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Expresszios rendszerek

O Cél: rekombinans feherjék eloallitasa nagy
tisztasagban ¢és nagy mennyiségben
Kisérleti ill. ogyakorlati (therapia)
felhasznalasokra

O A gén szekvencia Kklonozasa meég nem
garantalja a jo expressziot
O Fontosak a  plazmidokba  beépitett

regulacios szekvenciak (promoter,
replikacios origo)



Klonozas lépései

-Teljes gén PCR (start — stop kodon) eukariota expresszios

-A PCR termék ket végén restrikcios rendszer

hasitasi hely: ragados vég, megfelelo f fehéri -
orientacio (primer tervezés!) ] eherje expresszio

Plazmid tisztitas a bakt.-ban
l az insertet tartalmazo plazmidot
Gél TFO l expresszalo telep novesztése
A PCR termék tisztitasa RE hasitas insert ellenérzése PCR-al

! | f

RE hasitds s—p  liZA145  m— bakt. transzformacio,

szelekcio
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A gazdaszervezet kivalasztasa

E.coli — sok tapasztalat, konnyu
kezelhetoség DE Gram neg. - sejtfal,
LPS

Gram poz. Baktériumok (Bacillus)

Fonalas gomba (Aspergillus nidulans)
Eleszt6

Magasabb szintu eukariota
sejtkulturak




O Transzformacio: idegen DNS bevitele
bakt.-ba ill. élesztobe

0 Transzfekcio: idegen  DNS  bevitele
eukariotaba



—!

Promoterek

0 A fehérje expresszio transzkripcio szinten
a legerosebben szabalyozott

O A transzKripciot a promoter iranyitja

O A promoterek két legfontosabb
tulajdonsaga:

reber0os - magas affinitassal koti az RNS
Polimerazt, gyakori atiras

Beh szabalyozhato — az expresszio Kiilso
befolyasolhatosaga, inducer v. Ko-
represszor szekvenciak



Bakterialis promoterek
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tac
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T7 fag gén 10

O O O 0O O



lac promoter (operon)

" Glucose Lactose cAMP Level of

conc conc conc lac promoter-operator region transcription
@ lac
CAP repressor
Low Low High Promoter Operator Low
lac
repressor
High Low Low Promoter Operator Low
High High Low Promoter Operator Low
@MD
CAP
Low High High Promoter Operator High

RNA polymerase
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{rp promoter

O Szarmazas: E. coli trp operonbol

O Szabalyozas:

trp represszor — onmagaban inaktiv
triptofan — ko-represszor

trp represszor + triptofan = aktiv forma

v

Génexpresszio gatlasa
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A pl' promoter

O plpromoter szabalyozo6ja a A represszor
O A Arepresszort a cl gén kodolja

O clI kondicionalis mutans — homérséklet érzékeny
expresszio

- 28 — 32 °C — permissziv homérséklet—p clI gén
atirodik —p A represszor gatolja a p promotert

—p () rekombinans feh. expresszio

- 42 °C — restriktiv homérséklet —» cI gén nem
irodik at —p A represszor gatlas megsziinik —p
rekombinans feh. expresszio
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Prokariota expresszios vektor

Tac promoter T

Replikacios origo Ncol

Pstl MCS
HindIII
. s e
szelekcios
marker -
antibiotikum pKK233-2 S
rezisztencia Transzlacié iniciacios jel:

RBS (ribosome binding
site - Shine-Dalgarno
szekvencia (6-8 nukleotid
hosszu, az AUG start
kodontol ~10 nukleotidra
5’ iranyban)



Transzformacios technikak

O Elektroporacio

0o CaC(l,
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Fliziés fehérjék

Gyakori probléma a rekombinans fehérjek
ogyors lebomlasa a gazdasejtben, nehéz
tisztitas.

Megoldas:

rh a rekombinans fehérjét vmilyen
strukturfehérjéhez kotik

fuzios fehérjét kodolo gén expresszioja
szekreécios szignal szekvencia



Fuzios rendszerek

Table 6.3 Some fusion systems used to facilitate the purification of foreign
proteins produced in E. coli

Fusion partner Size Ligand Elution condition
ZZ 14 kDa [eG Low pH

His tail 6-10 aa Ni%* Imidazole
Strep-tag 10 aa Streptavidin Iminobiotin
PinPoint 13 kDa Streptavidin Biotin

MBP 40 kDa Amylose Maltose
f-Lactamase 27 kDa Phenyl-boronate Borate

GST 25 kDa Glutathione Reducing agent
Flag 8 aa Specific MAb Low calcium

Adapted from Nygren et al., 1994, Trends Biotechnol. 12:184-188.

Abbreviations: aa, amino acids; kDa, kilodaltons; ZZ, a fragment of Staphylococcus aureus protein A;
His, histidine; Strep-tag, a peptide with affinity for streptavidin; PinPoint, a protein fragment which is
biotinylated in vivo in E. coli; MBP, maltose binding protein; GST, glutathione S-transferase; Flag, a peptide
recognized by enterokinase.
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Eukariota expresszios rendszerek

O Lehetséges problémak a  prokariota
rendszerekkel, ha eukariota fehérjét
szeretnénk expresszaltatni: instabilitas,
biologiai inaktivitas, bakterialis
kontaminacio

0 A legtobb eukariota feh. posztranszlacios

modosulason esik at — prokariotakban erre
nincs lehetoseg
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Posztranszlacios modosulasok

O Diszulfid hidak képzodése
O Proteolitikus hasitas
O Glikozilacio
O Aminosavak modosulasa:
Foszforilacio
Acetilacio
Szulfatacio
Zsirsav hozzaadas




Eleszto expresszios vektorok

0 Episzomalis
O Integralodo

0 Eleszté mesterséges kromoszéma (YAC =
yeast arteficial chromosome)



Episzomalis

2um-derived
sequence a

LEUZ2

2um-derived
sequence b




Integralodo
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Eleszt6 rendszerek hatranyai

O az episomalis vektorok instabilak
O ,tulcukrozas”

0O a  szekretalt feh. megrekedhet a
periplazmatikus térben

0 Megoldas: mas éeleszto rendszer, rovar vagy
emlos sejt kultura




Eukariota expresszios vektorok

L] r (3 4 . .E
O Replikacios origo - ori

alt. virus (SV40
eredetu) Amp' t
ESM
O Promoter — P
virusokbol v. erosen
expresszalodo emlos ek
génekbél (pl. CMV,
SV40, HSV, EF-1) t
p
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Transzfekcios technikak

Dlrect Injection mto
Eukaryotic Virus Nucleus
Infection

‘\;/
o S

(EIectroporation)

Biolistic Method
DNA coated
microprojectiles

[ DMNA-Calcium Phosphate j

Coprecipitate
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Eukariota szelekcios markerek

O Metotrexat —  dihidrofolat-reduktaz enzim
hianyos sejteket megoli

O Metionin-szulfoximin — glutamin-szintetaz (GS)
enzim rezisztenssé teszi a sejteket

O G418 (Geneticin) — neomycin-foszfotranszferaz
reisztenssé ( Neo' ) teszi a sejteket



Tobb alegysegbol allo fehérjék expresszioja

O 2 vektoros expresszios rendszer

O 2 génes expresszios vektor (2 kazettas)

O Bicisztronos vektor



2 vektoros expresszios rendszer
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2 génes expresszios vektor (2 kazettas)

p sm pa Amp'’ Two-gene vector
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Bicisztronos vektor
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Néhany a gyakorlatban is hasznalt rekombinans fehérje

VACCINES
Hepatitis B virus surface antigen
Malaria circumsporozoite protein
HIV-1 envelope protein
DIAGNOSTICS
Hepatitis C virus protein
HIV-1 antigens
HUMAN THERAPEUTIC AGENTS
Epidermal growth factor
Insulin
Insulin-like growth factor
Platelet-derived growth factor
Proinsulin
Fibroblast growth factor
Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor
a ¢ antitrypsin
Blood coagulation factor XIlIla



