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Rekombinantni proteiny

Rekombinantni DNA je uméld DNA sekvence, ktera vznikla novou
kombinaci dvou nebo vice riznych DNA sekvenci.

Rekombinantni proteiny jsou proteiny ziskané¢ vnesenim
rekombinantni DNA do heterologniho hostitele (napf.
mikroorganismus, kvasinky), ve kterem dojde k expresi genu.



Vyuziti rekombinantnich proteinu
1. V zakladnim vyzkumu:

* Biochemicka funk¢ni charakteristika proteinu (urceni presnych
kinetickych parametra K, k_, pro enzymy se substratem, K. pro enzymy s
inhibitorem, K pro protein - proteinové interakce ¢i ligand -proteinove
interakce)

 Strukturni analyza (NMR, krystalografie, kryo-EM)
* Proteinové inZenyrstvi (zlepsSeni vlastnosti proteinti — aktivita, stabilita)
2.V prumyslu:

* napr. 1éky, vakciny, proteiny pro diagnostiku, potravinové doplnky.......

Cil: Vysoky vytézek homogenniho proteinu (mg — kg proteinu)

Zachovani biologicke aktivity



Prirozeny zdroj: °

Proc€ vyrabét rekombinantni proteiny?

Obtizné se ziskava (tkan€, organy).

« Obtizné¢ se kultivuje (bakterie, viry, tkanove kultury).

* Limitovana exprese

« Casto obtizna purifikace proteinu (mnohokrokova)

* Mozna infekCni rizika v pribéhu izolace nebo ve vysledném produktu

TABLE 1.2. Examples of low-abundance proteins and peptides isolated from natural biological sources

Protein Source Yield (ug) Reference
Multipotential colony- pokeweed mitogen-stimulated 1 Cutler et al. (1985)
stimulating factor mouse spleen-cell-conditioned
medium (10 liters)
Human A33 antigen human colon cancer cell lines 25 Catimel et al. (1996)
(10" cells)
Platelet-derived growth human serum (200 liters) 180 Heldin et al. (1981)
factor (PDGF)
Granulocyte-colony- mouse lung-conditioned 40 Nicola et al. (1983)
stimulating growth medium (3 liters)
factor (G-CSF)
Granulocyte-macrophage mouse lung-conditioned 12 Burgess et al. (1986)
colony-stimulating growth medium (3 liters)
factor (GM-CSF)
Coelenterate morphogen sea anemone (200 kg) 20 Schaller and Bodenmuller (1981)
Peptide YY (PYY) porcine intestine (4000 kg) 600 Tatemoto (1982)
Tumor necrosis factor (TNF) HL&0 tissue culture medium 20 Wang and Creasy (1985)
(18 liters)
Murine transferrin receptor NS-1 myeloma cells (10 cells) 20 van Driel et al. (1984)
Fibroblast growth factor (FGF) bovine brain (4 kg) 33 Gospodarowicz et al. (1984 )
Transforming growth human placenta (8.8 kg) 47 Frolik et al. (1983)
factor-p (TGF-B)
Human interferon human leukocyte-conditioned 21 Rubinstein et al. (1979)
medium (10 liters)
Muscarinic acetylcholine porcine cerebrum (600 g) 6 Haga and Haga (1985)
receptor
g

B,-adrenergic receptor

rat liver (400 g)

Graziano et al. (1985)

Adantad writh narmiccinan fram Cmacan and Wi-a (102063



Technologie rekombinantnich proteinu

Select gene Create cONA and Insert cONA in an
’nf 4 b * attach a marker * expression system ‘
. -":':J.-:.::L"'-". ; o=

o) Grow large
] volumes of
At i, protein in
e, % culture
'."‘:’:-_'_-"‘
ey
Protein
structure Purify protein
Nuclear by affinity
magnetic chromatography
resonance or other methods
spectroscopy

ﬁ

Data analysis

X-ray diffraction




Hostitelsky organismus pro expresi
rekombinantnich proteint

 Prokaryotni expresni systémy (Escherichia coli, Bacillus subtillis, ...)
» Kvasinky (Sacharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, .....)

 Sav¢i bunky (linie ovaridlnich bunék kiecka ¢inského- CHO buriky, linie
lidskych embryonalnich ledvinovych bun¢k-HEK,...)

* Hmyzi buniky s bakuloviry

» Exprese proteinu in vitro (lyzaty z kraliCich retikulocyti, extrakty z
pSeni¢nych kli¢ku, extrakty z E.coli)

Bacteria Yeast Insect Mammalian

Expression Expression Expression Expression
System System System System



Kritéria pro vybér hostitelského organismu pro
expresi rekombinantnich proteinu

Posttranslacni modifikace
Expresni O- v-
systém N-glykosylace | glvykosylace | Fosforylace | Acetylace | Acylace | karboxylace
E. coli chybi = % _ :
vysoce
manosilované
Kvasinky glykany + + - + _
jednoducha,
Hmyzi bunky |bez sializace + - - + -
Savci bunky | komplexni + + + - +

Post-translacni modifikace maji vliv na folding proteinu, rozpustnost,
stabilitu, transport, imunogenicitu a funkcni aktivitu proteinu.



Kritéria pro vybér hostitelského organismu pro
expresi rekombinantnich proteinu

Expresni Naklady na | Rychlost Uroven Konformace
system kultivaci rustu exprese proteinu
E. coli nizkeé vysoka vysoka casto nutny
refolding
Kvasinky nizkeé vysoka nizka az nckdy nutny
vysoka refolding
Hmyzi buiiky | vysoké nizka nizka a vétSinou
vysoka spravna
Sav¢i bunky vysoke nizka vetSinou nizka | veétSinou
spravna




Pocet vstupti v PDB

100%

80% -

60% -

40% -

20% -

0% -

Statistika v PDB

92%

E.coli

. 2.06% 1.03% 0.29%
RPEWN e ,
Insect Yeast Mammalian Cell Free

Organismus pouzity pro expresi

Jedna se o ptiblizné hodnoty z roku 2014

https://www.rcsb.org/stats/distribution-expression-organism-gene



Produkce heterolognich proteinu v E. Coli

VYHODY :

* Vysoka produkce rekombinantnich proteint

» Dobfe prostudovany genom a proteom-usnadnéni

genovych manipulaci

 Design fady vektort usnadnuje klonovani a expresi cizich gent
* Rychly rist v pomérné levném médiu

* Prizplisobivost systému



Produkce heterolognich proteinu v E. Coli

NEVYHODY:

» Potieba cDNA zkoumaného proteinu

» Absence eukaryotickych posttransla¢nich systému
(posttransla¢nich modifikaci)

e Tvorba inkluznich télisek (nerozpustna forma proteinu)
* Omezena schopnost tvorby disulfidickych vazeb
* Preferuji jiny geneticky kod nez vySsi eukaryota

« Kontaminace proteinu lipopolysacharidem (endotoxin)

Chybi sekrecni mechanismus pro ucinn¢ uvolnovani proteinu

do kultivacniho média



Expresni systém E.coli

Hostitelsky
kmen

Podminky
kultivace




Expresni vektor

= klonovaci vektor, ktery obsahuje nezbytné regula¢ni sekvence k
tomu, aby podporoval expresi inzertu cizich genu.

pET-32a(+) sequence landmarks )?l‘: :{158)
T7 promoter 764-780 Eag "(11652')
T7 transcription start 763 u?f:;‘;lf[?n)
Trx*Tag coding sequence  366-692 gal ||l1 79)
His*Tag coding sequence ~ 327-344 Bpu1102 lis0) E::R"lg?s}n
2o i W, BamH l{198)
S*Tag coding sequence 249-293 EcoR V(z06)
Multiple cloning sites ' Nco I{212)
(Neo I - Xhol) 158-217 | Bal ll241)
His*Tag coding sequence  140-157 Dra llis658) , | NKP'V1|2;3S)
TT7 terminator 26-72 —L_ //Mscsﬁlsn
lacI coding sequence 1171-2250 - Resr li(589)
pBR322 origin 3684 0  Xba I729)
bla coding sequence 4445-5302 Gs.
oD SgrA 1(840)
1 origin 5434-5889 Sca lis993) %, \<
Pvu li4s8s) Sph lg96)
Th P T.29 .25 : C EcoN l(1056)
he maps for pET-32b(+) and pET-32c(+) s i) K- \
are the same as pET-32a(+) (shown) with 7 f g r\ ApaB (1205)
the following exceptions: pET-32b(+) is a P— /% \ \
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site saaille i \ '\
beyond BamH 1 at 198. pET-32¢(+) is a B 105 Haaeryy | 5 || Lo ke
5901bp plasmid: add 1bp to each site ‘ PEIQ'323(+) 2 | " {\Bcl Ak
beyond BamH 1 at 198 except for FcoR V, \ (5900bp) b "ri:!
which cuts at 209. \ ,:‘ } BStE lli1702)
e ’\Bmg 11730
A iy @o, Apa I(1732)
Q;. BssH ll(1932)
.
:‘%'&v Hpa I(2027)
BspLU11 13622) %
Sap 1(3506) PshA 1(2388)
Bst1107 1(3393) S~ _——
Tth111 I(3367) / \Psp5 ll2628)
BspG I3 tdB)/

_W_p_“l"“"i.’ lac operator

pET-32a(+)
Ncol EcoRV BamH| EcoR| Sacl

| enterokinase
His*Tag

CTGCTAA  PET-32b(+

A pET-32¢(+

 ——————
7 terminator primer @69337—% N
PET-32a-c(+) cloning/expression region




Struktura vektoru pro ucinnou expresi rekombinantnich proteinu v E.coli

pET-32a(+) sequence landmarks Ava l158)
7 promoter 764 780 é';g:::"

I'7 transcription start 763 ml‘lrl"

Trx+T o 6 692 S-"Hlﬂl': : KlonovaCi miSto

His*Tag cod 127-344 Bpu1102 ko E:CORH;:"::'

S*Tag codin 249-293 g:’o“ﬁ“\h;::

Multiple cloning sites Nco ka1

New | - Xhol 158-217 Bgl 24y

His*Tag coding sequence 140-157 Dra lksess "\I‘.”"-A"

I'7 terminato 26-72 /// F.Q'.'.:. 51

Jacl coding sequence 1171-2250 24-5880 Y

pBR322 origin 84 \Q“\ \5.’}‘ J try Xba k729

o 4 7+ s :
bia coding sequence 4445-5302 O JSGP SorA s
1 origin 434 5889 & & 3 ’Q_,/
Pvu 4 o Sph G . t .

The maps for pET-32b(+) and pET-32c(+ Pt s _‘;:’ EcoN | > en pro reZIS encl

awre the same as pET-32a(+) (shown) with ) ) :? ApaB = = = = ngm

e olowing sceptions: pET-320(s) e ‘ / " k antibiotiku (ampicilin)

899bp plasmid. subtract 1bp from each site ‘.." :

beyond BamH | at 198. pET-32¢c(+) Is a ne 5 il s

5901bp plasmid; add 1bp to each site pPET-32a(+) ]| et

beyond Bami | at 198 except for FcoR V s =

which cuts at 209 = /| } BStE Wy

v 7 A Brma k173
o Pocatek Qgﬁ’ yom e i
Y /’ replikace BasH o2 Operator -
promotor % 2 i
% vazebné misto pro represor
Bsji!

BspG k3148

> Ribozom-vazebné misto

Hr\-l.nJ

Bput 102

-

pET-3Za-c(o). cldnir;qléxpression region

ﬂ\ Fazni/purifikaéni

— znacky/kotvy

- Transkripcni

terminator




Struktura vektoru pro ucinnou expresi rekombinantnich proteinu v E.coli

PET-32a(+) seq landmark
T7 promoter 764-780
T7 transcription start 763

Trx*Tag coding sequence  366-692
His*Tag coding sequence  327-344
S+Tag coding sequence 249-293
Multiple cloning sites

(Neo1- Xhol) 158-217 Bagl li241)
His*Tag coding sequence  140-157 Dra lI(5658) Nst\r;(lz(zaaf)

T7 terminator 26-72 \/ff]_ Msc l(351)

lacI coding sequence 1171-2250 “::3::_5889) Rsr ll(589)
pBR322 origin 3684 agnt Yba ko)
bla coding sequence 4445-5302 e (‘?5'6\ SqrA 1(840)
f1 origin 5434-5889 Sca |4995)

Sph I(296)

Pvu l(4885)
EcoN l(1056)

The maps for pET-32b(+) and pET-32c(+) Pst 4760)

are the same as pET-32a(+) (shown) with ApaB l1205)
the following exceptions: pET-32b(+) is a Bsal VA
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site | [ '\ \

Eam1105 1(4357

beyond BamH I at 198. pET-32c(+) isa LJ Miu li1s21)

|
o
5901bp plasmid; add 1bp to each site | PET-323(+) 2 (
\ (5900bp) = || [\Bdl li1535)
beyond BamH I at 198 except for EcoR V, \ 3 1]

which cuts at 209.

AlwN 1(4038) 4
3 e Operator -
promotor Hpal ..
: vazebné misto pro represor
BspLU11 1(3622)
Sap 1(3506) PshA 1(2366)
Bst1107 I(3393) _ e
/\ — Psp5 11(2628)
T BspG l(3148)
Y7 promoter lac operator Xbal ths
TAATACCACTCACTATACRGCAAT TGTGACCGGATAACAATTCHCCTC TAGAAATAAT TTTGT TTAACT TTAAGAAGGAGA
Trxe
ATACATATGAGC 316bp. . .CTG
MetSer 105aa Le
S+Tag
CCTATGARAGARACCGCTGCTGCTAAA
GlyMetLysGluThrAloAlcAlalysF
pET-32a(+) Eagl
EcoRV BamH| EcoR| _Sacl  Sall _ Hind Il _Notl

CTGAGATCCGGCTGCTAA  pET-32b(+

HisHisHisHIsHIsEnd

o5 rSerlLe

Bputi0z|

T7 terminator

CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTC TAAACGGGTCTTGAGGGE

B ——
7 terminator primer #693377? i
pET-32a-c(+) cloning/expression region




Vlastnosti promotoru:
e Silny promotor (ptac, ptrp, ApL, pT7)

- Protein zajmu by m¢él tvorit 10-30% a vice z celkového bakterialniho
proteinu.

 Prenositelny do ruznych kmenu E.coli
e JednodusSe a levné inducibilni
- Teplotni indukce (ApL)

- Chemicka indukce (ptac, ptrp, pT7): IPTG (isopropyl-3-D-
thiogalaktopyranosid)

* Vykazuje minimalni hladinu bazalni exprese

- Pokud jsou proteiny netoxickeé dosahuje se vysokych vytéZkl proteint
rustem bunék do vysokych hustot s naslednou indukci aktivity promotoru.

- U toxickych proteintl je nutnd minimalizace bazalni transkripce pred
pridavkem indukc¢niho ¢inidla pomoci vhodného represoru.



Struktura vektoru pro ucinnou expresi rekombinantnich proteinu v E.coli

PET-32a(+) seq landmark
T7 promoter 764-780
T7 transcription start 763

Trx*Tag coding sequence  366-692
His*Tag coding sequence  327-344
S+Tag coding sequence 249-293

Multiple cloning sites

(Neo1- Xhol) 158-217 Bagl li241)
His*Tag coding sequence  140-157 Dra lI(5658) Nst\r;(lz(zaaf)

T7 terminator 26-72 \/ff]_ Msc l(351)

lacI coding sequence 1171-2250 “::3::_5889) Rsr ll(589)
pBR322 origin 3684 agnt Yba ko)
bla coding sequence 4445-5302 e (‘?5'6\ SqrA 1(840)
f1 origin 5434-5889 Sca |4995)

Sph I(296)

Pvu l(4885)
EcoN l(1056)

The maps for pET-32b(+) and pET-32c(+)

Pst l(4760)
are the same as pET-32a(+) (shown) with

ApaB l(1205)

the following exceptions: pET-32b(+) is a e A

5899bp plasmid; subtract 1bp from each site ey [ ‘\ \

beyond BamH I at 198. pET-32c(+) isa Eam1105 4437 L 5 [
i 4 ET-323(+) S || yMiul1s21)
5901bp plasmid; add 1bp to each site \l P 5000 o rl (Bd 1538)

beyond BamH I at 198 except for EcoR V, \ L gy f /
which cuts at 209. ' ||} BSEE lli7oz)
Bmg 1(1730)

T
(it Apa l(1732)
Q. BssH 11(1932)
(‘%‘ Hpa l(2027)
%
BspLU11 1(3622)
Sap 1(3506) PshA 1(2366)
Bst1107 I(3393) _ I
Tth111 1(3367) Psp5 ll(2628)
BspG l(3148)
lac operator Xbal rbs o R- b b ~ T t
GGG GTGAGCGGATAACAATTCCCCTC TAGAAATAATTTTGTTTAACT TTAMGAAGGAG » I ozom-vaze ne mls o
Trxe ag
ATACATATGAGC 315bp CTG G
MetSer  105aa
S+Tag
CCTATGARAGARACCGCTGCTGCTAAA
GlyMetLysGluThrAloAlcAlalys

pET-32a(+) Eag|
EcoRV BamH| EcoR| Sacl  Sall Hindlll _Notl

CTGAGATCCGGCTGCTAA  pET-32b(+

HisHisHisHIsHIsEnd

o5 rSerlet

_ cocaceacciccie o e
17 terminator H ~ T
s ATAM TAGCATAACCCCTTGOGGCCTCTAAACGOGTCT TEAGGEE > TranSKrI pcnl

End

- T7 terminator primer #69337-3 te rm i n éto r

pET-32a-c(+) cloning/expression region




Struktura vektoru pro ucinnou expresi rekombinantnich proteinu v E.coli

RBS
’;ing sequenc 1T Tet Ori

/ \

STOP codon
UAAU
UGA
UAG

R
oy |
Lzze]

{ P

TTGACA (N)7 TATAAT

START codon
mRNA &' UAAGGAGG (N)g IAUG (91%)

16SRANA 3 [AUUCCUCC GUG (8%)

UUG (1%)

Ribozom-vazebné misto: zahrnuje Shine-Dalgarnova (SD) sekvenci a

------

.....

tato vzdalenost ovliviiuje u€innost iniciace translace (optimalni vzdalenost je
4-8 nukleotidii), oblast bohatd na AT pary.

Transkripéni termindator T, term, rrT1,T2
(zabranuje okluzi promotoru, zvysuje stabilitu mRNA)



Vybér hostitelského kmene E.coli

Vektor Hostitelsky

kmen

Podminky
kultivace



Indukce exprese rekombinantniho proteinu v hostitelském
kmeni E. coli (BL21(DE3))




Vybér hostitelského kmene E.coli s ohledem
na toxicitu proteinu pro hostitele

* Toxicita neni omezena na pouhy fakt, Ze je protein je pro bunku cizi,
ale muZe byt zptuisobena 1 tim, Ze je nadprodukovan urcity nativni gen.

 Nutna pfisna regulace expresniho systému

Komercné dostupné bakterialni kmeny s riznymi trovnémi regulace
exprese, zajiSt'ujicimi sniZzeni bazalni exprese.

BL21(DE3)
BL21(DE3)pLysS/E
BL21



Riizné urovné minimalizace bazalni exprese

v BL21(DE3)
BL21(DE3)pLysS/E
BL21

( IPTG Induction
E. coli RNA *

polymerase

T7 gene 1

= | +

| | laco |
|

|

lac promoter

\_

E. coli genome

T7 RNA polymerase

hVd
\ INACTIVE /

IPTG Induct ia
T7 RNA *

polymerase

? Target gene
|

|
| Jaco

\?promoter /
ﬁ

Cca 10 % hladina bazalni exprese (pfed indukci exprese) klonovaneho

genu.



Riizné urovné minimalizace bazalni exprese

BL21(DE3)
v BL21(DE3)pLysS/E
BL21

[ IPTG Induction IPTG Induct ia
E. coli RNA v T7 RNA *

polymerase polymerase

| |
T7 1 T t
grne T7 RNA polymerase arge| =

v \ e
= I - |
| i —»L_ P i
| lac promoter | T7 promoter
| INACTIVE |
Y fah — ZEs
_—b>égb ‘I...l' (::::7 _____*>4E§
lac lac
repressor * repressor
| |
| ! |
lacl ge @ lac | gene —
T7 lysosyme

|
—-—

T7 lysozyme —y
gene

\ E. coli genome )

» Expresni kmen obsahujici plazmidy pLysS nebo pLysE umoziujici pfisnou regulaci
expresniho systému vyuzivajici T7 promotor. Tyto plazmidy koduji lysozym, ktery se
vaze na T7 RNA polymerasu a inaktivuje ji a snizuje tak bazalni expresi.

Cca 1-3% hladina bazalni (pfed indukci exprese) exprese klonovan¢ho

genu.



Riuzné urovné minimalizace bazalni exprese

( IPTG Induction
E. coli RNA *

polymerase

BL21(DE3) (

|
BL21(DE3)pLysS/E | g
\/BLZ 1 repic%gsor

¢

E. coli genome

— |

T7 RNA polymerase

AV
\I NACTIVE

psyme

gene

| — >

(N
/ y%ozymo

IPTG Induct ia
T7 RNA *

polymerase

p Target gene
|

2 |

-

| | laco

| T7 promoter

|

| A
lac
E

repressor
|
|

lac | gene —

4

 Indukce exprese infekci bakteriofagem CEG (gen pro T7 RNA

polymerasu)

Nejvyssi uroven represe!!



Vyuzivani kodonu E.coli (codon usage)

» Geny u prokaryot a eukaryot se vyznacuji nenahodnym vyuzivanim synonymnich

kodonu.

* Kodony malo vyuZivane u £. Coli se mohou hojné vyskytovat u heterolognich genti

pochazejicich z eukaryot, archebakterii a;.

 Frekvence vyuziti synonymnich kodontli obvykle odrazi zastoupeni jejich tRNA v

cytoplazmé.

Escherichia coli K12 [gbbct]: 14 CDS's (5122 codons)

fields: [triplet] [frequency: per thousand] ([number])

UUU 19.7( 101) UCU 5.7( 29) UAU 16.8( 86)
UUC 15.0¢( 77) UCC  5.5( 28) UAC 14.6( 75)
UUA 15.2( 78) UCA 7.8( 40) UAA 1.8( 9)
UUG 11.9( 61) UCG 8.0(¢ 41) UAG 0.0( 0)
CUU 11.9( 61) CCU 8.4( 43) CAU 15.8( 81)
CUC 10.5( 54) CCC 6.4(¢ 33) CAC 13.1( 67)
CUA 5.3( 27) CCA 6.6( 34) CAA 12.1( 62)
CUG 46.9( 240) CCG 26.7( 137) CAG 27.7( 142)
IAUU 30.5( 156) ACU 8.0( 41) AAU 21.9( 112) AGU 7.2( 37)
IAUC 18.2( 93) ACC 22.8( 117) AAC 24.4( 125) AGC 16.6( 85)
IAUA 3.7 ( 19) ACA 6.4( 33) AAA 33.2( 170)| AGA 1.4( 7)
IAUG 24.8 ( 127) ACG 11.5¢( 59) AAG 12.1( 62)L_A 0 8)
GUU 16.8 ( 86) GCU 10.7( 55) GAU 37.9( 194) GGU 21.3( 109)
GUC 11.7( 60) GCC 31.6( 162) GAC 20.5( 105) GGC 33.4( 171)
GUA 11.5( 59) GCA 21.1( 108) GAA 43.7( 224) GGA 9.2( 47)
GUG 26.4 ( 135) GCG 38.5( 197) GAG 18.4( 94) GGG 8.6( 44)

Coding GC 52.35% 1st letter GC 60.82% 2nd letter GC 40.61% 3rd letter GC 55.62%

\Urabidopsis thaliana [gbpln]: 80395 CDS's (31098475 codons)

fields: [triplet] [frequency: per thousand] ([number])

UUU
(UuC
(UUA
UUG

CUU
CUC
CUA
CUG

IAUU
IAUC
IAUA
IAUG

GUU
GUC
GUA
GUG

21.8(
LT
7(
9(

20

12.
20.

24.
16.
9.
9.

21.5
.5
6
5

18

12.
24.

27.2
.8
9
4

12

9.
17.

678320
642407
394867

)
)
)
649150)

)
)
)
)

668227
576287
391867

(
(
(
(762852

)
)
)
)

847061
397008
308605

(
(
(
(539873

)
)
)
)

UCuU
ucc
UCA
UcCG

CCU
ccc
CCA
CCG

ACU
ACC
ACA
ACG

GCU
GCC
GCA
GCG

25.
11.
18.

9.

18.7
.3
1
6

5

16.
8.

17.5(
.3(321640
7(
7

10

15.
7.

28.3
.3
5
0

10

17.
9.

782818
348173
568570

(
(
(
(290158

2 )
2 )
3 )
3 )

580962
165252
502101

(
(
(
(268115

)
)
)
)

544807

)

)
487161)
240652)
880808
321500
543180

(
(
(
(280804

)
)
)
)

UAU
UAC
UAA
UAG

CAU
CAC
CAA
CAG

AAU
AAC
AAA
AAG

GAU
GAC
GAA
GAG

14
13

0.
0.

13.

8

19.
15.

22.

20

30.
32.

36.
17.
34.
32.

455089
427132
29405

.6
.7
9
5( 16417

( )
( )
( )
( )

428694
271155
604800

8 (
L7
4 (
2(473809

)
)
)
)

3(693344)
.9(650826)
8 (957374)
7(1016176)

1139637)
535668)
1068012)

(
(
(
(1002594)

6
2
3
2

UGU
UGC
UGA
UGG

CGU
CGC
CGA
CGG

AGU
AGC

S oy W o

14.
11.

5¢(
L2
L2
5¢(

0
8
.3
9

Vv

5

327640
222769

36260
388049

(280392
(117543
(195736
(151572
0(435738
3(352568

AGA 19.0(589788
AGG 11.0(

B40922

)
)
)
)

)
)
)
)

)
)
)

)

GGU 22.2(689891)
9.2(284681)
GGA 24.2(751489)
GGG 10.2(316620)

GGC

Coding GC 44.59% st letter GC 50.84% 2nd letter GC 40.54% 3rd letter GC 42.38%

http://www.kazusa.or.ip/codon/




Malo preferované kodony u E.coli

Codon(s) Amino acid

AGA, AGG, CGA, CGGnrrrerrerrsssssssssssissssssissssmmssmssssssniennens Arg
UGU, UGC s Cys
GGA, GGG Gly
1 T —— lle

1T S P Leu
bl 6 4 0 o U Pro
L BULLTER T LIEEe s Ser
L N Thr

Makrides, 1996

Exprese heterologni genii obsahujicich malo preferované kodony vede k translacnim
chybach !

 Pfed¢asné ukonceni translace (zkraceny produkt)
 Posunuti ¢teciho ramce (posun az o 2 AK v misté kodonu AGA)

« Zaména aminokyseliny - ¢asto arginin (kodon AGA) za lyzin



Vybér hostitelského kmene E.coli

* Pro produkci genul obsahujici velké mnoZstvi kodont, které jsou malo vyuzivané
E.coli, je mozné pouzit komeréné dodavané kmeny, kter¢ produkuji tRNA malo
uzivanych kodont.

b Plasmidy komplementujici tRNA.
v 25 N
feX 1 - \\%‘1
pSISIZ44 £
*BL21 (DE3) | «<AGG/AGA (arginine,R), AUA \ v
CodonPlus-RIL | (isoleucine, 1) and CUA (leucine, L) \

p

e .
ot
L pisa

*BL21 (DE3) *AGG/AGA (arginine, R) and CCC

merl lenW
. E

CodonPlus-RP | (proline, P) g — BN
*AGG/AGA (arginine, R), CGG J
*Rosetta or (arginine, R), AUA (isoleucine, I) _ "'?‘%
Rosetta (DE3) | CUA (leucine, L)CCC (proline), and | = »wi¥ PRARE 3
GGA (glycine, G) e ol
0
argll ¥ (2:{ &
HeX .

LT

NEBO: Mistn¢ fizena mutageneze - zaména malo vyuzivaného kodonu nebo syntéza
optimalizovan¢ho genu (optimalizace pro produkci v jednom nebo vice organismu s
ohledem na stabilitu RNA a vznik sekundarnich struktur)



Degradace proteinu

Bakterialni proteolyticky systém:
- E. coli obsahuje velké mnozstvi proteas, nejvice v cytoplazme

- Selektivne odstranuje ,,abnormalni* proteiny:

* Nekompletni polypeptidy

* Proteiny se zaménénymi AK

* Nadmeérné syntetizované podjednotky multimernich proteint
* Proteiny poSkozené oxidaci nebo volnymi radikaly

* Cizi, rekombinantni proteiny (problémem jsou proteiny < 8 kDa)



Aminokyseliny redukujici stabilitu heterologniho proteinu

1. N-koncové pravidlo

«  Stabilita proteinu je ovlivnéna aminokyselinou, kterd nasleduje prvni
aminokyselinu polypeptidového fetézce (methionin).

*  Aminokyseliny na této pozici redukuji stabilitu proteinu:

Arg, Lys, Leu, Phe, Tyr a Trp

*  Polocas rozpadu proteinu pouze 2 min

2. Lysin ve vnitrni sekvenci pobliz N-konce proteinu

« Degradace ubiqutin-dependentnimi proteasami

3. PEST hypotéza
e  Oblasti bohate na Pro (P), Glu (E), Ser (S), Thr (T)

« Po fosforylaci PEST degradace proteinu Ca-dependentnimi proteasami



Vybér hostitelského kmene E.coli

Kmeny deficientni na proteasy

* Mutace, eliminujici produkci proteas a tim proteolytickou
degradaci rekombinantnich proteini.

Expresni kmeny BL21 jsou deficientni na:
cytoplazmatickou proteasu lon
periplazmatickou proteasu ompT



Cilena exprese proteinu

Nucleoid

Cell wall Cytoplasmic membrane




Cytoplazmaticka exprese

 Preferovany zpusob

Vyhody

* Vysoky vytézek proteinu

e Jednodussi plazmidové konstrukty
* Inkluzni téliska

Nevyhody

* Inkluzni téliska

* Reduk¢ni prostredi

* Proteolyza

* Vice komplexni purifikace



Inkluzni téliska

Nerozpustné shluky (cca 2pum? slozené z nativnich proteint s nizkou rozpustnosti, z
neslozenych nebo z ¢astecné poskladanych proteinti

Co zpiisobuje jejich tvorbu?

1. Prostiedi v E.coli se lisi od ptirozené¢ho prostiedi ve smyslu redoxniho potencialu
(redukujici prostfedi v cytoplazmé E.coli), pH, osmolarity, absence chaperonti,
kofaktoru, absence post-transla¢nich modifikaci

2. Vysoka hladina exprimovanych proteinti

- exponovan¢ hydrofobni domény nesbalenych polypeptldovych fetézcu navzajem
(intramolekularné€) asociuji hid Sro— --

AGGREGATES Normal E. coli cells (left) can become filled with inclusion bodies
(right, large dark spots) when induced to overexpress recombinant protein.

Rozpustny protein Inkluzni téliska — nerozpustny protein



Inkluzni téliska

Vyhody
* Snadna izolace ve vysokeé Cistoté a koncentraci
 Ochrana pred proteasami

* Pro produkeci proteind, jejichz aktivita je pro bunku letalni

Nevyhody

* Proteinova nerozpustnost

 Refolding pro opétné ziskani biologicke aktivity
* Refolding nemusi vést k zaktivovani proteinu

* Redukce vytézku proteinu



Moznosti minimalizace tvorby inkluznich télisek

Izolace a nasledny
Exprese Rozpustny protein refolding

rekombinantniho
proteinu v E. coli

/ Rozpustny protein

N

Modifikace expresnich podminek
Inkluzni téliska

MozZnosti modifikace expresnich podminek:
* Snizeni teploty kultivace bakteridlni kultury
» Koprodukce chaperonti

* Pouziti fzniho partnera zlepSujiciho rozpustnost (thioredoxin,
GST, MBP, NusA,.....)

 Vybér bakterialniho hostitele, napt. kmene deficientniho na
thioredoxin reduktasu

e a dalsi....




Moznosti minimalizace tvorby inkluznich télisek

Vybér hostitelského kmene E.coli

* Pokud protein obsahuje jeden nebo vice disulfidickych vazeb, spravné poskladani
proteinu je stimulovano v hostiteli s vice oxidujicim prosttedi cytoplazmy.

«AD494

* Mutace v genu pro thioredoxinreduktasu (trxB)

*Origami

» Mutace v genech pro thioredoxin
reduktasu (trxB) and glutathionreduktasu (gor)




Periplazmaticka exprese
 Periplazma obsahuje jen 4% vSech bunécnych proteinti (cca 100 proteinti)

* Transmembranovy transport je zprostfedkovan signalnim peptidem na N-konci
proteinu

 Prokaryotické signalni peptidy uspéSné pouzité v E.coli (ompA, ompT z E.coli,
protein A z S. Aureus, endoglukanasa z B.subtilis)

Vyhody

e Jednodussi purifikace

* Neni zde tak rozsahla proteolyza

* ZlepSeni tvorby disulfidickych mustku/foldingu

Nevyhody

* Signalni peptid nezajisti vZdy transport do periplazmy

 Mohou se také tvorit inkluzni téliska



Extracelularni exprese
 Sekrece proteinti do kultivacniho média

» Chybi u€inna cesta pro transport skrz vnéj$i membranu (E.coli sekretuje velmi
malo proteint).

» Nékteré proteiny sekretované do periplazmy pasivné difunduji do media.

* Zatim spiSe netispéSna manipulace s riznymi transportnimi cestami, které by
usnadnovaly sekreci ciziho proteinu.

Vyhody

e Minimalni kontaminace ostatnimi proteiny (jednodussi
purifikace)

e Nejmensi hladina proteolyzy
* ZlepSeni foldingu
Nevyhody

« Casto velmi nizka sekrece

* Hodné zredénv protein



Modifikace rustovych podminek

Vektor Hostitelsky

kmen

Podminky
kultivace



Podminky kultivace

Moznosti modifikace podminek kultivace bakterialni kultury E.coli za Gcelem
zvyseni produkce rozpustneho proteinu:

Experimentalné se testuje:
 hodnota hustoty (OD) bunécn¢ kultury

* Slozeni kultivacniho média (pH, pridavek specifickych substrati,
kofaktoru, sloZeni Zivin-bohaté ¢1 minimalni média)

* teplota ristu bakterii, zeyména teplota pi1 indukci exprese
 koncentrace induk¢niho ¢inidla

» d¢lka indukce exprese



Experimentalni postup pro testovani exprese

Overnight culture in LB medium, 3 mL

Inoculate 800 pL into each flask containing 20 mL of TB medium.

Agitate at 37 °C until ODgqo = 0.6-0.8.
pH 6 pH7 pH8

Sample 1 mL of non-induced culture from each flask,
spin down, remove the supernatant and store the pellet at -20 °C.
Induce protein expression with IPTG (20 uL of 1 M IPTG).

l Split the content of each flask into 4 bacterial tubes (4 mL
per tube) and grow them at different temperatures/times.

pH pH pH pH
6 7 8 6 7 8 6 7 8 6 7 8
18 °C 22°C 28°C 37 °C
overnight overnight l overnight 3h

Sample 1 mL from each tube and place separately in TissueLyser adapter according to the scheme in Table 2.
Centrifuge at 3220 x g at 4 °C for 2 minutes, remove supernatant with aspirator.

A. Smitkowska et al, 2020



Priklad vysledku testovani exprese

Strain 1: Rosetta 2; Strain 2: ER2566
a b
Mw Strain 1 Strain 1 Strain 2
(kDa) NI6 28 29 30 T29 31 3233 T32 34 3536 T35 28 29 30 28 29 30
95w
55 d g
43
A A A
Mw Strain 2
(kDa) Ni6 28 29 30 T29 31 32 33 T32 34 35 36 T35
95 we
72 -
55 w <
43| - _
A A

E. coli ER2566, TB medium pH 6.0, 3 h induction at 37°C, lysis buffer: MES pH 6.0 (28) or

Tris—HCI pH 7.5 (29)
A. Smitkowska et al, 2020



Testovani exprese AHP proteini v E. coli -optimalizace teploty

kultivace
Médium: LB médium, bakterialni kmen BL21(DE3)pLysS , :
Riist (OD600~0.5-0.6) Indukce 0,4 mM IPTG/3hodiny elikovd produkee
L s R

Rozpustna forma

Procenta produkce AHP proteinti v rozpustné formé

AHP1 | AHP2 | AHP3 | AHP4 | AHPS | AHP6

t(°C)
Rust/indukce

8% | 85% |100% | O 76 % 0
37°C/28°C

37°C/22°C | 82% | 73% [100% | O 81% | 51 %

22°C/22°C | 71 % | 78 % |100% | 30 % | 81 % | 73 %




Produkce heterolognich proteinu v kvasinkach

VYHODY :

* snadn¢ genove manipulace

e rychly rust do vysokych hustot (fermentor), nizka cena
* schopnost posttranslacné modifikovat tvoreny produkt
* schopnost extracelularné sekretovat tvoreny produkt

* schopnost tvofit spravnou konformaci proteinu

 kone¢ny produkt bez kontaminace endotoxiny

NEVYHODY:

* pouzivaji strukturné odlisny typ N-oligosacharidli nez savci

* hyperglykozylace



Kvasinkovy expresni systém — Sacharomyces cerevisiae
- Pichia pastoris

- Sacharomyces cerevisiae -prvni kvasinkovy systém pouzity pro produkci
rekombinantnich proteint

- P, pastoris nejvyuzivan¢jsi kvasinkovy expresni systém

- P. pastoris - schopnost kultivace do vysokych hustot (S. cerevisiae produkuje
velké mnoZstvi sekundarnich metabolith, které limituji dosahnuti vysoke bunécéné

hu St Oty) A Pichia pastoris 9 °e g ®
JRERS
) ()
}

9 ;
g o nZQ =]
- Od S. cerevisiae se lisi typem N- glykosylace: g )¢ $ Zg -
glykany u P. pastoris obsahuji je 8-17 molekul — e
manozy (spojené vazbou o 1,2), zatimco $gk:: gll;lc?:::
glykany S. cerevisiae obsahuji 50-150 molekul B Saccharomyces cerevisiae
manozy (tzv. hyperglykozylace, terminalni 22 § g
manozy spojené vazbou a 1,3 ) § :Zo ¢ o®|0 @
5
O—IirTxked N-Iin:l;!

glycans glycans



(5780) PAFL - Tth1111

Struktura vektoru pro ucinnou expresi v P. pastoris

(7848) Aatll Alel (76)
(7846) Zral Fcoh3kl (206)
Sacl (208)
Pmel (413)
(7406) Scal
Blpl (588)

72906) P L
(7296) Pvul Nsil (677)

BamHl
Psil

(60333 AfILIT - Peil
(5917) BspQI - Sapl
(5856) Ndel

(5806) BstZ1/71

(4783) Sphl
s (3177)
(4627) SgrAl . la!lm;\(_._”f/,
(4620} Nael Stul (3262)
(4618) NgoMIV Dralll (3624)
a (3624)
(4483) BfuAl - BspMI Ncol (3632)

(4298} BsrGl Bspll (3844)

- transformace se provadi pomoci
integrujicich se vektoriu (vektory
replikujici se po integraci do
chromozomu)

Xeml (706

)
(938)
(1144)

FcoRI (1222}

Avrll (1228)

Fagl - Notl

(1235)

Agel (1300)

BtgZl (1754)
FspAl (1826)

Xbal (2032)
(2088
38}

Bsu3ol
Hpal (21

Aval - BsoBI - PaeR71 - X
BmeTl101 (1193)
SnaBI (1218)

)

Promotory:

Inducibilni

Promotor genu pro alkohol oxidazu 1 (AOX1) -

silny a striktné€ regulovany

- je pIné& potlacen pii ristu na glukoze ¢i glycerolu

a siln¢ indukovan pfi ristu na methanolu jako

samotném zdroji uhliku

-20-30 % celkového intracelularniho proteinu

Konstitutivni

Promotor genu pro glyceraldehyd-3 — fosfat

dehydrogenasu (GAP)

- konstitutivné exprimovany a je nejvice
indukovan pfi ristu na glukose

Selek¢ni markery:

Auxotrofni HIS4

Komplementace auxotrofni mutace His
- selekce v kvasinkach

Rezistence viici antibiotikiim
Ampicillin — pro selekci v bakteriich

Sekrecni signaly

PHOI1 (acid phosphatase) z P. pastoris
a-mating faktor (a-MF) z S. cerevisiae
SUC2 (invertase) z S. cerevisiae



Exprese rekombinantnich protein v Pichia pastoris

Not| digestion
Transformation of yeast

Klonovani genu do vektoru, selekce
konstruktu v E.coli, izolace DNA
konstruktu

Linearizace konstruktu

|

Transformace kompetentnich bunék

[MCS [Taon1

argt*, his3*, or lysi1*

arg1 argil
his3 -A3' ﬁ his3 -A5'

. lys1 lysi
P. pastoris

nsertion

Selekce transformanta

|

—  RPH_125

. Ie . '] E ®
Exprese rekombinantniho proteinu P (e T

us—r—




Sekrece proteinu u kvasinek

* Intracelularni exprese nebo sekrece

Secreted
CO00~ protein

Nucleus

Kluyveromyces lactis

S i,‘ :Hz
NH3

Nuclaus

5|

D

e

Sekre¢ni draha je velmi podobna draze vyssich
eukaryot

N-terminalni peptid pro kotranslacni translokaci
sekretovaného proteinu do ER je odstépen
signalni peptidazou.

Ptiklady signalnich sekvenci: Pho5, Suc2 a a-
mating factor

Sekrece pomoci a- mating faktoru

Protein je spole¢né se signalnim peptidem — a-
MF (a-mating factor) doménou exprimovan v
jadre.

1. Signalni peptid v a-MF domén¢ navede
protein do ER, kde je odStépen signalni
peptidazou.

2. Fuzni protein je transportovan do Golgiho
aparatu, kde Kex proteaza $tépi zbytek a-MF
domeény a protein je sekretovan do média.



Odlisnost glykosylace v P. pastoris

vysoky obsah manozy je
imunogenni pro ¢lovéka ® (rman, . pastor ™ (i pastora augs; soeo

Golgi (human)

pro produkce terapeutickych

. Golgi (P. pastoris
proteint byly vytvofeny P — § T ~
pastoris (napi. kmen SuperMan5 § - } oo { g

a dalsi) s uniformnim lidskym ] .. .
zpusobem N-glykozylace g...:: gﬂ g

dodatecné enzymy: manosidaza I g N
a I1, transferaza galaktozy, N- wn | §--"

@ p1N-GieNaz
. ° . e & 1.4-Glchac -
acetylglukosamint a kyseliny §-. <o s ot
sialové e R s uney |} oo
Eed ® p14Gal
.0-..’ > ® o268 Gal2GIcNAcZMan3

SiaT
Gal2GIlcNAc2ZMan)

ﬂ Booe

rozSifeni pouZiti P. pastoris napf. e
Bede

pro expresi protilatek §--~..... | eesasssiass |

i




Produkce heterolognich proteini v hmyzich bunkach
(Hmyzi buniky s bakulovirovymi vektory)

VYHODY :

* Zajisténi nativni konformace proteinu
* Posttransla¢ni modifikace
» Neni kontaminace kone¢neho produktu endotoxiny

 Sekrece proteinu

NEVYHODY:

* Negativni efekt infekce bakulovirem na viabilitu bunék

* Heterologni geny nejsou produkovany kontinualné (kazda exprese
vyzaduje novou infekci bun¢k bakulovirem)

 Zpusob glykozylace odlisSny od sav¢ich bunck

Y ew/

(nebezpeci kontaminace)



Co je bakulovirus?

obaleny, ds DNA virus s
kapsidou ty¢inkovitého tvaru
béhem Zivotniho cyklu existuje
ve dvou rozdilnych formach
“pucici virus®“ a opouzdieny
virus

vysoce druhové specifické -
infikuji jen bezobratly hmyz
mezi nejcastéjsi hostitele patii
nedospélé larvalni formy hmyzu
k nejvice prostudovanym a
vyuzivanym bakulovirim patii
virus ACMNPYV (4utographa
californica multiple nuclear
polyhedrosis virus)

Baculovirus
Multicapsid nucleopolyhedrovirus

Budded Virus Occluded Virus

Occlusion Body

end
wiew

Belogical
e (ilpid)
Membrane

50 nm,
sppronmale Loaw apprommale scak

AEA

Courtesy:




Bakulovirovy expresni systém

- zaloZeny na infekci kultivovanych hmyzich bunék rekombinantnim virem AcMNPV
(Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus) nesoucim gen pro tvorbu
cilového proteinu.

*  hostitelské hmyzi buniky

Polyhed o - (4 r v r 1.0
N | Transter A - ovarialni bunky motyli
Wild-type ACNPV | veclor /-—)' \;’ d h S d f ; d S f9
Autographa californica | mo )
oo | Homolegcits. ; ot ruhu Spodoptera frugiperda (S19,
: locooooool -
~) AcNPV fggem Sf 21)
Polyhedra Bugdm@ g oM @
- Buddin . ’ .
W=\ iecton = L{% reconsnant et ¢ bakulovirovy vektor (tzv. bakmid)
G I 1r . I4 4
‘gg .,? pN E?irringllgfne .: _/ = Velky, k}IVadIOVy VektOI‘
(ACMNPV)
APy i Recombinant - obsahuje vSechny geny
B ACNPV , AR )
J Seneration of racombinant nezbytné k produkci virovych
Insect cell (in vivo) baculovirus Insect cell (in vitro)

castic

* velmi silny promotor
polyhedrinoveého genu (polyh)



Bac-to-Bac expresni systém : ,,from Bacterium to Baculovirus*

pFasTBac donor plasmid

Clone Gene of Interest

AENE.

Foreign b 4 W . /4 m
. : mistné specificka
£ ey, T L n
i transformace i, o transpozice e
Donor ”“,._N pPalh
8 EE— E. coli (Lac7")
, R Containing Recombinant Bacmid
Selekce pomoci antibiotik oriaining Recombinant Sac
Competent DH10Bac E.coli Cells
Recombinant Izolace
Donor Plasmid . ,
rekombinantniho
bakmidu
v
Recombinant virus particles TrariSfekce hmyzwh
bunck
'\-'( “\' e
Determine viral titer -
via plaque assay . <
l ‘ . ro— | Recombinant
DOOOOOOOOO! ‘ l Infection of L e o Bacmid DNA
“““ insect cells e
Expression verification & Virus amplification Virus stock

e Po Gsp&Sné transfekci, rekombinantni virové Castice jsou ziskdny z média (virovy zasobni stock) a mohou
byt amplifikovany do vysSich mnoZstvi, aby mohly byt pouzity pro infekci dostate¢ného mnozstvi bunék.



from Bacterium to Baculovirus*

Bac-to-Bac expresni systém: .,

Expression evaluation
-+

Amplification

=

Amplification

LI

|’ sf9 cells

LTI

sf9 cells

P2




SPEED

GLYCO-
SYLATION

FOLDING

GOVERNMENT - '
REGULATION T nsgenﬁs




