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ExpressziósExpressziós rendszerek rendszerek
 Cél: rekombináns fehérjék előállítása nagy

tisztaságban és nagy mennyiségben
kísérleti ill. gyakorlati (therapia)
felhasználásokra

 A gén szekvencia klónozása még nem
garantálja a jó expressziót

 Fontosak a plazmidokba beépített
regulációs szekvenciák (promoter,
replikációs origo)



KlónozásKlónozás lépései lépései

vektorvektor

-Teljes gén PCR (start – stop kodon)
-A PCR termék két végén restrikciós
hasítási hely: ragadós vég, megfelelő
orientáció (primer tervezés!)

Gél ELFO

A PCR termék tisztítása

RE hasítás

RE hasítás

ligálás bakt. transzformáció,
szelekció

insert ellenőrzése PCR-al

az insertet tartalmazó plazmidot 
expresszáló telep növesztése

Plazmid tisztítás

eukarióta expressziós
rendszer

fehérje expresszió
a bakt.-ban



A gazdaszervezet kiválasztásaA gazdaszervezet kiválasztása
 E.coli – sok tapasztalat, könnyű

kezelhetőség DE Gram neg. - sejtfal,
LPS

 Gram poz. Baktériumok (Bacillus)
 Fonalas gomba (Aspergillus nidulans)
 Élesztő
 Magasabb szintű eukarióta

sejtkultúrák



 Transzformáció: idegen DNS bevitele
bakt.-ba ill. élesztőbe

 Transzfekció: idegen DNS bevitele
eukariótába



PromoterekPromoterek
 A fehérje expresszió transzkripció szinten

a legerősebben szabályozott
 A transzkripciót a promoter irányítja
 A promoterek két legfontosabb

tulajdonsága:
 erős - magas affinitással köti az RNS

Polimerázt, gyakori átírás
 szabályozható – az expresszió külső

befolyásolhatósága, inducer v. ko-
represszor szekvenciák



Bakteriális Bakteriális promoterekpromoterek

 lac
 trp
 tac
 λ pL

 T7 fág gén 10



laclac promoter ( promoter (operonoperon))



trptrp promoter promoter
 Származás:  E. coli trp operonból
 Szabályozás:
trp represszor – önmagában inaktív
triptofán – ko-represszor
trp represszor + triptofán = aktív forma

                      Génexpresszió gátlása



λ pL promoter
 pL promoter szabályozója a λ represszor
 A λ represszort a cI gén kódolja
 cI kondicionális mutáns – hőmérséklet érzékeny

expresszió
- 28 – 32 °C – permisszív hőmérséklet            cI gén

átíródik           λ represszor gátolja a pL promotert
                Ø rekombináns feh. expresszió
- 42 °C – restriktív hőmérséklet            cI gén nem

íródik át            λ represszor gátlás megszűnik
rekombináns feh. expresszió



T7 fág gén 10

lac pro T7 RNA Pol

inducer

g10 pro gene of interest

Protein of Interest



ProkariótaProkarióta  expressziósexpressziós vektor vektor

MCS 

Tac promoter

szelekciós 
marker -
antibiotikum 
rezisztencia

Replikációs origo

Transzláció iniciációs jel:
RBS (ribosome binding
site - Shine-Dalgarno
szekvencia (6-8 nukleotid
hosszú, az AUG start
kodontól ~10 nukleotidra
5’ irányban)



Transzformációs technikákTranszformációs technikák

 Elektroporáció

 CaCl2



Fúziós fehérjékFúziós fehérjék
Gyakori probléma a rekombináns fehérjék
gyors lebomlása a gazdasejtben, nehéz
tisztítás.

Megoldás:
 a rekombináns fehérjét vmilyen

struktúrfehérjéhez kötik
 fúziós fehérjét kódoló gén expressziója
 szekréciós szignál szekvencia



Fúziós rendszerekFúziós rendszerek



Eukarióta Eukarióta expressziósexpressziós rendszerek rendszerek
 Lehetséges problémák a prokarióta

rendszerekkel, ha eukarióta fehérjét
szeretnénk expresszáltatni: instabilitás,
biológiai inaktivitás, bakteriális
kontamináció

 A legtöbb eukarióta feh. posztranszlációs
módosuláson esik át – prokariótákban erre
nincs lehetőség



PosztranszlációsPosztranszlációs módosulások módosulások
 Diszulfid hidak képződése
 Proteolitikus hasítás
 Glikoziláció
 Aminosavak módosulása:
• Foszforiláció
• Acetiláció
• Szulfatáció
• Zsírsav hozzáadás



ÉlesztÉlesztőő  expressziósexpressziós vektorok vektorok
 Episzomális

 Integrálódó

 Élesztő mesterséges kromoszóma (YAC =
yeast arteficial chromosome)



EpiszomálisEpiszomális



IntegrálódóIntegrálódó



YACYAC

Input DNA (>100kbp)

Ligate

Insert DNA



ÉlesztÉlesztőő rendszerek hátrányai rendszerek hátrányai
 az episomalis vektorok instabilak
 „túlcukrozás”
 a szekretált feh. megrekedhet a

periplazmatikus térben

 Megoldás: más élesztő rendszer, rovar vagy
emlős sejt kultúra



Eukarióta Eukarióta expressziósexpressziós vektorok vektorok
 Replikációs origo –

ált. vírus (SV40
eredetű)

 Promoter –
vírusokból v. erősen
expresszálódó emlős
génekből (pl. CMV,
SV40, HSV, EF-1)





TranszfekciósTranszfekciós technikák technikák



Eukarióta szelekciós Eukarióta szelekciós markerekmarkerek
 Metotrexát – dihidrofolát-reduktáz enzim

hiányos sejteket megöli

 Metionin-szulfoximin – glutamin-szintetáz (GS)
enzim rezisztenssé teszi a sejteket

 G418 (Geneticin) – neomycin-foszfotranszferáz
reisztenssé ( Neor ) teszi a sejteket



Több alegységbTöbb alegységbőől álló fehérjék l álló fehérjék expressziójaexpressziója

 2 vektoros expressziós rendszer

 2 génes expressziós vektor (2 kazettás)

 Bicisztronos vektor



2 vektoros expressziós rendszer



2 génes expressziós vektor (2 kazettás)



Bicisztronos vektor



Néhány a gyakorlatban is használt Néhány a gyakorlatban is használt rekombinánsrekombináns fehérje fehérje


