 kbp .

— ——

—_—

11. Abra. Az Amplikon3, valamint a Notl restrikciés endonukledzzal emésztett pSK275-K4CBPG6 expresszios
vektor. (A) 1: Amplikon3 K4CBP6, 2: 1 kbp DNA Ladder (New England Biolabs), (B) 1: pSK275nfap2-K4CBP6,
2: 1 kbp DNA Ladder (New England Biolabs).

4.2.2. A pPICZoA_ K4CBP6 expresszios vektor létrehozasa

Az el6z6 rendszerhez hasonloan a pEX-A128-K4CBP6 vektorbol szaporitottuk fel a
K4CBP6 182 bp méretli cDNS-¢ét, melyet Xhol és Xbal enzimekkel emésztettiink és a pPICZaA
plazmidba klénoztunk (12. Abra). Ezt a konstrukciét elészér E. coli ToplOF torzsbe
transzformaltuk, majd a tisztitast €s a Sacl_enzimmel térténd linearizalast kdvetden P. pastoris

KM71H élesztObe transzformaltuk.

3 kbp

200 bp

12. Abra. Xhol és Xbal restrikciés endonukledzzal emésztette K4CBP6 cDNS és pPICZaA plazmid. 1: 1 kbp
DNA Ladder (New England Biolabs), 2: emésztett K4CBP6, 3: emésztett pPICZoA plazmid, 4: 100 bp DNA
Ladder (New England Biolabs)
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4.3. A K4CBP6 fehérjét legnagyobb mennyiségben termel6 P. chrysogenum és P. pastoris
torzs kivalasztasa

A P. chrysogenum esetében a transzformans telepek kozil tiz klont (K4CBP6/A —
K4CBP6/J) vélasztottunk ki. A transzforméansokat 4 napig PCMM tépoldatban inkubaltuk, 25
°C-on, 160 rpm razatas mellet és 72, valamint 96 6ra elteltével mintat vettiink a fermentlébol
azért, hogy 18% tris-glicin SDS-PAGE elektroforézissel informaciot kapjunk a tdpkozegbe
szekretalt K4CBP6 mennyiségérdl (13A. abra).

A P. pastoris-alapt expresszios rendszer esetében a transzformans telepek koziil hatot
(2.,4.,5.,7.,9., 10. telep) valasztottunk ki, a nagymennyiségii fehérjetermelés teszteléséhez. A
sejteket 6 napon keresztiil BMM tépoldatban 30 °C-on, 160 rpm-en ndvesztettiik €s naponta
0,5% (V/V%) mennyiségben 100% metanolt adtunk hozza. A tapkozegbdl 24 oranként mintat
vettlink, hogy 18% tris-glicin SDS-PAGE gélelektroforézissel vizsgaljuk a fermentlében 1évo
fehérjék és a K4CBP6 mennyiségét (13B. abra). A P. chrysogenum esetében 96 oOra elteltével
¢észleltiik a legnagyobb mennyiségii KACBP6-ot, mig a P. pastoris-nal 4 nap elteltével lett a
legnagyobb hozam. A P. chrysogenum-alapu rendszer esetében a KACBP6/H transzformans
torzset valasztottuk ki a nagymennyiségii termeléshez, mivel ez termelte a legtobb fehérjét
(13A. Abra). Az éleszté alapu rendszer esetében az 5. telepet valasztottuk ki a nagymennyiségii

K4CBP6 termelésre (13B. Abra).

A 1 2 3 45 6 7 8 9 10 B 123456 7
oG o Gl = >

| — — e

- 4'

13. Abra. A vizsgalatba bevont két expresszios rendszer fermentlevének 18% tris-glicin SDS-PAGE vizsgdlata. A

Sfermetlé mintak 72 és 96 ora utan (P. chrysogenum,) valamint 6 napon keresztiil (P. pastoris) lettek véve. (4) P.
chrysogenum-alapu rendszer: 1: K4CBPG6/E/72 ora; 2: K4CBPG6/E/96 ora; 3: K4CBPG6/F/72 ora; 4.
K4CBPG6/F/96 ora; 5: NFAP2 (2ug); 6. K4CBP6/G/72 éra; 7: K4CBP6/G/96 ora; 8: K4CBPG6/H/72 ora; 9:
K4CBP6/H/96 ora; 10: Apaf/96 ora. (B) P. pastoris-alapu rendszer 5. telep. 1: 1. nap, 2: 2. nap, 3: 3. nap, 4: 4.
nap, 5: 5. nap,6: 6. nap 7: NFAP2 (2ug). Feketével bekeretezve a K4CBP6/H/72 ora és K4CBP6/H/96 ora minta
lathato, amit a nagymennyiségii fehérje termelésre valasztottunk ki. Fekete nyillal a K4CBP6 fehérjét jeloltiik. A
P. pastoris-alapu rendszer esetében a fekete nyillal a 4. nap fehérjehozamat jeloltiik, mivel itt érte el a

fehérjehozam a maximumat.
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4.4. A K4CBP6 fehérje termelése és tisztitasa

Mindkét expresszios rendszer esetében a fermentlé 30 kDa alatti frakciojat tisztitottuk
kationcserés oszlopkromatografiaval. A fehérjét 0,1 M, 02 M, 03 M ¢és 1,5 M
sokoncentracioval elualtuk, majd a fehérje jelenlétét 18% tris-glicin SDS-PAGE-n vizsgéltuk a
gyljtott frakciokban. Mindkét esetben az 1,5 M-os NaCl koncentracio esetében figyeltiikk meg
a K4CBP6 jelenlétét (14. Abra). A P. chrysogenum-alapt rendszerrel 75 pg/l fehérjét sikeriilt
eldallitani. A P. pastoris-alapt expresszids rendszer esetén, a minta heterogenitdsa miatt
hozamot nem tudtunk megallapitani (Isd. 4.6. fejezet). Ennek ellenére elmondhato volt, hogy a

P. pastoris-alapu rendszer alkalmazasaval nagyobb K4CBP6 hozamot tudtunk elérni

A12 3 4 B 123

= E
-
B

14. Abra. K4CBP6 fehérje tisztitdsanak ellendrzése Coomassie Brilliant Blue R-250 festéssel. (A) P.
chrysogenum-alapu expresszios rendszerrel termeltetett K4CBP6: 1: NFAP2 (2 ug); 2: 0,1 M NaCl, 3: 0,2 M
NaCl; 4: 1,5 M NaCl. (B) P. pastoris-alapu expresszios rendszerrel termeltetett KICBP6: 1: NFAP2 (2 ug), 2:
1,5 M NaCl/l frakcio, 3: 1,5 M NaCl/2 frakcio. Fekete nyillal a K4CBP6 fehérje savjat jeliltiik.

4.5. A tisztitott K4CBP6 RP-HPLC és tomegspektrometrias analizise

A 1,5 M sokoncentracidval eludlodott KACBP6 fehérje mindségét és Osszetételét
mindkét expresszids rendszer esetében RP-HPLC analizissel vizsgaltuk. A P. chrysogenum-
alapu rendszer esetében a K4CBP6 defenzin a 15. és a 16. percben elualodott (15A. Abra), mig
a P. pastoris-alapt rendszernél tobb csucs is megfigyelhetd volt a fehérje eludldsa sordn a 15.
és a 17. perc kozott (15B. Abra).

A P. chrysogenum esetében a tomegspektrometrias analizis kimutatta, hogy a 15.
percben eluélodott csucs a teljes hosszusagi K4CBP6 fehérjét tartalmazza, mig a 16. percben
elualodo pedig ennek, egy N-termindlis végen arginin hidnyos valtozatat (K4CBP6-R) (15A.
Abra). Mindkét fehérje esetében, azonban a ciszteinek kozott kialakultak a diszulfid-hidak a
molekulatomegek alapjan (16. Abra).

A P. pastoris esetében az RP-HPLC ¢és tomegspektrometrids vizsgalatok kimutattak,

hogy az érett teljes hosszusidgu fehérje mellett, szamos az N-termindlison a Kex2
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szignalszekvencia hasitohelyébdl extra aminosava(ka)t tartalmazo valtozat is expresszalodott

(16. Abra.).

1d6 (perc)

15. Abra. A 1,5 M NaCl tartalmii pufferrel eludléodé K4CBP6 mintik RP-HPLC kromatogramjai. (A) P.
chrysogenum-alapii rendszerrel termelt K4CBP6 fehérje kromatogramja. (B) P. pastoris-alapu rendszerrel
termelt K4CBPG6 fehérje kromatogramja. Fekete csillaggal a megfeleléen érett K4CBP6-ot jeloltiik, mig kapcsos

zardjellel a K4CBP6 eltérd érett valtozatait abrazoltuk.

£81XT 00001 Wie 41 RE: 100 AV 1 N TASEA K4CBP6: 5349 Da
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16. Abra. Az RP-HPLC tisztitott P. chrysogenum-alapu rendszerrel eloallitott (A) K4CBP6 és (B) arginin

N\

hianyos valtozatinak (K4CBP6-R) tomegspektruma, valamint a (C) P. pastoris-alapu vendszerrel eléallitott

K4CBP6 tomegspektruma. Kapcsos zarojellel a K4CBP6 eltéré modon érett valtozatait abrazoltuk.
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4.6. A P. chrysogenum-alapu expresszios rendszerrel termeltetett K4CBP6 szerkezetének
vizsgalata ECD spektroszkopiaval

A K4CBP6 ¢és K4CBP6-R fehérje masodlagos szerkezeti elemeinek vizsgalatat ECD
spektroszkopiaval végeztiik el. A spektrum alapjan elmondhatd, hogy mindkét esetben a
defenzin feltekeredett szerkezettel rendelkezik, emellett az arginin hiany nem befolyasolta a
fehérje konforméciojat. Az vizsgélat alapjan az is megallapithatd, hogy mindkét molekula
tartalmaz a-helixet (195, 208, 222 nm), B-reddt (190, 215 nm) és diszulfid-hidakat (~228 nm)
(17. Abra). Ez alapjan elmondhat6, hogy a fehérje rendelkezik a novényi defenzinekre jellemzé

masodlagos szerkezeti elemekkel.[® 23]

diszulfid-hid

1 B-konformicié
0
5 rendezetlen /ﬁ.\\\t\"( — K4cBP6
— K4CBPG-R

szerkezetek

| UL PO N S U SR RN S S
190 200 210 220 230 240 250 260
A/nm

17. Abra. Az RP-HPLC tisztitott K4CBPG6 (fekete) és K4CBP6-R (piros) ECD spektruma.

4.7. A P. chrysogenum-alapu expresszios rendszerrel megtermelt K4CBP6 antifungalis
hatasa

A K4CBP6 antifungalis hatdsanak vizsgalatat a C. herbarum FSU 1148 és a F.
oxysporum SZMC 6237]) izolatumokkal szemben végeztik el fehérje 1,25 - 20 pg/ml
koncentracioinal (8. Tablazat). Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a K4CBP6 kis
mértékben képes gatolni a C. herbarum ndvekedését, azonban F. oxysporum-mal szemben nem

mutat gombaellenes hatéast a vizsgalt koncentracidtartomanyban.

Jelenlétében, a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (100% névekedés) 72 ora, szobahémérsékleten torténd
inkubacio utan.
20 pg/ml 10 pg/ml S5pg/ml 2,5 pg/ml 1,25 pg/ml Kontroll
F. oxysporum 97+6,0 11944 3%*%* 12545 9%** 116+£4,6¥* 99+16,25 10042,8
C. herbarum  73+33 71+11,9 78+16,2 74+14,9  76+17,1 100+29,6

A szignifikans eltérést (P<0.05), *x(0.0001<P<0.005), és »»»(P<0.0001) jeloltiik.
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A K4CBP6-nak a C. herbarum nodvekedésére gyakorolt hatasat mikroszkopidval,
laktofenolgyapotkék (R-8) festéssel vizsgaltuk. A fehérjét 20 és 10 pg/ml-ben tartalmazo
mintak esetén a hifafonalak elvékonyodasat, 0sszeesését tapasztaltuk, valamint sejtfal tormelék
is megfigyelheté volt (18. Abra). A megfigyeltek alapjan azt feltételezziik, a K4CBP6 nem

morfogenikus defenzin, hanem a sejtfal/sejtmembran roncsolasan keresztiil fejti ki a hatasat.

18. Abra. C. herbarum hifijanak valtozisa K4CBP6 fehérje jelenlétében. (A) 0 ug/ml, (B) 10 ug/ml, (C) 20
ug/ml K4CBP6-tal kezelt konidiumbal kifejlodott hifa lathato.
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5. Osszefoglalas

A novényi defenzineket lehetséges biofungicidként tartjdk szamon, mivel széles korben
képesek gatolni a ndvénypatogén gombdk novekedését, ¢s eddig csak par esetben irtak le
rezisztenciat veliik szemben. A defenzinek ipari 1éptékii eldallitdsa azonban eddig még nem
megoldott. Kutatécsoportunk egy paradicsomndvény-eredeti defenzin-szerti fehérje, a
K4CBP6 heterolog expresszidjat valdsitotta meg fonalasgomba- (P. chrysogenum) és élesztd-
(P. pastoris) alapt rendszerekben.

Az in silico vizsgalatok alapjan a K4CBP6 fizikokémiai tulajdonsagai hasonldak az
eddig megismert novényi defenzinekéhez: a fehérje kis molekulatomegt (5,4 kDa), pozitiv
toltésti (+6,2) és hidrofil (GRAVY: -0,757). Az eldre jelzett homologia modell alapjan a
K4CBP6 a novényi defenzinekre jellemz6é egy a-hélixel és harom antiparallel B-reddvel
rendelkezik, amelyeket hurokrégiok kotnek dssze, valamint megtalalhatd benne a y-core régio.
A szerkezetét a nyolc cisztein kozott kialakult diszulfid-hid stabilizalja.[® 1 23]

A K4CBP6 fehérjét a P. chrysogenum- €s a P. pastoris-alapu heterolog expresszios
rendszerrel is egyarant sikeriilt megtermeltetniink ¢és a fermentlébdl ultrasziirés utan
kationcserés oszlopkromatografiaval egy 1épésben tisztitanunk. Az RP-HPLC ¢és
tomegspektrometrids analizisek alapjan a P. chrysogenum-mal eldallitott megfelelden érett
K4CBP6 mellett egy, az N-terminalison arginin hidnyos valtozat is megjelent. ECD
spektrometrids analizis rdmutatott arra, hogy az arginin hianya nem befolyasolja a megfeleld
masodlagos szerkezeti elemek kialakulasat és a fehérje megfeleld feltekeredését. A P.
chrysogenum-alapt rendszerrel megtermeltetett K4CBP6 képes lehet a fitopatogén gombak
novekedését gatolni valosziniisithetden a sejtfal/sejtmembran roncsolasan keresztiil. Habar ez
még tovabbi megerdsitést igényel a vizsgalatokon kiviill szamos mas ndévény korokozd
gombafaj bevondsaval. A P. pastoris-alapll expresszios rendszer esetében a megfelelden érett
defenzin mellett t6bb, az N-terminalison szamos aminosavat tartalmazo valtozat is keletkezett.
Ennek hatterében a szignalszekvencia nem megfeleld proteolitikus hasitdsa allhat.

Mindezek ¢€s a becsiilt fehérjehozamok alapjan elmondhato, hogy a P. chrysogenum a
fehérje jobb érését biztositja, mig a P. pastoris a fehérje nagyobb mennyiségii termelésére lehet
alkalmas. Laboratoriumunk jelenleg a P. patoris-alapii expresszios rendszer optimalizalasan
dolgozik annak érdekében, hogy csokkentsiik a nem megfelelden érett K4CBP6 valtozatok

szamat és mennyiségét a termelés soran.
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