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Kivonat

A biologia, molekularis bioldgia, mikrobiologia €s biotechnoldgia teriiletén végzett
kutatasok jelentés mértékben hozzajarulnak a korszerti fejlesztések folyamatahoz a kiilonb6zo
iparagak terliletén, mint példdul a gydgyszeripar vagy élelmiszeripar. A natto nevi japan
fermentalt élelmiszerbdl izolalt nattokinaz enzim (NK) a Bacillus subtilis sp. natto
baktériumtorzs altal termelt szerin protedz, melynek taplalkozastudomanyi szempontbodl
szerepe van a vérrogok eloszlatdsaban, ezaltal megakadalyozva a trombdzis kialakulasat. A NK
rekombinans modon térténd bioszintézise hozzdjarul az enzim mennyiségi és mindségi
tulajdonsagainak fokozasahoz, illetve az enzim funkciondlis paramétereinek kutatasahoz.

Célkitlizéslink a NK bioszintéziséhez sziikséges rekombinans konstrukcid tervezése, a
gén izolalasa Bacillus subtilis (B. subtilis) baktériumtorzsbdl, a rekombinans konstrukcio
létrehozasa in vitro, majd transzformalasa Escherichia coli (E. coli) baktériumtorzsekbe a
rekombinans fehérjeszintézis vizsgalatahoz, harom kiilonb6z6 sejtvonal és két izopropil-p-1-

D-tiogalaktopiranozid (IPTG) koncentracié alkalmazasaval.



1. Bevezeto

A mesterségesen létrehozott gének megalkotdsa és expresszids rendszerekbe valo
bejuttatasa lehetové tette a heterolog génexpresszid megvalositasat amely a biotechnoldgiai
kutatasok alapjanak egy részét képezi. A biotechnologiai eljarasok alkalmazaséaval eldallitott
termékek jelentds része emberi illetve allati dignosztikdban, terapidkban, illetve
oltdoanyagokként felhasznalt heterolég fehérjék vagy enzimek valamint biopolimerek.
Napjainkban szdmos 1j fehérje termelését valositjak meg a kutatdsoknak és fejlesztéseknek
koszonhetden. A kiillonbozo expresszids rendszerek felhasznalasaval, melyek kiillonbéznek az
expresszids gazdaszervezetekben illetve az alkalmazott szabalyozo elemekben és lehetdséget
biztositanak a rekombinans fehérjék széleskorl eldallitasara koltség-, ido- és energiahatékony
moédon (McDonald 2011).

A prokaridta sejtek, nagy tobbségben a baktériumok és élesztdgombak szamos elénnyel
rendelkeznek a heterolog fehérje termelés megvalositasahoz, mivel szaporodasukhoz és
¢letfolyamataikhoz sziikséges szén- és energiaforrasok koltséghatékony modon biztosithatoak,
gyors a biomassza novekedése, a magas sejtsiirliség mellett torténd fermentacio magasabb
termékhozatalt kindl illetve genetikai mddositasuk €s fermentdcios paramétereik megteremtése
nem igényel specialis koriilményeket. A bakteridlis expresszids rendszerek hatranya, hogy a
fehérjeexpresszid soran nem miikddik benniik poszt-transzlacios rendszer és szamos esetben

inaktiv fehérjék termelddnek, inkluzios testekben (Sahdev, Khattar, és Saini 2007).
1.1. A téma bemutatasa

Az fejlodod biotechnologiai eljarasok lehetové teszik, hogy szamos teriileten alkalmazzak
az egyes technologiakat a termékek koltséghatékony és gazdasdgos eldallitasara. A
fehérjetermelési eljarasok kutatdsa és optimalizaldsa jelentésen hozzdjarul a rekombinans
fehérjék és enzimek eldallitasanak fejlesztéséhez az ipari 1épték tekintetében is. A rekombinans
fehérjetermelési eljarasok lehetdvé teszik a fehérje expresszidt olyan gazdasejtekben melyek
fenntartasa koltséghatékony modon kivitelezhetd az alacsony tapanyag igény és a konnyen
megteremthetd fermentacids paraméterek miatt, valamint a gyors szaporodasi képesség miatt.
Ezen tulajdonsagokat figyelembe véve a rekombinans fehérjetermelésre alkalmazott
baktériumok egyike a kiemelkedden sokat kutatott Escherichia coli (E. coli). Az E. coli
baktériumtorzsek genetikailag jol jellemzett, alacsony tapanyag igényll €s gyors szaporodasi
képességgel rendelkezd baktériumtorzsek, melyek a rekombinans fehérjetermelés teriiletén az

egyik legtobbet kutatott expresszios rendszerek (Cronan 2005).



Az E. coli expresszidos rendszereket jelentés mértékben alkalmazzak kiilonboz6
organizmusokbol szarmazo fehérjék vagy enzimek bioszintézisére a gazdasagos ¢€s hatékony
termelés miatt. Az egyes eljarasok mint példaul az autoindukcios eljaras kutatasa €s fejlesztése
noveli az E. coli baktériumtorzsekben eléallithatd rekombindns fehérjék mennyiségét a

gyogyszeripar, ¢lelmiszeripar és mas ipardgak szamara is.
1.2. A modern biotechnolégia ipari alkalmazasa

Az ipari fenntarthat6sag alapja a fenntarthatd termelés és feldolgozéas az okologiai és
tarsadalmi fenntarthatosag Osszefiiggésében. A biotechnologia egy olyan teriilet mely
sz¢leskorlien alkalmazhatd a valtozatos iparagak esetében. A teriilet harom f6 tevékenységet
foglal magaba: a géntechnoldgiat, a fehérjemérnokséget illetve az anyagcesere mérnokséget. A
negyedik tevékenység Ugy ismert mint biokémia, bioeljards vagy biotechnologia, mely
sziikséges a biotechnoldgiai termékek kereskedelmi termeléséhez illetve a szolgaltatasok
hasznositasahoz. A sokoldala biotechnologiai eljarasok kulcsfontossagu szerepet toltenek be a
fenntarthat6 vegyipari technoldgiakban. Az iparagak melyek el6z6leg nem voltak bioldgiainak
meghatarozva, az lizletre vald hatasa miatt, vizsgaljak a biotechnologia alkalmazhatosaganak
lehetdségeit a jovedem érdekében. A biotechnologia 0j lehetdségek tarhazat jelenti a mar
meglévo illetve Uj termékek és szolgaltatdsok fenntarthato eldallitasahoz (Gavrilescu és Chisti
2005)

Az ipari biotechnologia fejlesztése megoldast jelenthet azon elgondolasra, hogy az
emberiséget taplalo, biztonsagos és egészséges ételekkel lassdk el, vegyi és innovativ
anyagokkal egyiitt, olyan eldallitasi eljarast alkalmazva mely soran csokkenteni probaljak az
energia-, teriileti- és viz er6forrasokat, torekedve a szezonalis és geografiai fliggetlenségre és a
hulladék csokkentésére. A biotechnoldgia legismertebb teriiletei a vords, zold és fehér
biotechnologia, melyek jelentds hatast gyakorolnak a modern tarsadalomra és gazdasagra. A
biotechnologia zold agazatai tették lehetévé a ,,z0ld forradalmat” a massziv novekedés és
terméshozam novelés c€ljabol nemesitett fajok 4altal, melyek agronomiailag elonyos
tulajdonsagokkal rendelkeznek, példaul magas tapértékkel és betegségekkel szemben mutatott
ellenalld képességgel. A vords és fehér biotechnoldgia kozéppontjaban a nem-sejtes termékek
foglalnak szerepet, mint a gyogyszerészeti alkalmazast vegyiiletek illetve finom és dmlesztett
vegyszerek (Rischer, Szilvay, és Oksman-Caldentey 2020).

A biotechnologidk ipari alkalmazasa lehetdvé teszi kereskedelmi enzimek bioszintézisét,

melynek fejlesztésére szamos kutatasi teriileten keresnek megoldasokat, innovativ eldallitasi és



termelési folyamatok tervezésével. Az enzimtermelés magas hozami megvalositasahoz ¢és
gazdasagos eldallitdsdhoz sziikségeltetik a biotechnologia teriiletén végzett kutatdsok
Osszessége. A kereskedelem illetve az ipari agazatok altali enzim kereslet novekedése miatt
fontos az eljarasok hatékonysaganak novelése, az id6- energia- és koltséghatékony eldallitas, a
1épték novelés illetve a fenntarthatosag szem eldtt tartdsa. A folyamatok megtervezéséhez €s
kutatasahoz elengedhetetlenck a biotechnoldgiai, génsebészeti, fehérje- és anyagcsere
mérndkségi ismeretek.

Az ipari hasznositdsi enzimek szarmazhatnak ndvényekbdl, allatokbol vagy
mikroorganizmusokbol. Leggyakrabban ezeket a kereskedelmi és ipari enzimeket
mikroorganizmusokat haszndlva allitjadk eld, a baktériumokat ¢&s egysejtii gombdakat
tapoldatban, szubmerz fermentacioval vagy szilard fermentaciok soran nevelik és ezekben a
kultarakban torténik a fehérjék és enzimek bioszintézise. Az ipar szdmara eldallitott enzimek
jelntés részét a technologiai folyamatok soran alkalmazott enzimek képezik, az
¢lelmiszeriparban, textil iparban, bérfeldolgoz6 iparban, illetve biolizemanyag eldallitasa
soran. Az eldallitott enzimek madasodik jelentds csoportjdba tartoznak a kutatdsok,
orvostudomanyok és gyogyszeripari teriileteken alkalmazott enzimek. Annak fliggvényében,
hogy az eldallitott enzimek tudomanyos kutatds sordn vagy ipari teriileten keriilnek
felhasznalasra kiilonb6z6 tulajdonsagokkal kell rendelkezzenek, melyek koziil az egyik a
tisztasdg. Minél nagyobb tisztasdgii enzimet kovetel meg az alkalmazési teriilet anndl

koltségesebbek az eldallitasi és tisztitasi folyamatok (Tarafdar és mtsai. 2021).
1.3. Arekombinans fehérjék/enzimek bioszintézise

A rekombinans fehérjék termelésére  kiilonb6zd  expresszids  rendszereket,
gazdaszervezeteket alkalmaznak, melyek koziil a bakteridlis bizonyult a leggyakrabban
alkalmazottnak a rekombinans fehérjetermelés megvalositasahoz. A bakterialis expresszios
rendszerek koziil a kutatasok soran leggyakrabban a szervezet idegen gének bejuttatasara illetve
az azokrol torténd expressziora az Escherichia coli baktériumsejteket alkalmazzak és fejlesztik
a fehérjetermelés hatékonysaganak noveléséhez. A fehérjetermelés optimalizalasanak
érdekében tobb szempont érvényesiilését is figyelembe kell venni a hatékonysag noveléséhez,
a magasabb hozamu rekombindns fehérje termelése érdekében. A hatékonysag novelésének
érdekében tobb fermentdcios feltétel, paraméter egyiittes alkalmazéasa illetve ezek
valtoztatasaival torténd optimalizalas teszi lehetdvé a sikeres fehérje szintézis megvaldsulasat,

mivel a hatékonysdg szdmos esetben tobb tényezd egylittes meglétének hatasaként



eredményeztethetd. A kutatasok soran vizsgalt esetekben a génmoédositott E. coli baktérium
torzsek, a valtoz6 promoter és termindtor szekvenciak, dajkafehérjékkel valo egyiittes fehérje
expresszio az optimalis fehérje feltekeredéshez, a stabilitds és az oldékonysag noveléséhez
alkalmazhatdak a hatékonysag novelés érdekében (Sahdev, Khattar, és Saini 2007).

A sikeres fehérje szintézis megvalosuldsdhoz vélhetden az elsé és feltehetden legfontosabb
1épés az expresszids rendszer, az organizmus kivalasztasa, melynek feltétele a kivalasztott
heterolog rendszer expressziés mechanizmusanak megfeleld ismerete. Az E. coli bakterialis
expresszios rendszer alkalmazasa mellett szol6 legfontosabb érv a mechanizmusok megfeleld
ismerete, a genomjanak pontosan feltérképezett szerekezete, a koltséghatékony modon
megvalosithatd fermentacids kisérletek, ezen kiviill a kutatdsok soran meghataroztdk a
baktrériumsejtek expresszids és szabalyozasi mechanizmusait melyek ismerete lehetdséget
nyujt a genetikai modositasok széleskorli és konnyen kivitelezhetdé megvalositdsdhoz a
genetikai mérnokség ¢és fehérjemérnokség eszkozeivel. A baktériumtorzs felhasznalasanak
elényei koz¢ tartozik tovabba, hogy a kultira névekedése gyors, populacio dinamikai valtozasai
rovid id6tartam alatt mutatnak latvanyos valtozasokat, tapanyagigénye alacsony, amely
tulajdonsag lehetdvé teszi a gazdasagosan kivitelezhetd tapoldatok és taptalajok eldallitasat és
legfébb eldnyei kozé tartozik a fehérjetermelés szempontjabdl, hogy magas a rekombinans
fehérje szintézis szintje a szabalyozasi és expresszids mechanizmusok altal (Jo, Pichaimuthu,
¢és Srimeenakshi 2015).

A rekombindns fehérjetermelés esetében fontos 1épés a fermentacid sordn a tépoldat
megfeleld kivalasztasa, melynek valtoztatasa a legegyszeriibb a fehérjetermelés novelésének
érdekében torténd optimalizalasi kisérletek soran. A tapoldatok vagy taptalajok elkészitéséhez
tipusok valtoztatdsdval is magasabb mennyiségli rekombinans fehérje termeltethetd.
Kiilonbozd tapoldatokat hasznalnak a fermentaciok soran ilyenek példaul az LB, TB és 2YT
tapoldatok, melyek hasznalhatdak az expresszid optimalizdlasahoz. Tovabba megfeleld
prosztetikus csoportok vagy kofaktorok hozzaadasaval a tapoldathoz kivédheté a zarvany
testekben valo termelddése a rekombinans fehérjének és noveli a fehérje oldékonysagat, mivel
hozzéjérul a fehérje helyes feltekeredésének megvalosulasahoz és noveli a stabilitasat is ezaltal.
A rekombinans fehérje szintézis soran a periplazmatikus térbe kikiildott fehérjék
mennyiségének megnovekedése meggatolhato ha figyelembe vessziik, hogy a sejtek viszonylag
magas szorbit és szachar6z koncentracio mellett kedvezé ndvekedést mutatnak (Jo,

Pichaimuthu, és Srimeenakshi 2015).



A DNS szerkezeti megismerése és az egyes szekvencidk meghatarozasa lehetdvé tette a
DNS technikdk altal megval6sithatd, fehérjekddold szekvencidk megismerését, azok
mint példaul a plazmidok altali bejuttatasukat baktérium sejtekbe, megvaldsitva a szervezet-
idegen fehérjék bioszintézisét az erre alkalmas baktérium torzsekkel. A legtobbet hasznalt
szabalyozasi rendszerek koziil az egyik legismertebb és leghatékonyabb rendszer erre a T7
szabalyozasi mechanizmus az E. coli baktérium torzsekben. Ennek alapja egy olyan E. coli
génmodositott baktériumtorzs melybe a moddositasok altal beépitették a T7 bakteriofagbol
szarmazd T7 RNS polimeraz génjét. A gén expresszidja a lacUV5S promoter altal van
szabalyozva, illetve a torzsbe bejuttatott célfehérjét kodold gén plazmidba épitve, a T7 promoter
szabalyozasa alatt all. A igy 1étrehozott génmodositott baktériumtorzset nevezziik E. coli BL21
(DE3)-nak. Abban az esetben ha a lacUVS prométer indukalodik, expresszalodik a T7 RNS
polimeraz génje, ¢s az RNS polimeraz megkezdi a T7 promoter szabalyozasa alatt allo célgén
atirasat, igy valdsul meg a célfehérje génjének transzkripciodja majd késébbiekben transzlacioja

(Studier 2005).
1.4. A fehérjetermelés novelésére tett kisérletek

Chhetri és munkatarsai kisérleteik soran vizsgaltak fehérjetermelés hatékonysaganak
novelésére az etanol alkalmazasat. Annak ismeretében, hogy az etanol amfipatikus molekula
lehet, valtozasokat indukélhat az intracellularis kdrnyezetben, megvaltoztatva példaul a
membran fluiditdsat, a membran transzportjat vagy a membran lipid Osszetételét. Ezek a
valtozasok befolyasolhatjdk a membrankotd folyamatokat, példaul a DNS-replikéciot,
befolyasolhatjadk a DNS-szintézist. A kutatas sordn azt feltételeztek, hogy a DNS-szintézis
fokozasa is hozzajarult a fehérjetermelés fokozasahoz, ezért a felhasznalt E.coli
baktériumsejteket etanollal kezelték. A kutatds soran az etanolt 1, 2, illetve 3
térfogatszazalékban alkalmaztak az LB-leveshez adva. A kutatas eredményeként azt vették
észre, hogy a legmagasabb fehérjeexpressziot 3%-0s etanol alkalmazasaval érték el. Ha 5%-nal
nagyobb mennyiségben hasznaltdk, az etanol gatolta a sejtndvekedést (Chhetri, Kalita, €s
Tripathi 2015).

Kutatasukban Georg Faust és munkatirsai az autoindukcids fermenticidoban a laktéz
kisérletben a célfehérje egy zold fluoreszcens fehérje (eGFP) volt, amelynek génjét a pET28

plazmidba integraltdk. A fermentacidos folyamatot szakaszosan, 37 ©°C-0s inkubdacios



crer

folyamatosan monitoroztdk mikrotitraldé lemezen megfeleld leolvasd6 miuszerrel. Ennek
eredményeként megallapitottak, hogy az eGFP expresszidja hozzaadott IPTG-vel az IPTG
koncentraciojatol is fligg. Az autoindukcio soran laktoz helyett IPTG-t alkalmazo hasonld
expressziok esetében magasabb expresszios szintet figyeltek meg. A fehérjetermelés soran 40
uM IPTG-koncentracidval, 2,7 g/l végs6é eGFP-koncentraciot értek el, ami magasabb volt, mint
a laktoz alapu autoindukcié soran elért 1,8 g/l eGFP-koncentracié (Faust, Stand, és Weuster-
Botz 2015).

Leila Rezaei és munkatarsai kutatasaik soran antitest fragmensek termeltetésével
foglalkoztak E. coli baktérium sejtekben. Az antitest fragmensek kivalasztasa a tapoldatba
noveli a termék tisztasdgat €s csokkenti a tisztitdsi folyamatok koltségeit. Kutatomunkajuk
soran E. coli BL21 (DE3) sejtvonalat és autoindukcios fermentacios eljarast alkalmaztak,
melynek optimalizalasa altal vizsgaltak a fehérje termelés hatékonysagat. Az anti-MUC1
nanotest eldallitasanak novelése érdekében a kutatok az autoindukcids fermentacid soran,
autoindukcids tapoldatot felhasznalva a homérséklet, a indukcié iddtartamanak illetve a
nanotestet. Eredményeikben megallapitottak, hogy a hémérséklet és az indukalas id6tartama
esetében a legmagasabb fehérjehozamot 33°C-nal érték el 21 6ra alatt (Rezaei és mtsai. 2020).

A rekombinans fehérje expresszios kutatdsok teriiletén nagy eldrelépést jelentett az
autoindukcios eljaras felfedezése, mely lehetdvé teszi az expresszié megvaldsitasat a baktérium
kultira novekedésének monitorozéasa €s indukaloszer hozzaadéasa nélkiil. Ezen expresszios
folyamat egy autoindukcios tapleves alkalmazasat tételezi fel melyben gliikkoz, laktdoz és
glicerin szén-forrasokat hasznalnak. A gliikoz jelenti a baktréiumsejtek szamara az elsddleges
szénforrast, majd a gliik6z koncentracid csokkenésével a laktoz jelenlétében a sejtekben
aktivalodik a laktéz hasznositdsdhoz sziikséges utvonal a laktéoz bontas éredekében, ezéltal
valosul meg a génexpresszio is, a glicerin ezeken kiviil egy alland6 kiegészit szénforrasként
van jelen a taplevesben (L1 és mtsai. 2011).

Az autoindukcids fermentacios eljarast alkalmazva, nagyobb intenzitdssal valosul meg a
baktérium kultira ndvekedése ezaltal magasabb sejttomeg érhetd el, a rekombindns fehérje
expresszidja magasabb hozammal valosul meg, a széleskoriien alkalmazott indukaloszerként
hasznalt izopropil-tiogalaktoziddz hozzaaddsa nem igényelt igy a baktérium kultira
novekedésének monitorozasa nem sziikséges. A felsorolt eldnydk ismeretében az autoindukcios
fermentacido alkalmazasaval hatékony fehérjeszintézis érheté el idé- és koltséghatékony

megvalositasban (Studier 2005).
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Az autoindukciés modszer nyilvanvald elénye, hogy az atmenetet az indukélatlan
allapotbol az indukalt allapotba az expresszios gazdaszervezet metabolikus szabalyozasa ala
helyezi. Ez minimalisra csokkenti a tenyészetek sziikséges monitorozasat az beoltastol a kivant
sejtstirliség eléréséig. Szamos tényezd azonban neheziti az autoindukcid hasznalatat. Mivel
tobb szénforras van jelen az autoindukcids kdzegben, ezek mennyisége és felhasznalasi formai
fontos szerepet jatszanak az autoindukcios expresszié megvaldsulasaban. Tovabba az optimalis
hasznalhatosag érdekében az autoindukcios modszernek konnyen végrehajthatonak kell lennie
mind a kisméretii, mind a nagyiizemi gyartasi folyamatok soran és biztositania kell a korrelaciot
a kiilonboz6 mitkodési 1éptékekben kapott eredmények kozott. Ez a 1éptéknovelés olyan fizikai
paraméterekbdl eredd valtozékonysagot vezet be, mint példaul a kultira nevelése soran hasznalt
kiilonbozd tipusu edényekhez kapcsolddd levegdztetés mértéke. Valojaban kordbban
megjegyezték, hogy az O2 elérhetésége befolyasolhatja az autoindukcios kisérletek
kimenetelét, de ennek a hatdsnak az eredete nem volt vilagos. Tekintettel a bakterialis fehérje
expresszids vizsgalatok fontossagara, fontos, hogy jobban megértsik az autoindukcios
megkozelitések reprodukalhatosaganak és termelékenységének mogottes metabolikus €s fizikai

korlatait (Blommel és mtsai. 2008).
1.5. A nattokinaz enzim ipari jelentdsége

A WHO jelentései szerint, vilagszerte 17 milli6 ember vesziti életét évente a sziv-
érrendszeri betegségek miatt. Az erekben kialakuld trombdzis, egy vérrogokbdl kialakult
képzédmény, amely legfébb okozodja szamos sziv- érrendszeri betegségnek. A vérrogoket
alkotd fehérjék tilnyomo része a fibrin, mely a fobrinogén enzim miikodése altal jon 1étre a
trombin fehérje hidrolizalasaval. A kialakult fibrint a plazmin enzim képes hidrolizalni ezaltal
megakadalyozva a vérrogok kialakuldsat. Azokban az esetekben amikor valamilyen hatas miatt
a két folyamat egyensulydban zavar kdvetkezik be a fibrin hidroliz4cidoja nem torténik meg,
ezaltal alakulnak ki a vérrogdk (Peng és mtsai. 2016). A trombozis sulyos betegség mely
veszélyezteti az emberi egészséget valamint mas betegségek kialakulasaban is szerepet jatszhat,
mint példaul a stroke, az agyi- €s szivinfarktusok. A trombodzis kutatasaval egyre tobb
gyogyszert fedeztek fel, a kutatok in vitro €s in vivo is kutattak a terapias gyogyszerek hatasat
a trombozis kezelésére (Kamiya és mtsai. 2010).

A nattokinaz (tobabbiakban: NK) egy szerin protedz, melyet a ,,natto” nevii tradicionalis
japan ételb6l vontak ki illetve tisztitottak, az étel, a szdjabab Bacillus subtilis baktérium

fermentacids folyamatai altal késziil (Weng és mtsai. 2017). 1980-ban Hiroyuki Sumi és
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munkatarsai felfedezték, hogy a natto képes oldani a mesterséges fibrint, majd izolaltdk az
enzimet. Ezt az enzimet nevezték el ,,nattokinaz”-nak (Sumi és mtsai. 1987). A nattokinaz egy
fibrinolitikus enzim mely a vérrogok eloszlatasaban a fibrin és plazmin szubsztratok kézvetlen
hidrolizalasaval, az endogén prourokinazt urokinazza alakitja, lebontja a plazminogén aktivalo
inhibitor-1 —et, és noveli a szoveti plazminogén aktivator szintjét amely elGsegiti a fibrinolitikus
aktivitast. Az enzim egy biztonsdgos, erételjes, alacsony koltségli és természetes
étrendkiegészitd a sziv- és érrendszeri megbetegedések kezelésére. Allati illetve emberi
kisérletek egyiittesen is aldtamasztottak, hogy a NK tdmogatja a keringési rendszer miikodését
a vér higitasaval és a vérrogok feloszlatasaval (Weng és mtsai. 2017).

A nattokindznak mas fibrinolitikus enzimekkel szemben nincsen mellékhatdsa és hosszu
¢lettartamu ezért felhasznaldsa mint gyogyszer egy lehetséges megoldas a sziv-érrendeszeri
megbetegedések kezelésére illetve, szolgalhat funkciondlis élelmiszer adalékanyagként is. Mint
funkcionalis élelmiszer adalékanyag a nattokindz élelmiszerbiztonsagi és gazdasgaos elényoket
mutat a hosszutava hatékonysaggal egyiitt. A nattokindz hozzaaddsa csokkenti a vér
megeldzésére és kezelésére. A NT enzimet innovativ mddon is alkalmaztdk bevonva orvosi
anyaggal, mely egy biofunkciondlis nattokindz-nanoeziist-polietilénimin komlexbdl lett
megtervezve, hatékony antitrombozisos és antimikrobidlis aktivitassal (Cai, Zhu, és Chen

2017).

1.5.1. Az enzim szerkezete és tulajdonsagai

A szerin proteazokhoz tartozo fibrinolitikus enzimek altaldban semleges és bazikus pH
értekeken aktivak, optimalis pH értékeik pH 8.0 és pH 10.0 kozott vannak. Molekulasulyuk
27.7 és 44 kDa kozott talalhato és izoelektromos pontjuk pH 8.0 kortili értéken talalhato. Az
optimalis hdmérsékletiik széles tartomanyt képez 30 °C-t6l 70 °C-ig, a legyakoribb optimalis
homérsékleti értékek 50 °C koriiliek. A Bacillus eredetli subtilizin enzimek ugyanazzal a
katalitikus tridddal rendelkeznek (Ser221, His64, Asp32) és nem tartalmaznak intramolekularis
diszulfid hidakat. Fibrinolitikus aktivitasuk a fenil-metil-szulfonil fluorid, diizopropil-
fluorofoszfat vagy az E-64 altal irreverzibilisen gatolhato. A Bacillus fajokbdl szarmazo
fibrinolitikus enzimek aktivitasat a kelatképz6 agensek (EDTA) inhibaljak (Peng és mtsai.
2016).

Az NK enzim egy szerin proteaz, mely 275 aminosavbol épiil fel, izoelektromos pontja
megkozelitdleg pl= 8,6. Egyetlen lancbdl allo polipeptid melynek molekulastlya 27,7 kDa,
tartalmaz nyolc lizint és nem tartalmaz ciszteint. Az erételjes trombolitikus hatast ezzel az

egyedi molekuldris strukturaval hozzak osszefiiggésbe. Osszehasonlitva mas trombolitikus
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enzimekkel mint példdul az urokinazzal amelyben az két diszulfid struktura molekularis
blokkot jelentenek, a NK az egyetlen radialis szerkezettel rendelkezé enzim a trombolitikus
molekulak kozott. A NK 3D- s szerkezete hét darab o-hélixet, kilenc darab B-reddt és két Ca?*-
koto helyet tartalmaz. Az enzim aktiv kézpontja a hidrogén koétésekkel kapcsolodo katalitikus
tridd: Asp32, His64, Ser221, oxigén ion rés (Asnl55), és a szubsztrat kotd hely (Serl25,
Leul26, Gly127), melyek a globularis nattokinaz feliiletén helyezkednek el. A NK S3 hely
(Gly100, Ser101, Leul26) a kulcshelye a legfontosabb szubsztrat specificitasnak (Zhou, Liu,
és Zeng 2021). A NK szerkezte lathatd az 1. abran.

1. abra: A nattokinaz szerkezete (Zhou, Liu, és Zeng 2021)

1.5.2. A NK eléallitasanak kutatasa E. coli-ban

He Ni és munkatarsai a Bacillus subtilis ssp. natto torzsbél izolaltak a NK génjét majd a
teljes hosszusagl és az érett gént is a pQE30 vektor segitségével expresszaltak az E. coli
sejtekben. Kutatasuk alapjan az E. coli BL21 (DE3) baktériumtorzsben expresszalt NK
esetében a tejles hosszsagban integralt génrdl kifejez6d0 enzim aktivitdsa alacsonyabb
mértékl volt mint az érett génrdl kifejez0dé enzim aktivitdsa, viszont az utobbi géntermék
nagyrésze zarvanytestekben képzddott. A magas expresszios szintet mutatd, ugyanakkor
zarvanytestek formajaban képzodott enzim renaturalasa nehezen valosithatd meg. A szekrécios
expresszid ajanlott mint hatékony folyamat a zarvanytest képzddés megeldzésére és az aktiv
fehérje termelésére. Két kiillonbozd szignalpeptid segitségével, a nattokindz nativ
szignalpeptidje és a PelB szignalpeptidje, az aktiv nattokinaz sikeresen expresszalodott E. coli-
ban periplazmatikus szekrécidval, de a fibrinolitikus aktivitas sokkal alacsonyabb volt, mint a

természetes nattokinazé Bacillus subtilis- ben (Ni és mtsai. 2016).
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1.6.  Zarvanytestek képzodése

Az inkluzios testeket vagy mas néven zarvany testeket eredetileg a baktériumok
salakanyaganak tartottdk egészen addig, amig ra nem jottek, hogy ezek a sejtképzoddmények
hajlamosak a sejtek stresszreakciojaként képzOodni, ami bioldgiailag inaktiv fehérjét
eredményez. Ezeket a stresszreakciokat kivalthatja a magas homérséklet, a pH eltolodas, vagy
a magas taplalasi arany, ugyanakkor ezek a hatasok egyes esetekben a magas termékhozamot
is el6idézhetik. Ez a megkozelités eldnyben részesithetné a zarvanytestek képzoédésének
novelését ugyanakkor szamolni kell a toxikus fehérjék termel6désének lehetOségével is. A
zarvanytest képzddés esetén a kinyerési folyamatok soran a zarvanytestek feltarasa és a fehérjék
ujratekeredésének elvégzése idbigényes és tobb technologiai 1épést igényld folyamat (Slouka
¢és mtsai. 2019).

A zarvanytestek képzddésének egyik oka a fehérjék helytelen feltekeredése a szintézis
soran. A fehérjék a sejtekben a riboszomaknak nevezett sejtalkotokon szintetizalddnak, majd a
sejt belsejében torténik meg a fehérjék feltekeredése (foldingja). A feltekeredés egy onallo
folyamat amely soran a fehérjék az aminosav szekvenciajukbol atalakulva elnyerik nativ,
funkcioképes szerkezetiiket. A fehérjék feltekeredésének szemléltetésére a szekvencia alapt
modell illetve a folding t6lcsér alapti modell valt elfogadotta. Az utobbi modell egy energia
mez0t és egy folding tolcsért helyez a folyamat k6zéppontjaba, mig a Szekvencia alapii modell
egy kinetikai versenyt ir le helyesen feltekeredett allapot €s az egyéb reakciok kozott, amelyek
nem feltekeredett részeket és aggregatumokba rendez6dott részeket eredményeznek (Naidoo

2011).
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2. Célkitiizés

Kutatasunk {6 célkitiizése a B. subtilis baktériumtorzsb6l szarmazod nattokindz enzim
génjének E. coli expresszids rendszerben valo eléallitasa.

A rekombinans NK bioszintézisének feltétele harom olyan célkitlizés meghatarozasa,
melyek idérendi megvaldsitasa hozzajarul a f6 célkitiizés kivitelezéséhez:

e Célkitlizésiink a rekombinans konstrukcié megtervezése in silico: a NK gén E. coli
sejtekbe torténd inkadraciojahoz a NK gén DNS szekvenciaja, illetve a pET20b
vektror felhasznalasaval.

e A B. subtilis genomialis DNS- bdl torténé NK gén izolalasa.

e A molekularis klonozast kovetden a rekombinans konstrukciokat transzformélva
E. coli expresszios sejtvonalakba vizsgaljuk a NK enzim bioszintézisét kiillonbozo

koriilmények kozott.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A nattokinaz enzim génjének izolalasahoz sziikséges oligonukleotid-, illetve a

rekombinans konstrukcio tervezése

A Bacillus subtilis baktériumbol szarmazo nattokinaz gén bejuttatasahoz Escherichia coli
baktériumsejtbe olyan rekombindns konstrukciot kellett tervezniink, mely lehetévé teszi a
célgén rekombinans technikaval torténd bioszintézisét. A célgén B. subtilis genomi DNS-ébdl
valo izolalashoz, illetve az E. coli sejtekbe vald bejuttatasahoz, sziikségiink volt a nattokinaz
génjének szekvenciajara, melyet az NCBI adatbazisban kerestiink meg. A pET20b plazmid
(Thermo Scientific) szekvenciat és a NK (1. fliggelék) gén szekvenciat felhasznalva, az Ndel
¢és az Xhol restrikcios hasitohelyeket kivalasztva terveztik meg a nattokinaz (NK) enzim
génjének izolalasahoz sziikséges oligonukleotidokat. A rekombinans konstrukcid tervezése
soran online szoftverek segitségével szimuldciot végeztink az 4tirodd szekvencia
helyességérél, megfeleld leolvasasi keretbe vald inkadracidjardl, tovabba jellemeztik a

keletkezd rekombindns enzim fiziko-kémiai tulajdonsagait.
3.2.  Genomi DNS izolalasa Bacillus subtilis torzsekbdl

A genomi DNS izoldlashoz, a Sapientia EMTE torzsgylijteményébdl szarmazo,
harom B. subtilis torzset (Bacillus subtilis SZC102B, Bacillus subtilis SZX102, Bacillus
subtilis SZC101A) nutrient tapoldatban (1.tablazat) neveltiink, 28 °C homérsékleten, 150 rpm
razatasi sebesség mellett, 24 orat. A populdciddinamikai adatokat sejtsiirliség méréssel
hataroztuk meg, spektrofotometrids eljarassal, 600 nm hullamhosszon mérve, az elsé tiz éraban
orankénti méréssel, majd a novekedés tizedik oraja utan a 22. oraig két orankénti méréssel. A
populaciédinamikai adatok alapjan meghataroztuk a novekedés exponencialis fazisanak

id6tartamat, a DNS izolalas hatékonysaganak novelése érdekében.

1. tablazat: A nutrient tapoldat ésszetevoi 1 L térfogatra

Osszetevo Mennyiség
Pepton 59
Elesztékivonat 29
NaCl 50
Huskivonat 19

A genomi DNS izolalasahoz a GenElute- Bacterial Genomic DNA Kit-et (Sigma-Aldrich)

hasznaltuk. Elsé 1épésként 5 mL B. subtilis baktériumkultirat centrifugaltunk (Thermo
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Scientific SL 40R Centrifuge) 14000 rpm-en, 2 percig, majd a feliiluszot lepipettaztuk és a
pelletet 200 pL lizozim oldatban felszuszpendaltuk. 37 °C -on inkubaltuk az elegyet 30 percig.

Az inkubalas utan 20 pL RN-azt tartalmazé oldatot adtunk hozza, majd ismét inkubaltuk
2 percig szobahdmérsékleten (RT). A mintakhoz hozzaadtunk 200 uL lizis C oldatot, majd 20
uL proteinaz K oldatot, vortexeltiik és 55 °C-on inkubaltuk 10 percig. A membranszirével
ellatott oszlopokra 500 pL eldkészitd oldatot pipettaztunk és 12000 rpm-en centrifugaltuk 1
percig. Ezt kovetden 200 L etanolt adtunk a lizatumhoz és vortexeltiik. A mintakat az 0szlopok
kozepére pipettaztuk, majd 6500 rpm-en centrifugaltuk 1 percig, ezt kovetden az oszlopokat j
centrifuga csovekbe helyeztiik at, majd 500 uL. moso oldatot pipettaztunk ra és 6500 rpm-en
centrifugaltuk 1 percig. A koncentralt mos6 oldathoz elézdleg etanolt adtunk, majd ebbdl 500
uL-t pipettaztunk az oszlopokra és 16000 rpm-en centrifugaltuk 3 percig. Az etanolt
eltavolitasanak érdekében az iires oszlopot is centrifugaltuk 16000 rpm-en 1 percig. Az
oszlopokat ismét 1j centrifugacsdvekbe helyeztiik, majd 200 pL elualé oldatot pipettaztunk az
oszlopokra, 5 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten a hatékonysag novelés érdekében, majd
6500 rpm-en centrifugaltuk 1 percig. A DNS izolalas hozamanak névelése érdekében az el6z6
1épést megismételtiik, majd az izolalt DNS-t -20 °C hdmérsékleten taroltuk

A DNS izolalas sikerességének ellendrzését agaroz-gélelektroforézis alkalmazasaval
végeztiik. A gélfuttatashoz 0,6 %-os agardz tartalmu gélt és 50 X-es TAE pufferbol (2. tablazat)
higitott 1x es TAE puffert hasznaltunk. A gélfuttatast 80 V-on végeztik 30 percig. A
detektalhatd savok méretének meghatarozasahoz a GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder 0,1 pg/uL
(Thermo Scientific) DNS markert hasznaltuk.

2. tablazat: 50x-es TAE puffer komponensei 1 L térfogatra

Osszetevé Koncentricié Mennyiség

Tris base - 242 ¢

Jégecetsav 99,7% 57,1 mL
EDTA 05M 100 mL
dH20 - 1000 mL-ig
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3.3. A nattokinaz enzim génjének izolalasa és a gén felsokszorositasa

A genomi DNS izolalast kovetden, B. subtilis torzsekbdl, az izolalt DNS-t és a
megtervezett oligonukleidokat felhasznalva, PCR reakciot (ESCO Swift-Mini Pro) alkalmazva

izolaltuk és szaporitottuk fel a NK enzim génjét. A reakcid komponenseit az 3. tablazat

3. tablazat: A NK enzim génjének izolaldasahoz alkalmazott PCR reakcio komponensei

50 uL térfogatra
Osszetevo Koncentracio Mennyiség
PCR Bio reakcio 5X 10 pL
puffer
Forward primer 10 uM 2 uL
Reverse primer 10 uM 2 uL
DNS - 1uL
PCR Bio HIFI 2 U/uL 0,5 pL
polimeraz
PCR tisztasagi H.O - 34,5 uL

tartalmazza.

A reakci6 koriilményeit a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat: A PCR reakcio koriilményei

Ciklus Hoémérséklet Idétartam
1 95 °C 4 perc
95 °C 15 masodperc
30 48 °C 30 masodperc
72 °C 30 mésodperc
1 72 °C 7 perc

A PCR reakci¢ sikerességének ellendrzését agardz-gélelektroforézis alkalmazéasaval
végeztiik. A gélfuttatashoz 1,5 %-os agaroz tartalmu gélt hasznaltunk. A gélfuttatast 80 V-on
végeztiik 30 percig. A detektalhatd savok méretének meghatarozasahoz a GeneRuler 100 bp

DNA Ladder 0,5 pg/uL (Fermentas) DNS markert hasznaltuk.
3.4. A rekombinans konstrukcié in vitro létrehozasa

A rekombinans konstrukcio l1étrehozasa soran a pET20b vektorba integraltuk a NK gént.
A gén bejuttatasahoz a vektorba, a gén izolalas soran kapott PCR (1. fiiggelék) termékeket és a
vektort is emésztettiik az oligonukleotidok tervezésénél figyelembe vett restrikcios
endonukleazokkal, melyek esetiinkben az Ndel és az Xhol (Thermo Scientific) enzimek voltak.
A resktrikcios enzimekkel torténd emésztés elott a PCR termékeket tisztitottuk, annak

érdekében, hogy a PCR reakcido komponensei ne befolyasoljak a tovabbi folyamatokat. A
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tisztitaishoz a Genelet PCR Purification Kit 100 bp-10 kb DNA (Thermo Scientific) kitet
alkalmaztuk. A folyamat soran a PCR termékekhez 1:1 aranyban (45-45 pL) Binding puffert
adtunk, felszuszpendaltuk, majd ellendriztiik, hogy sarga szini elegyet kaptunk (jelzi a
megfeleld pH-t). A mintdkat membranszirével ellatott oszlopokra pipettaztuk €s centrifugaltuk
14000 rpm-en 1 percig. Ezt kovetéen 700 pL Wash puffert pipettaztunk az oszlopokra és
centrifugaltuk 14000 rpm-en 1 percig. Az oszlopokat iiresen ismét centrifugaltuk 14000 rpm-
en 1 percig, majd 1,5 mL-es centrifugatubusokba helyeztiik 6ket. Az oszlopokra piepettaztunk
30 pL Elution puffert, inkubaltuk a mintakat 5 percig szobahdmérsékleten, majd centrifugaltuk
14000 rpm-en 1 percig. A tisztitott PCR termékeket -20 °C hémérsékleten taroltuk a
felhasznalasig.

A NK enzim génjét tartalmazo rekombinans konstrukci6 in vitro 1étrehozasa soran a ligalas
érdekében a vektor és a célgén DNS szekvenciain tapados végeket hoztunk létre. A tapados
végek létrehozasat restrikcids endonukleazokkal torténd emésztéssel valositottuk meg. A PCR
termékek és a vektor esetében is az Ndel és az Xhol (Thermo Scientific) enzimekkel kiilon-
kiilon végeztiik az emésztést. A két egymast kovetd emésztés kozott a termékeket tisztitottuk a
fentiekben leirt protokoll alapjan a GeneJet PCR Purification Kit 100 bp-10 kb DNA (Thermo
Scientific) kittel. Az emésztéseket kovetden a DNS (1. fuggelék) szekvenciakat agardz
gélelektroforézissel ellendriztiik (1,5 % -0s, 80 V, 30 perc) és a vektort gélbdl izolaltuk az elsé
¢és masodik emésztést kovetden is Genelet Gel (Thermo Scientific) kittel. A gélbdl torténd
izolalashoz analitikai mérlegen lemértiink egy 1,5 mL-es centrifugatubust, majd a gélbdl egy
penge segitségével Ovatosan kivagtuk a szekvenciat tartalmazo gélt, athelyeztik a
centrifugatubusba ¢€s a géllel egyiitt is lemértiik, hogy meghatarozzuk a kivagott gél tomegét. A
tomeg meghatarozasa utan 1:1 aranyban (1 mg:1 pL) Binding puffert adtunk a gélhez, majd
60 °C -on inkubaltuk 10 percig (felolvadasig), a tubus percenkénti atforgatasaval. A
membransziirével ellatott oszlopra pipettaztuk az elegyet és centrifugaltuk 14000 rpem-en
1 percig. Ezt kovetdéen hozzaadtunk 700 uL Wash puffert, centrifugaltuk 14000 rpm-en
1 percig, majd a centrifugalast megismételtik az tires oszloppal. Az oszlopot Uj
centrifugatubusba helyeztiik, majd 30 uL Elution puffert pipettaztunk az oszlopra, 5 percet

inkubaltuk szobahémérsékleten, és centrifugaltuk 14000 rpm-en 1 percig.
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Az emésztésekhez alkalmazott reakciokomponensek lathadak az 5. tdblazatban.

5. tablazat: A restrikcios emésztések reakcio komponensei 20 uL térfogatra

Reakcio Osszetevok Koncentracio Mennyiség
O puffer 10 x 2 uL
plazmid/ PCR - SuL
Ndel termék
enzim 10 U/uL 1ulL
usp H20 - 12 pL
R puffer 10 x 2 uL
plazmid/ PCR - 5uL
Xhol termék
enzim 10 U/uL 1ul
usp H20 - 12 pL

Az restrikciés emésztések reakcid idétartama 1 oOra, 37 °C-on, majd ezt kovetden
inaktivalas érdekében 20 perc, 65 °C-on.

A NK enzim bioszintéziséhez sziikséges rekombinans konstrukciét az emésztett gén
szekvencia és az emésztett vektor ligalasi reakcidjaval hoztuk létre. A ligalast T4 DNS ligaz
enzim (Thermo Scientific) segitségével valositottuk meg. A ligalasi reakciohoz a vektor és az
szekvenciakat, 20 pL reakcioé térfogatban. A ligalasi reakcid komponenseit tartalmazza a 6.

tablazat.

6. tablazat: A ligaldsi reakcio komponensei 20 uL térfogatra

Osszetevo Koncentracio Mennyiség
linearis vektor 1,405 ng/uL
inszert 3,413 ng/uL; 5,186 1:1;1:3; 1.5
ng/ul; 4,53 ng/uL
DNA ligaz pufter 10 x 2 uL
T4 DNA ligaz 5 U/uL 1ulL
enzim
nukleaz mentes H20 - 20 pL-ig

A ligalasi reakciot O.N. (overnight) inkubaltuk, 22 °C hémérsékleten, ezt kdvetden
transzformaltuk a ligalasi terméket E. coli NEB 10, E. coli BL21 (DE3) Star, E. coli BL21
(DE3), E. coli BL21 (DE3) Rosetta sejtvonalakbol 1étrehozott baktériumkultarakba.
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3.5. A célgént tartalmazo plazmid transzformalasa Escherichia coli baktériumsejtekbe

A rekombinans konstrukci6 1étrehozasat kdvetden a bioszintézis megvalositdsahoz a NK
enzim génjét tartalmaz6 PET20b plazmidot E. coli NEB 10 kloénozo sejtvonalba
transzformaltuk. A transzfomacidt megelézéen kémiai kompetens sejteket hoztunk 1étre. A
kompetens sejtek 1étrehozasa soran 150 mL E. coli NEB 10 sejtkultarat neveltink LB (1.
fiiggelék) tapoldatban, 37 °C inkubalasi homérsékleten, 250 rpm razatasi sebességgel,
ODe00=0,4 sejtstiriségig. A sejtkulturat jégen inkubaltuk 20 percig, majd centrifugaltuk
5000 rpm-en, 4°C- on , 5 percig. A pellethez hozzaadtunk10 mL jéghideg 0,1 M CaCl oldatot
és felszuszpendaltuk, majd centrifugaltuk 5000 rpm-en, 4 °C-on, 5 percig. A centrifugalas utan
a pellethez ismét hozzaadtunk 2 mL jéghideg 0,1 M CaCl oldatot és felszuszpendaltuk,
inkubaltuk 20 percet jégen, majd hozzaadtunk 500 pL 80%-os steril glicerint. A létrehozott
kémiai kompetens sejteket a transzformaldsig -80 °C homérsékleten taroltuk.

A ligalasi reakcio termékeit hdsokk alkalmazasaval transzformaltuk az E. coli BL21 (DE3)
sejtekbe. A transzformdlas elsd 1épéseként 100 pL kémiai kompetens sejtkultirdhoz adtunk
1 pL ligalasi terméket, majd 30 percet inkubaltuk jégen. Ezt kdvetden hdsokkot alkalmaztunk
42 °C-on 90 masodpercig és ujra inkubaltuk jégen 10 percet. A sejtekhez hozzdadtunk 900 pL
LB tapoldatot és inkubaltuk 1 6rat 37 °C-on, 250 rpm razatasi sebességgel. Az inkubalas utan
a sejteket centrifugaltuk 3500 rpm-en 3 percig. A feliiliszot 6vatosan lepipettaztuk, a pelletet
felszuszpendaltuk 100 uL LB tapoldatban. A ligalasi reakcid sikerességének ellendrzéséhez a
transzformalt sejteket tartalmazo sejtkulturat 100 mg/mL Ampicillin tartalm LB taptalajra
sz¢lesztettiik, 24 o6rat inkubaltuk 37 °C hémérsékleten és az inkubalasi id6 elteltével megjelend
baktériumtelepeket ellendriztiik kolonia PCR reakcioval. A kolonia PCR reakcié komponensei

50 pL térfogatra a 7. tdblazatban lathatoak.

7. tablazat: A kolonia PCR reakcio komponensei 50 uL térfogatra

Osszetevo Koncentracio Mennyiség
MgSQ; tartalmu 10 x 5uL
puffer
Forward primer 10 uM 2 uL
Reverse primer 10 uM 2 uL
MgCl, 25 mM 4 uL
Taq polimeraz 5 U/uL 0,3 uL
dNTP mix 10 mM 2 uL
PCR tisztasagi H20 - 33,7 uL
DNS - 1 telep
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A 8. tablazatban lathatoak a kolonia PCR reakcid koriilményei.

8. tablazat: A kolonia PCR reakcio koriilményei

Ciklus Hoémérséklet Idétartam
1 94 °C 5 min
94 °C 15 sec
35 53 °C 30 sec
72 °C 80 sec
1 72 °C 7 min

A PCR reakci6 sikerességének ellendrzését agaroz-gélelektroforézis alkalmazéasaval
végeztiik. A gélfuttatashoz 1 %-os agar6z tartalmu gélt hasznaltunk. A gélfuttatast 80 V-on 30
percig végeztiik. A detektalhaté savok méretének meghatarozasahoz a GeneRuler 1 kb DNA
Ladder 0,1 pug/pL (Thermo Scientific) DNS markert hasznaltuk.

A kolénia PCR eredményébdl megfelelének bizonyuld telepekbdl O.N. szubmerz
baktériumkulturat neveltiink és ebbdl plazmid izolalast végeztiink a ZR Plasmid Miniprep
(Zymo Research) plazmid izolalo kittel. A plazmid izolalashoz 5 mL O.N. kultarat
centrifugaltunk 12000 rpm-en 3 percig, majd a pellethez hozzaadtunk 200 puL P1 puffert,
felszuszpendaltuk és vortexeltiik. A mintdhoz hozzaadtunk 200 uL P2 puffert és 2 percig
inkubaltuk szobahOmérsékleten a tubusok atforgatasdval. Ezt kovetéen hozzaadtunk az
elegyhez 400 pL P3 puffert majd ismét 2 percig inkubaltuk szobahémérsékleten a tubusok
atforgatasaval. A mintakat centrifugaltuk 13000 rpm-en 4 percig, majd a feliluszot
membransziirével ellatott oszlopokra pipettaztuk és centrifugaltuk 13000 rpm-en 30
masodpercig. A centrifugalas utan 200 pL Endo-Wash puffert pipettaztunk az oszlopra, majd
centrifugaltuk 12000 rpm-en 30 masodpercig. Ezt kovetéen 400 puL Plasmid-Wash puffert
pipettaztunk az oszlopra és centrifugaltuk 12000 rpm-enl percig. A puffer teljes
mennyiségének eltavolitdsa céljabol centrifugéltuk az oszlopot iiresen is 12000 rpm-en 2
percig. Az oszlopot 1,5 mL-es centrifugatubusba helyeztiik, majd 50 uL DNA Elution puffert
pipettaztunk ra, inkubaltuk szobahdmérsékleten 10 percig és centrifugaltuk 13000 rpm-en
1 percig.

A plazmid izolalas eredményét agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik. A gélfuttatashoz
1 %-os agardz tartalm gélt hasznaltunk. A gélfuttatast 80 V fesziiltség alkalmazéasaval
végeztiik 30 percig. A detektalhat6 sdvok méretének meghatarozasahoz a GeneRuler 1 kb DNA
Ladder 0,1 pg/pL (Thermo Scientific) DNS markert hasznaltuk.
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3.6. A nattokinaz enzim bioszintézise

A plazmid izolélast és ellendrzést kovetden a bioszintézishez megfeleld plazmidokat
expresszios E. coli sejtvonalakba transzformaltuk hdsokk alkalmazasaval a fent emlitett
protokoll alapjan. Az alkalmazott sejtvonalak: E. coli BL21 (DE3) Star, E. coli BL21 (DE3),
E. coli BL21 (DE3) Rosetta.

Az expressziot 100 mL LB tépoldatban (9. tablazat), szubmerz baktériumkultiraval,
razatott inkubalassal végeztiik, az indukciotol szamitva négy oran at. A plazmidokat tartalmazo
baktériumkultirakbdl neveltiink O.N. baktériumkulturat 37 °C homérsékleten, 250 rpm razatési
sebeséggel. Az O.N. kultarakbol 100 mL, 100 mg/mL ampicillin tartalmu LB tapoldatba
oltottunk at, a sejtsiiriséget ODgo0=0,2 értékre allitva. ODgoo=0,7 sejtsiiriiségnél adtuk hozzé az
IPTG-ta tenyészetekhez, az expresszido megkezdésének indukalasahoz. A fehérjetermelés sordn
a harom kiilonboz6 sejtvonalat (E. coli BL21 (DE3) Star, E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21
(DE3) Rosetta) és két IPTG koncentraciot (1 mM és 0,1 mM) alkalmaztunk.

O. tablazat: LB tdapoldat osszetevdi 1 L térfogatra

Osszetevd Mennyiség
Pepton 109
Eleszt6 kivonat 59
NaCl 59

3.7. Az enzim feltarasa és a bioszintézis hatékonysaganak vizsgalata

Az expressziot kovetden a sejttenyészeteket centrifugaltuk 5000 rpm-en, , 4 °C-on, 10
percig. A pelleteket az expresszid végén mért sejtsiiriségnek megfeleld6 mennyiségii lizis
pufferben (ODeoo=1: 1mL) felszuszpendaltuk, majd 3x5 percig végeztiink szonikalast a
mintdkon 70 amplitud6 és 0,5 ciklus koriilmény mellett. A lizis puffer komponensei lathatéak

a 10. tablazatban.

10. tablazat: A lizis puffer komponensei 200 mL térfogatra

Osszetevé Koncentracio Mennyiség
Na;HPO4*2H,0 50 mM 1,78 ¢
NaCl 300 mM 350
Imidazol 20 mM 0,27 g
DTT 2 mM 0,0617 g
Triton x 100 1% 2mL
Lizozim 0,1 mg/mL 0,02 g
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A szonikalas utan centrifugaltuk a mintakat 20000 rpm-en 20 percig, 4 °C hdmérsékleten,
majd a feliiluszot és a pelletet kiilon taroltuk.

A fehérjetermelés ellendrzését SDS PAGE alkalmazasaval végeztiik. Az expresszio soran
oranként-, illetve az expresszido végén vett mintakkal végeztik a gélelektroforézist. A
szonikalas utan a mintakat centrifugaltuk 18000 rpm-en 20 percig, 4 °C-on, majd 50 pL
feliiluszohoz adtunk 10 pL minta elOkészitd festéket és a mintakat inkubaltuk 98 °C
homérsékleten 5 percig. Ezt kovetden centrifugaltuk a mintakat 18000 rpm-en 3 percig és a
feliiliszobal vittiink fel a gélre 7-7 pL mintat.

A mintak elokészitését kovetden 12 % akrilamid tartalm gélen végeztiink elektroforézist.
A szeparalo és koncentrald gél 0sszetevoi lathatoak a 11. tablazatban.

11. tablazat: Az SDS PAGE-hez alkalmazott gél komponensei

Osszetevd Mennyiség
H20 4 mL
40% Acrilamid 3mL
s 1,5 M Tris-HCI 2,5mL
Szeparalo gél
10% SDS 100 pL
TEMED 10 uL
10% APS 100 pL
H20 6 mL
40% Acrilamid 1,3mL
Koncentrald 0,5 M Tris-HCI 2,5mL
gél 10% SDS 100 uL
TEMED 10 uL
10% APS 100 uL

Az elektroforézist a fels6 gél esetében 80 V fesziiltség alkalmazasaval 30 percig, majd a
mintdk koncentralodasa utan 120 V fesziiltség alkalmazasaval 90 percig végeztiik. A méret
szerinti meghatarozashoz az elektroforézis soran a Page Ruler Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific) molekulastly markert hasznaltuk.
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4. Eredmények
4.1.  Génizolalashoz sziikséges oligonukleotidok és rekombinans konstrukcié tervezése

A rekombinans NK enzim bioszintézisének megvalositasa érdekében a B. subtilis torzsbol
izolalt NK gént molekularis biologiai eszk6z0k révén olyan expresszids vektorba integraltuk
(PET20b), amelynek megfeleld gazdatorzsbe (E. coli) valo transzformacidjaval a célgén
kifejez6dése indukalhato. A génizolalashoz sziikséges oligonukleotid szekvenciakat az NK gén
és a pET20b plazmid szekvencia felhasznalasaval terveztik meg, a SnapGene szoftver
segitségével. A 2. abra tartalmazza a tervezett rekombinans vektor térképét (pET20b NK): NK
gént, ampicillin rezisztenciaért felelds gént, illetve a génexpresszid szabalyozasahoz sziikséges

szekvencidkat tartalmazo rekombinans konstrukci6 1athatd a 2. abran.
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2. dbra: A rekombindns konstrukcio tervezésének eredménye in silico
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4.2. Genomialis DNS izolalas Bacillus subtilis torzsekbdl

A rekombinans konstrukcid 1étrehozésa soran alkalmazott inszert (NK gén)
elokészitésének feltételeként genomialis DNS-t izolaltunk Bacillus subtilis torzsekbdl. A DNS
izolalast harom Bacillus subtilis torzsbol végeztiik, amelyeket a Sapientia EMTE Csikszeredai
Karanak Biomérndki Tanszéke bocsajtott rendelkezésilinkre, az egyetem torzsgyiijteményebal.
A genomi DNS izolaladsanak sikerességét agardz gélelektroforézissel végeztiik 0,6 %-s gélen.

A gélképen (3. dbra) detektalhato savok a genomidlis DNS izolalas sikerességét tamasztjak ala.

3. dbra: A genomidlis DNS izoldlds ellendrzése agaroz gélelektroforézissel
(M: molekulasuly marker-GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific), 5 uL; 1: B. subtilis
SZC102B genomialis DNS, 10 uL; 2: B. subtilis SZC101A genomialis DNS, 10 uL; 3: B. subtilis
SZX102 genomialis DNS, 10 pL)
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4.3. A NK gén amplifikacioja a genomialis DNS-rol

A NK enzim génjének izoldlasait a genomi DNS-bél PCR reakcio alkalmazasaval
vegeztiikk. A célgén amplifikacid sikerességeét 1,5 %-os agardz gélen ellendriztiik. A 4. dbran
lathat6d a gélfuttatds eredménye. A gélképen detektalhatd sadvok molekulasuly markerrel valo
Osszehasonlitasa soran megallapithatd, hogy a PCR reakci6 soran alkalmazott oligonukleotidok
megfeleldek a célgén genomialis DNS-b6l valo kinyeréséhez. A detektalt savok mérete (842bp)

igazolja, hogy a NK enzim génjének izolalasa a B. subtilis torzsekbdl sikeresen megvalosult.

M 1 2 3

4. abra: A PCR reakcio ellendrzése agaroz gélelektroforézissel
(M: molekulastly marker-GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific), 5 pL;
1: B. subtilis SZC102B-NK gén, 5 uL; 2: B. subtilis SZX102-NK gén, 5 pL; 3: B. subtilis
SZC101A-NK gén, 5 pL)

4.4. A rekombinans konstrukcio in vitro 1étrehozasa

A rekombinans konstrukcio létrehozasat a NK génjét tartalmazo emésztett inszert és a
linearizalt (emésztett) pET20b vektor ligalasaval valositottuk meg. A ligalasi reakcidhoz a T4
DNS ligazt alkalmaztuk. A ligalas ellendrzéséhez a reakciod termékeket transzformaltuk E. coli

NEB 10 sejtekbe. A transzformalast kovetden a sejteket az antibiotikum rezisztencian alapulo
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szelekciohoz 100 mg/mL ampicillin tartalmu LB taptalajra szélesztettiik és 37 °C-on inkubaltuk
O.N., amely az 5. abran lathato.

5. dabra: A ligdlas ellenorzésének eredményeként kinott baktériumtelepek

A célgén meglétének igazoldsdhoz a baktériumtelepekre kolonia PCR-t végeztiink. A
kolonia PCR eredményeként pozitivnak bizonyuld telepekbdl folytattuk a késObbiekben a
vizsgalatokat. A kolonia PCR eredményét elektroforézissel ellendriztiik 1 %-0s agardz gélen.
A gélfuttatas eredménye lathato a 6. dbran illetve a 7. dbran. A baktériumtelpekbdl amelyekbdl
a mintdk szdrmaztak szubmerz baktériumkultirakat neveltiink, majd plazmidizolalassal és a
plazmidizolalas ellendrzésével végeztiink megerdsitd vizsgalatot. A megerdsitd vizsgalatok
eredményeképpen 5 plazmidot véalasztottunk ki amelyek tartalmaztdk a NK enzim génjét és
alkalmasak voltak a transzformalasra. A gélképeken detektalhat6 savok méretének azonositasa

alapjan a 12, 18, 30, 47 és 51-es minta felelt meg a NK gén méretének (842 bp).
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6. dabra: A kolonia PCR ellendrzése agaroz gélelektroforézissel
(M: molekulastly marker- (Thermo Scientific), 5 uL; 1: B. subtilis-b6l szarmazé PCR termék, 5 uL; 12: 1:3
arany ligalasi termék B. subtilis SZC102B-b6l szarmazé NK génnel, 10 pL; 18: 1:5 aranyu ligalasi termék
B. subtilis SZC102B-bdl szarmazo NK génnel, 10 uL; 30: 1:1 arany ligalasi termék B. subtilis SZX102-bél
szarmaz6 NK génnel, 10 pL)

7. abra: A kolonia PCR ellendrzése agaroz gélelektroforézissel
(M: molekulastly marker-GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) 5 uL; 47: 1:3 aranyu ligalasi
termék B. subtilis SZX102-b6l szarmazé NK génnel 10 pL; 49: B. subtilis-bdl szarmazd PCR termék 5 uL; 51:
1:3 aranyu ligalasi termék B. subtilis SZC102B-bdl szarmaz6 NK génnel 10 pL)
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4.5. A Kiilonbozo expresszios koriilmények hatékonysaganak osszehasonlitasa

Kutatasunk soran NK enzim bioszintézisét hagyoméanyos fehérjetelmelési és
autoindukcios eljarassal is vizsgaltuk. A hagyomanyos fehérjetermelés soran LB tapoldatot
hasznaltunk a fermentacié soran, az indukcidhoz 0,1 mM és 1 mM IPTG-t alkalmazva. A
fehérjetermelés végén a folyamat sikerességét 12 %-os akrilamid gélen, SDS PAGE-el
ellendriztiik.

Kisérleteinkben a fermentacid soran IPTG-vel torténd indukcidt (0,1 mM és 1 mM)
alkalmaztunk E. coli BL21 (DE3) Star, E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 (DE3) Rosetta
sejtvonalakat felhasznalva. A fermentaciot LB tapoldatban végeztiik. Az fermentacid soran
mintat vettiink az indukci6 el6tt illetve az indukcidt kdvetd 1., 3. és 5. éraban. A célfehérje
termelddését SDS-PAGE-el ellendriztiik. Az eredmények alapjan melyek a 9., 10. és 11. dbran
lathatoéak elmondhatd, hogy az E. coli BL21 (DE3) Rosetta (9. abra) sejtvonal esetében a NK
enzim méretével (27,7 kDa) megegyez6 savot kaptunk, melyek igazoljak a fehérjetermelés
sikerességét, ugyanakkor a gélképeken a feltaras utani pelletek lathatoak, ezért az eredmények

alapjan megallapitottuk, hogy az enzim termelddése zarvanytestekben tortént.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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9. abra: Az E. coli BL21 (DE3) Rosetta sejtvonalban termelt NK enzim SDS-PAGE
ellenorzése

(M: molekulasuly marker Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) 5 uL;
1:Indukalas el6tti minta; 2: indukalas utan 1 éraval-1 mM IPTG; 3: indukalas utan 3 6raval-1 mM
IPTG; 4: indukalas utan 5 6raval-1 mM IPTG; 5: indukalas utan 1 6raval-0,1 mM IPTG; 6: indukalas
utn 3 6raval-0,1 mM IPTG:; 7: indukélas utan 5 6raval-0,1 mM IPTG; 8: Osszes fehérje a feltaras
utan-1 mM IPTG; 9: Osszes fehérje a feltaras utan-0,1 mM IPTG; 10: Feliilusz6é a feltaras utan-1
MM IPTG;11: Feliiluszé a feltaras utan-1 mM IPTG)
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Az abran megfigyelhetd, hogy az indukciotol eltelt idé novekedésével megegyezden
novekedett az termelddott enzim mennyisége is. Elmodhato, hogy az alkalmazott IPTG
koncentraciok nem befolyasoltak szignifikansan a termel6dott enzim mennyiséget. Az E. coli
BL21 (DE3) Star (10. abra) sejtvonal esetében az el6z6 sejtvonalhoz kozel azonos

eredményeket figyelhettiink meg.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

10. abra: Az E. coli BL21 (DE3) Star sejtvonalban termelt NK enzim SDS-PAGE
ellenorzése

(M: molekulasuly marker Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) 5 uL;
1:Indukalas elbtti minta; 2: indukalas utan 1 éraval-1 mM IPTG; 3: indukalas utan 3 6raval-1 mM

IPTG:; 4: indukalas utan 5 6raval-1 mM IPTG; 5: indukalas utan 1 6raval-0,1 mM IPTG; 6:
indukalas utan 3 6raval-0,1 mM IPTG; 7: indukalas utan 5 6raval-0,1 mM IPTG; 8: Osszes fehérje

a feltaras utan-1 mM IPTG; 9: Osszes fehérje a feltaras utan-0,1 mM IPTG; 10: Feliiliszo a

feltaras utan-1 mM IPTG; 11: Feliiliszo a feltaras utan-1 mM IPTG)
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Az E. coli BL21 (DES3) sejtvonal esetében a fehérjetermelés nem valdsult meg (11. abra).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11. dbra: Az NK termelés E. coli BL21 (DE3) sejtvonalban
(M: molekulastly marker Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) 5 pL;
1:Indukalas el6tti minta; 2: indukalas utan 1 6raval-1 mM IPTG; 3: indukalas utan 3 6raval-1 mM
IPTG 7; 4: indukalas utan 5 6raval-1 mM IPTG; 5: indukalas utan 1 6raval-0,1 mM IPTG; 6:
indukalas utan 3 6raval-0,1 mM IPTG; 7: indukalas utan 5 6raval-0,1 mM IPTG; 8: Osszes fehérje
a feltaras utan-1 mM IPTG; 9: Osszes fehérje a feltaras utan-0,1 mM IPTG; 10: Feliiliszo a
feltaras utan-1 mM IPTG; 11: Feliilaszé a feltaras utan-1 mM IPTG)

32



5. DiszKkusszio

Kutatasunk soran a Bacillus subtilis baktériumtorzsbdl szarmazé nattokindz enzim
rekombinans méodon torténd elballitasat végeztiik Escherichia coli expresszids rendszerben. A
kutatas folyamatat harom részre osztottuk: a rekombinans konstrukcio tervezése, klonozas és
az enzim bioszintézise.

Az egyes folyamatok eredményeit tekintve sikeresen megterveztiik a rekombinéns
konstrukciot és a génizolalashoz sziikséges oligonukleotidokat.

B. subtilis torzsekbdl sikeresen izolaltuk a genomialis DNS-t, amelybdl a tervezett
oligonukleotidok segitségével amplifikaltuk a NK gént.

A rekombinans konstrukcio in vitro létrehozasa a pET20b vektor és a NK enzim génjének
ligalasaval valosult meg, melyet E. coli NEB 10 klonoz6 sejtvonalba vald transzformacio
kovetett. A ligalasi reakcié soran 5 megfeleld konstrukciot kaptunk, amelyekben a B. subtilis
SZC102B ¢és B. subtilis SZX102 torzsekbdl szarmazo NK gén talalhaté meg.

A NK enzim bioszintézisét harom expresszios sejtvonalban vizsgaltuk: E. coli BL21 (DE3)
Star, E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 (DE3) Rosetta. Eredményeink alapjan a NK enzim
zarvanytestekben szintetizalodott az E. coli BL21 (DE3) Star és E. coli BL21 (DE3) Rosetta
sejtvonalak esetében. Az alkalmazott IPTG koncentraciok nem mutattak szignifikéns eltérést a

fehérjetermelés hatékonysagat tekintve.
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Fiiggelék

1. fiiggelék: A dolgozatban alkalmazott roviditések magyardzata

Rovidités Magyarazat
DNS dezoxiribonukleinsav
NK nattokinaz
IPTG izopropil f-D-1
tiogalaktozid
LB Luria Bertani
TAE Tris-Acetat-EDTA
SDS natrium-
dodecilszulfat
PAGE poliakrilamid-
gélelektroforézis
PCR polimeraz
lancreakcio
GFP z06ld fluoreszcens
fehérje
RNS ribonukleinsav
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