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Biokatalizatorok, enzimek el6allitasa, mdédositasa.
Fehérjetermeltetéshez sziikséges molekularis mddszerek, a
kihozatalt meghatarozé cellularis folyamatok.

Biologia BSc 19A tétel



Fehérje termelteté rendszerek

Prokaridta rendszerek

» Escherichia coli: Gram-, jol ismert, konny( kezelhet6ség nagy mennyiségli biomassza, ismert
vektorok, sokféle fehérje termeltetheté benne, laboratdriumi térzsek, nem jol szekretal, nincs
poszttranszlacios modositasi rendszere, belil reduktiv atmoszféra

» Bacillus subtilis: Gram+, jol ismert, iparilag hasznalatos torzs, er6s szekrécios képesség, de nincs

poszttranszlacios modositasi rendszere, konnyl kezelhet8ség, nagy mennyiségli biomassza, ismert
vektorok, integralodo vektorok

Eukariéta rendszerek

> Elesztd: gyorsan szaporodd eukaridta sejtvonalak, igen sok ismeretanyag, iparilag jelentds torzsek,
konnyl kezelhet8ség, ismert vektorok, replikalodé és integralddo, jo szekrécids képesség,
poszttranszlacios modositasok lehet6sége — nem feltétlenil kompatibilis a magasabbrendd
poszttranszlacios modositasokkal

EmIlGs sejtvonalak: sokfajta fehérje csak igy termeltethetd, tranziens expresszids rendszerek (relative

gyors, de korlatozott), stabil expresszids rendszerek (tapasztalatot és hosszu optimalizalast igényel),

farmakoldgiailag pontos poszttranszlaciés médositasok

Egyéb expresszids rendszerek: novényi illetve rovarsejtes expresszios rendszerek.




Stratégiak fehérjék tultermeltetésére

/Homolég fehérjetermeltetés:
» A termeltetendd fehérje génje termel6 organizmusbdl szarmazik,
Heterolog fehérjetermeltetés:
» A termeltetendd fehérje génje nem a termel6 organizmustol szarmazik
\A termelt fehérje akar a mennyisége akdar a minésége miatt toxikus lehet a sejt szamara

)

@stitutiv termeltetés: \

> fehérje a teljes novekedési fazis alatt expresszalodik, egyszeribb

» a biomassza termelés és a célfehérje expresszié egyid6ben torténik - novekedés
gatlas, a fehérje termelés lekoti a sejt energiadit

» Toxicitas esetén nem lehetséges — nincs biomassza képz6dés

Indukalt termeltetés:

» A biomassza el6allitasa és a fehérjetermelés id6ben kettévalik

» Novekedés alatt represszalt expresszio, egy adott id6pillanatban a termelés
bekapcsolasa, derepresszid, aktivalas — altalaban transzkripcids szinten

> Altalanosan hasznalt

QA\ toxicitassal kapcsolatos kérdések megoldhatoak /




Génexpresszio szabalyozasa

Transzkripcids szinten

» A transzkripcio inicidciot befolyasolé szabdlyozasi mechanizmusokon keresztiil, / B / }
legdltaldnosabban hasznalt szabélyozési mechanizmus. A transzkripcié bNs = | RS 2 e
elongacidja soran a génben terminacios szignalok kerilenddék. Transzkripcid %/ /|
terminacioja Rho fliggd vagy figgetlen, a rendszer tulterheltségének
elkeriilésére kell hasznalni franszkripeids posst-franszkripeids

Posztranszkricids szinten N oy "

» A mRNS-ek degradacidja prokariotakban meghatdrozd, a cél mRNS-eket T

Pr

stabilizalni kell
Transzlacids szinten
» A transzlacid inicidcidjanak szintjén fontos a cisz elemek megfelel6 minGsége,

START kodon
) AUG
GUG
uuG

szervezOdése on
2 oz ¢ s s s sz «res 20 G2 E [
» A transzlacio elongdcidjandl a célgén kodonpreferenciajanak beallitasa a —— I
. 7 ’ . 7 . . « 7o 7 TT: transzkripciés termindcids szigndl, . replikdciés origo '
gazdasejthez, megoldas génszintézis, vagy a gazdasejt kodonpreferenciajanak sz ?i‘ii‘iifféi&f’;i?iglym - o5 s
bea' I | I'ta' Sa SD: Shine-Dalgarno szekvencia,

» Terminacid: a rendszer tulterheltségének elkeriiléséhez kell

Poszttranszlacids szinten

» A fehérjék stabilitasanak megovasa, proteazok eltavolitasa, szekrécio, inclusion
body termeltetés.

> Fehérje folding: a termeltetés és a fehérje folding 6sszhangba hozasa, aktiv
fehérjék képzbdése

» Az expresszio és a szekrécid sebességének 6sszehangolasa




Génexpresszio szintjének monitorozasa

Kktivités szinten: \

» A6 cél minél tobb aktiv fehérjét termeltetni — mddszer: aktivitds mérés (ha van
aktivitas)

Fehérje szinten

» Ha nincs aktivitas: fehérje sincs, vagy nem aktiv — modszer: Western blot technika

MRNS szinten

SUPERSHIFT ASSAY

» Ha nincs fehérje, van-e transzkript — modszer: Northern blot vagy RT-gPCR i sy i et
Riporter gének fehérjék oo .., =,
» Az expresszio szabalyozasanak modellezésére alkalmasak, modell gén/fehérjék 357- {;%Q{! {;%%
Ksegitségével, LaczZ, Gfp / T e
g, -
- .
DNS fehérje kdlcsonhatasok taulmanyozas — e
ﬂlektromobility shift assay (EMSA) \ —
> Megmondhatd, hogy egy DNS kot-e fehérjét, milyen erésen, supershift assay-vel a oy i it
fehérje min6désége is meghatarozhatd G

Dnaz | footprint
» Arra ad valaszt, hogy a fehérje/fehérjék hova kotGdik a DNS-en, tovabbfejlesztésiik
az interferencia esszék
UV keresztkotés S--—
\> A DNS kot6 fehérje mérete becsiilhetd /
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Transzkipcio szabalyozasa

Transzkripcio iniciacidja prokariétakban

» Transzkripcid iniciacidja: Holoenzim= RNS polimeraz + o faktor (ez utdbbibdl tobb van,

tipusuk, expresszios szintjiuk valtozd, haztartasi gének c’9)

Operon: K6z0s szabalyozas a gének egy transzkipten
Regulon: Ko6zos szabalyozas, a gének tobb transzkripten

Globalis transzkripcios faktorok

A genomban igen sok gén expresszidjanak szabalyozasa, pl FNR, kétkomponensii
szabalyozo rendszerek (ArcAB, NarX/L, P/Q, CAP)

Lokalis transzkripcios faktorok

Egy adott gén, géncsoport szabalyozasaért felelSs, pl Lacl

E. coli génexpresszids rendszerekben hasznalt szabalyozé mechanizmusok

/Iac szabalyozas: kettGs szabalyozas, laktdz/allolaktéz indukal/derepresszal Lacl

represszoron keresztil, gliikdz primer szénforras, glikoz deaktival cAMP/CAP rendszer.

Hatranyok: szivargd rendszer (permeadz, LacZ katalizalta allolaktdz), glikdz gatlas
(megoldas, lacUV5/tac promoéter)

trp szabalyozas: transzkripcid/ transzkripcido+transzlacio szinten — attenuacio, hatrany:

tapanyagelvonassal kell indukalni
araC szabalyozas: arabindz szabalyozas AraC-n keresztiil hangolhaté promaéter
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Poszttranszkripcids szabalyozas, mRNS degradacio

» A mRNS-ek lebomlasa sokkal gyorsabb prokaridtakban, mint eukaridtakban, P 5 o
alkalmazkodasi mechanizmus ”

» Vizsgalati modszerek: transzkripcid gatlas, RNaz gének delécidja, Northern
blot, RT-qPCR

» A koregulalt policisztronos struktira nem jelenti a cisztronok azonos - : | "
. Vé Vé . - 7 . Vé « /o ss |/ o : : ? 3.2 kb t1/2 <0.5 min
mennyiségeét transzkripcios szinten, a mRNS degradacioja felllirja B o e i |
> Stabilitast meghatarozé tényezék: mRNS struktura, kornyezeti tényez6k, B

degradacios apparatus

MRNS degradacioban résztvevo komponensek E. coli-ban

Degradoszoma

» Endoribonuclease E (RNaz E): endoribonukleaz aktivitas, scaffold fehérje, 5'
monofoszfatot preferal, 5' trifoszfat stabilizal

» PNPase (polynucleotide phosphorylase): 3' - 5' foszfat fligg6é processziv
exonukleaz, poliadenilacids aktivitas

» Polyphosphate Kinase (PPK): ATP regeneracio,polifoszfat (gatolja a
degradaciot) eltavolitas

» ATP fligg6é DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) helikaz: a masodlagos strukturak T e i}
kinyitasa, széttekerése T‘:yTsz s

Egyéb enzimek :l-j ““““

» RNAaz Il: a sejt 3' > 5' exoribonukldz aktivitasanak 90%-a. a PNP34z-zal :lj
egyuttes delécidja letalis !!! P

> PolyA polimerdzok — cDNS-ek készithetSek prokaridta mRNS-ekbél is. R




Transzlaciot befolyasolo tényezok

/T ranszlacio iniciacidja \
F6bb lépései:
Tobb |épcs6ben transzlacids iniciacios komplex képzédése
50S+30S + IF1, IF2, IF3, fMet-tRNSMet+ mRNS
Befolyasolhato — elsdsorban cisz — elemek
» Start kodonok — AUG, GUG TUG
» Shine-Dalgarno szekvencia: komplementer a 16S rRNS 3’ végéhez
> A két el6bbi elem tdvolsaga (!), koztik levé szekvencia minGsége.

\> Upstream nem-transzlalédé szekvenciak: fehérje kotés, de inkabb mRNS stabilités/

Transzlacio elongacidja \

Meghatarozo heteroldg fehérjeexpresszio esetén

» Kodon preferencia: a gén illetve a gazdasejt - haztartasi — génjeinek kodon
preferenciajanak harmonizalasa

» Kodon preferencia: kddold gének illetve horizontalis géntranszferek jéslasara is
hasznalhato

» Megold3s:
gének Ujraszintetizaldsa a gazdasejt kodonpreferenciajanak megfelel6en
\ gazdasejt tRNS készletének bdbvitése, bevitt ritka tRNS génekkel /

Transzlacio terminacio
Stop kodonok : UAA (RF1, RF2), UGA (RF1), UAG (RF2),



Fehérje stabilitas kérdéskore — proteolizis E. coli-ban

Abnormdlis fehérjek,
ﬂroteolitikus ezimek - protea’ZOk \ sejten beliili aggr'eg&'j'rumok )
Két f6 csalad: ATP fligg6 és ATP fliggetlen proteazok (ATP-az aktivitds nem a enﬂz;;:?fg;ok
peptid hanem a masodlagos kotések felbontasahoz kell) polipepridek
> ATP flugg6 protedzok, Lon illetve CIpA/P. Lon a f6 — szerin — homotatramer

protedz, Clp heteromultimer: ClpA: ATP-az, ClpP: protaz alegység. Mind a
kettd szerin protaz, hdsokk szigma faktor regulalja, deléciojuk lehetséges : __

o , . . p P LT, , oldékony mono-, di- és
fenotipikus hatasokkal: poliszaharid burok képz6dés, UV érzékenység. tripeptiddzok
Megoldas fermentacids eszkdzokkel vagy genetikai megoldasokkal: cps, galE,
rcs, sulA mutaciok.

» Nem ATP fliggé proteazok: endoproteazok, endopeptiddzok: a 1,5 kDa-nél

kisebb peptidek tovabbi bontasa egészen aminosavakig.
Q Egyéb protedzok:OmpT, DegP membran/periplazmatikus protdzok, < 4%/

peptidek ————— aminosavak

4 ATP- Mg

akitv proteaz alloszterikus aktivalds
Fuzios fehérjék
/A fuziot gén szinten hozzuk |étre gy, hogy a fuzids partnerek génjeit
77 s . ’ / o ) Y 7). / A fiziés fehér jék tisztitdsdnak elve
a megfelel6 leolvasasi keretben ugy klonozzuk 6ssze, hogy az 5’ vég fel6li génhez L
tartozé transzlacios stop kodon ne szerepeljen. Igy egy polipeptidlancot kapunk, F;;ﬂ OI mh et
amelyben a kiinduasi fehérjék egymast kovetd régiokként, doménekként L L offnitis kromatogedfia |
helyezkednek el. 1| — F :
Elényei: Oriasi el6ny a tisztitas soran, affinitas oszlopok i R
Kis peptidek esetén a fuzio proteolitikus stabilitast jelenthet gl Fﬂ_
il — [ !
i

tiszta fehérje

\szignélpeptiddel vald fuzid, szekretalt fehérje /




Fuzios fehérjék

ﬁaziés lehet6ségek:
» N-vagy C-terminalis fuzid, tandem fuzidk, kombinalt fuzidk, szekrécids szignal szekvencidval valé fuzié —

szekréciohoz

» Fontos megallapitani a termeltetni kivant fuzids fehérje 3D szerkezetét — ha a fuzids partner a fehérje belsejébe
kerul a tisztitas nem mukodik. El6re kell tervezni, szamitogépes modellezéssel.
» Fuzids partnerekkel befolyasolhato a termék oldékonysaga mind oldhaté (MBP. GST) mind oldhatatlan irdanyban

(trpll, ClI)
Fuzids partner levalasztasa
Kémiai, de inkabb biolégiai mdédszerekkel

Hasznalatos enzimek: X-faktor, trombin, enterokinaz stb. Fontos, hogy a proteazok a felismerési szekvencia C-

terminalisanal hasitanak.

~

Fehérje szekrécio E. coli-ban

A megtermelt fehérje kijuttatasa az extracellularis térbe, periplazmaba vagy a
membranokba

Elonyei

» A tisztitas sokkal egyszer(ibb, a termék a sejtektsl konnyen elvalaszthatd
» Folyamatos fermentacid lehetséges membranreaktorban

folding
» A fehérje degradacié sokkal csekélyebb mérték, proteolitikusan stabilabb
\ termékek E. coli esetén

» A periplazma illetve az extracellularis tér sokkal oxidativabb, korrektebb protein

~
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Fehérje szekrécio E. coli-ban

FO protein transzport mechanizmusok baktériumokban \
Kotranszlacios transzport:

SRP, signal recognition particle, és receptora, E. coli homoldg: Ffh forty five homolog,
FtsY

Poszttranszlacids transzport

Sec utvonal: egyszer( kofaktor mentes polipeptidekre

Tat utvonal: tobb alegységes enzimekre, amelyek kofaktorokat is tartalmaz(hat)nak
transzport: a fehérje 0sszeszerel6dése utan

Szignal szekvenciak Gram- baktériumokban

N-terminalis: pozitivan toltott aminosavak, H: hidroféb régio, kompatibilis a membran
vastagsagaval, hasitasi motivum: AlaXAlaJ Ala

Sorsa: transzportot kovet6en szignal peptidazok lehasitjak = a végleges fehérje ki@

mint a gén altal josolhatd.

- Sec utvonal \

Poszttranszlacids transzport egyszeru fehérjék exportjara

Komponsensek:

» SecA, 102 kDa, citoplazmatikus, és bels6é membrankotott, ATP-3az aktivitds, pumpa
fehérje kolcsonhatas a szallitandé fehérjével.

» SecB, chaperon fehérje, nem engedi a foldingot, szekrécié-kompetens allapotban
tartja a fehérjét

» SeEYEFG: csatorna fehérjék
> SecD: levalasztas a periplazmaba

hidroféb o hélix, sok AésL,

nem lehet K, R, D, E.H. R




Fehérje szekrécio E. coli-ban

ﬁl‘at utvonal — poszttranszlacios \
> Erett, tobb alegységes — kofaktorral rendelkezd
fehérjék esetén
» Szignal szekvencia: RRxFxLK motivum, Itt is lehasad
» Komponensek: TatABCDE fehérjék, gytrdszerd

Periplazma

0 Holoenzim
L‘\.‘Lh‘]l‘ll.ll

csatornat képeznek
N )

SRP transzport - kotranszlacids

SRP/Ffh felismeri a transzportadlando fehérjét

SRP receptor/FtsY: a SRP/Ffh receptora

Nem fliggetlen a Sec transzporttdl, csak a SecAB-tdl
A Sec csatornat hasznalja

A transzport GTP-t igényel ATP helyett

Nincs definialt szignal szekvencia — fehérje
hidrofobicitas

» Nincs szignal szekvencia lehasitas

» Trigger faktor donti el, hogy ko- vagy

kposzttranszléciés transzport menjen végbe /

>
>
>
>
>
>

Citoplazma

szigndl peptid

0

prekurzor

~~

oy

kofakton{ok)

periplazma

membran

Sec szignal peptid

S B e
n-region h-region c-region
SRP: erdsen hidrofdb szigndl, nem hasad le
Twin-arginine szignal peptid @

N SIT-R-R-x-F-L-K m +

n-régio h-régio c-1régio




