Klonovani genui v kvasinkach

Diivody pro klonovani genii v eukaryotech

A. Funkce charakteristické pro eukaryotické burky, které se u baktérii
nevyskytuji:

- lokalizace systému regenerujiciho ATP v mitochondriich,

- usporradani DNA v chromatinu

- zpusob déleni bunék, mitoza a meioza

- diferenciace bunék, bunécné komunikace, signalni drahy

B. Rozdily v expresi genii u eukaryot oproti bakteriim:

- odliSnost regulacnich sekvenci pro transkripci, translaci a export

- specifické posttransla¢ni modifikace



Vyhody kvasinek pro Gl

jednoducha eukaryota s mikrobialnim charakterem (maly
genom se znamou sekvenci, kratka generaéni doba a
vysoky pocet potomstva, kultivace na definovanych
pudach, rada mutant ziskanych a charakterizovanych
klasickou i moderni genetikou

rada geni homolognich vysSim eukaryotiim, podobna
bunééna biochemie a regulace genti

moznost stanovit dominanci a recesivitu alel (na
haploidnim pozadi)

vysoka frekvence homologni rekombinace — zamény gen

tradicni dobre definovany a bezpe€ny biotechnologicky
organismus, moznost pripravy farmak pro humanni
medicinu,

eukaryotické proteiny vytvari v aktivni podobé, Ize
dosahnout sekrece do prostredi



Zivotni cyklus kvasinek
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Molekularni struktura kvasinkového 2u plazmidu

6,3 kb; 50-100 kopii

@

REP - replikace

Izomerni formy
plazmidu

FLP — rekombince
STB — rozklad kointegratu

FRT site = FRT recombination
target

Flp recombinase = flippase
Systém FIp/FRT ~ Cre/loxP

g
Chimerické plazmidy

vytvorené spojenim plazmid(

21 a pMB9 stépenych EcoRl,

(dale pak vlozeni genu leu2
z kvasinkového chromozomu
do mista Pstl na plazmidu)
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Kyvadlové vektory pro klonovani genu
v kvasinkach

inkovy leu2 - .
N Pfenos do kvasinek:
transformace protoplasttl

elektroporace

kyvadlovy

vektor

kvasinkovy
bakteriain{ podatek replikace

potatek replikace

transformace transformace
E. coli kvasinky leu”

plazmidy
se mohou
pFfenaset
z kvasinek
do E. coli

\ a naopak
E. coli \ kvasinkova buiika



Zakladni typy kvasinkovych vektort

nesouci centromeru

Inteqaruiici Replikujici se Epizomaini, ouci ¢ )
,._g BJR322 maly pocet kopii, maly poéet kopii, (iedina kopie;

e~ pbRazz, nizka stabilita stabilni stabilni)

stabilni po

integraci Amp* cirkularn(

2u-DNA

urad

ARS l urald

Moznost eliminace bakterialnich
sekvenci jejich ohrani¢enim FLP




Umeély kvasinkovy chromozom (YAC)

Genomic DNA
BamHI BamHI
Cut with EcoRI Partial digest
and BamHI with EcoRl
EcoRI EcoRlI
EcoRl ARS2 AMPR  ori  TEL pgamHI . i
EcoRI EcoRI
L —

CEN4  TRP EcoRl EcoRI
| TEL URA3 EcoRl EcoRl
R — EcoRl ———————  EcoRl

Mix and ligate
TEL EcoRl EcoRl__ARS2 AMPR TEL

Genomic
DNA CEN4 TRPA

}

Transform into ade™, ura™, trp~ yeast and
select for red, URA*, TRP* colonies



Virum podobné castice odvozené z Ty elementti
nesoucich kédujici oblast HIV1 TAT

SR

Ty-element: 30-40 kopii v genomu S. cerevisiae, velikost 5,9 kb
LTR — 334 bp, leva funguje jako promotor genli pro RT a integrazu.

Pseudovirion (virus like particle, VLP) obsahuje mRNA, dsDNA, RT
a integrazu



Zivotni cyklus Tyl
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.~ ———— transpozice
Promotor

kvasinkovych

genu amplifikaéni kazeta

zaclenuijici se do
mnoha mist genomu
kvasinky

Transkript viozeného
(klonovaného) genu

Struktura vysokokopiového plazmidu pouzivana pro zaélenéni modifikovaného
Ty elementu nesouciho klonovany gen do chromozomu kvasinky. pGAL a P
jsou kvasinkové promotory, & (delta sekvence ) jsou LTR

Pouziti pti pripravé vakcin — fuzni plastovy protein

<y y c . , . 10
obsahujici napt. antigeny z plazmodii (malarie)




Table 13.1 Properties of different yeast vectors

Lossin
V E KTO R Transformation  Copyno.!  non-selective
Vector  frequency cell medium Disadvantages Advantages
i nteg I'Uj I’CI’ se Yip 10? 1 Much less 1 Low transformation frequency 1 Ofall vectors, this kind give most
transformants than 1% per 2 Can only be recovered from stable maintenance of cloned genes
per pg DNA generation yeast by cutting chromosomal 2 An integrated Ylp plasmid behaves as
DNA with restriction an ordinary genetic marker, e.g. a
endonuclease which does not diploid heterozygous for an integrated
cleave original vector plasmid segregates the plasmidina
containing cloned gene Mendelian fashion
3 Most useful for surrogate genetics of
yeast, e.g. can be used to introduce
deletions, inversions and
transpositions (see Bolstein & Davis
1982)
. 7 e
e p 1Z0om al ni YEp 10°-10% 25-200 1% per Novel recombinants generated 1 Readily recovered from yeast
. transformants generation in vivo by recombination with 2 High copy number
(O Il 2 H’) per ug DNA endogenous 2-um plasmid 3 High transformation frequency
4 Very useful for complementation
studies
repl | kuJ |C| Se YRp 104 1-20 Much greater Instability of transformants 1 Readily recovered from yeast
\ransformants than 1% per 2 High copy number. Note that the
(a rS) per ug DNA generation copy number is usually less than that
but can get of YEp vectors but this may be useful
chromosomal if cloning gene whose product is
integration deleterious to the cell if produced in
excess
3 High transformation frequency
4 Very uselul for complementation
studies
5 Can integrate into the chromosome
7 ,
ce ntro me rovy YCp 10* 1-2 Less than Low copy number makes 1 Low copy number is useful if product
transformants 1% per recovery from yeast more of cloned gene is deleterious to cell
perug DNA generation difficult than that of YEp or YRp 2 High transformation frequency
vectors 3 Very useful for complementation
studies
4 At meiosis generally shows Mandelian
segregation
ume I y Ch romozom YAC 1-2 Depends on Ditficult to map by standard 1 High-capacity cloning system
length: the techniques permitting DNA molecules greater
longer the than 40 kb 1o be cloned
YAC the 2 Can ampiity large DNA molecules in a
more stable simple genetic background
itis
tranSpOZ|Cn| Ty Depends on ~20 Stable, since Needs to be introduced into cell Get amplification following
vector used to integrated in another vector chromoscmal integration 1 1
introduce Ty into
into cell chromosome




Selektovatelné markery u kvasinek

Gen Enzym Selekce

HIS3 Imidazole glycerolphosphate dehydratase histidine

LEUZ2 B-Isopropylmalate dehydrogenase leucine

LYS2 a-Aminoadipate reductase lysine

TRP1 N-(5"-phosphoribosyl)-anthranilate tryptophan
isomerase

URA3 Orotidine-5"-phosphate decarboxylase uracil

Pozitivni selekce na mediu bez pfislusného faktoru

G418 - rezistence k geneticinu (KanR)
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Vyuziti genu LEU?2 jako selek¢niho markeru

(a) Kvasinka leu2-

Kolonie leu2-

Médium musi
Chromozomy — obsahovat leucin
bez genu LEU2

(b) Pouziti LEU2 jako selektivniho markeru

LEU2

Transformovat kvasinky

Vektor — nese

spravny gen LEU2

Minimalni médium - bez leucinu

PfeZivajl pouze
transformované buriky
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Zaclenovani epizomalnich plazmidi do chromozomu kvasinek

I TZITTA — — Chromozomalni DNA
. leu - kvasinek
Rekombinace
LEU2 leu”

_ —7 I
!

-

Ll

Plazmidova DNA
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Vyhody dostupnosti riuznych typu kvasinkovych vektoru

VSechny kvasinkové vektory mohou byt pouzity k vytvareni
¢astecnych diploidl nebo ¢aste¢nych polyploidd, pfi¢emz genové
sekvence zavedené do bunky mohou byt bud za€lenény do
chromozomu nebo pretrvavat v extrachromozomalnim stavu.

Do klonovanych genli mohou byt zavadény in vitro mutace a
pozmenéneé geny lze pak vratit do kvasinky a nahradit jimi alely
standardniho typu.
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Reportérové geny

Gene Protein Size Original Detection Reference
(amino acids) source
cat Chloramfenikol- 219 E. coli TnS Acetylation of (Gorman, Moffat and
acetyltransferdza transposon chloroamphenicol using #C Howard, 1982)
acetyl-CoA
lacZ  B-galactosidase 1024 E. coli Conversion of colourless {Norton and Coffin,
ONPG to a yellow product; 1983)
XGal blue—white screening
gusA  B-glucuronidase 603 E. coli Conversion of MUG in a (Jefferson et al., 1986)
fluorometric assay; XGluc
blue—white screening
luc Luciferase 550 Photinus pyralis Oxidation of luciferin to (de Wet et al., 1987)
(firefly) produce light
GFP  Green fluorescent 238 Aequoria victoria Emits green fluorescence when  (Chalfie et al., 1994)
protein (jellyfish) exposed to blue or UV light

ONPG - o-nitrophenyl-g-D-galactopyranoside.

XGal - 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-galactopyranoside.

MUG - 4-methylumbelliferyl g-D-glucuronide.
XGlue - 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-g-D-glucuronide.
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Exprese genu v kvasinkach

* Pro u€innou expresi je zadouci, aby klonované sekvence byly pod kontrolou
kvasinkovych promotor( — ty maji urcita specifika. Vektory proto maji
promotory z kvasinek.

* Polo¢as mRNA (1-100 min) je silné ovlivnén netranslatovanymi sekvencemi
na 5°a 3’konci — jejich odstranéni polo€as zvysi

+ Kvasinky maji jiné vyuzivani kodonU nez bakterie nebo vysSi eukaryota. Pfi
chemické syntéze genu je tfeba volit kodony, které jsou éteny (96%
aminokyselin v kvasinkovych proteinech je kédovano jen 25-ti z 61 moznych
kodon)

« Exkrece protein(: signalni sekvence jsou dlouhé 20-90 aa. Pfesna pravidla
nejsou znama — u nékterych proteinu se exkrece nedafi. Sekrece zabrani
rozkladu proteinu v cytoplazmeé — proteolyze |ze zabranit t€z zménou aa na
N-konci (zabrana ubiquitace)
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Exprese genu v kvasinkach — pokrac.

+ Glykozylace — dochazi ke glykozylaci cizich proteind, ale struktura a sekvence
oligosacharid(l pfipojovanych na proteiny je odliSna nez v pfirozenych
hostitelich — to mGze mit disledky pro stabilitu, imunogenitu a vyslednou
lokalizaci v tkanich (napf. pfi terapeutickém pouzivani)

- Stabilita proteini. Rychla degradace protein(i po jejich syntéze nebo po
rozbiti bunék a purifikaci endoproteinazami, karboxypeptidazami a
aminopeptidazami pfitomnymi ve vakuolach. Byla zkonstruovana rada
mutantnich kmenu s pozménénou aktivitou téchto enzymu.

+ Sestiih. Introny maji obecné rysy (5" GU — AG 3°) a dal$i konsenzualni
sekvence. U kvasinek je pifed 3 'mistem sestfihu sekvence, ktera chybi
u vysSich eukaryot.
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Struktura kvasinkového promotoru

4 elementy:

1.

TC(G/A)A a PuPuPyPuPu jsou u vice nez poloviny znamych kvasinkovych
promotorl. Tyto sekvence nejsou u vyssich eukaryot, coz ukazuje na
rozdilny mechanismus jejich transkripéniho aparatu.

TATA box, oblast 20-120 nukleotidl pred mistem iniciace.

Sekvence umisténé proti sméru transkripce podilejici se na regulaci genu:

A. sekvence aktivujici transkripci (UAS) — vazba pozitivniho regulacniho proteinu
na UAS zvySuje rychlost transkripce, zatimco delece UAS transkripci potlaci.
Dulezitym strukturnim rysem UAS je pfitomnost jedné nebo vice oblasti
s dvojitou symetrii.

B. sekvence reprimujici transkripci (URS). Vazba negativniho regula¢niho
proteinu na URS sniZuje rychlost transkripce gend, které jsou regulovany
negativné.

Sekvence umisténé uvnitf samotného genu, které se oznacuiji jako aktivujici

sekvence umisténé po sméru transkripce (downstream activating

sequences, DAS). Nizka mnozZstvi heterolognich protein odrazi nizké
mnozstvi mMRNA jako dUsledek nizkého stupné iniciace transkripce.

Napf. vloZeni aktivujici sekvence umisténé po sméru transkripce genu PGK

obnovuje rychlost transkripce mRNA. "



Struktura typického kvasinkového promotoru

TC(GA)A PuPuPyPuPu «— Nejsou u vyssich

l eukaryot
Initiator
UAS H URS TATA | I Koéduijici[] sekvence
U regulovanych genu ‘m DAS
40-120 bp
Ovliviuje rychlost
20-400 bp iniciace transkripce
100-1400 bp !
VlozZeni do sekvence
ciziho genu
Priklady konstitutivnich ADHI - alkoholdehydrogenaza
kvasinkovych promotort PGK - fosfoglycerolkinaza
pouzivanych v expresnich ”| PHO5 — kysela fosfataza
vektorech alfa-faktor (+ signalni sekvence pro exkreci)

\Y




Promotory S. cerevisiae vyuzivané v expresnich vektorech

Promotor
Acid phosphatase (PH05)

Alcohol dehydrogenase 1 (ADHI)
Alcohol dehydrogenase II (ADHII)
Cytochrome ¢, (CYC1)

Gal-1-P Glc-1-P uridyltransferase
Galactokinase (GAL1T)

Podminky pro expresi

Phosphate-deficient
medium

2-5% Glucose
0.1-0.2% Glucose
Glucose
Galactose
Galactose

Tvorba
produktu

Inducible

Constitutive
Inducible
Repressible
Inducible
Inducible

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPD, GAPDH)

Metallothionein (CUP1)
Phosphoglycerate kinase (PGK)
Triose phosphate isomerase (TPI)
UDP galactose epimerase (GAL10)

2-5% Glucose
0.03-0.1 mM copper
2-5% Glucose

2-5% Glucose
Galactose

Constitutive
Inducible
Constitutive
Constitutive
Inducible
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Gal systém S. cerevisiae vyuzity pro expresi genu

PeaLi Gal1 (galaktokinaza)
| pfirozeny systém
Gal4p + galaktéza (induktor)

Transkripéni aktivator

P ga Gen zajmu konstrukt na

vektorech

[ \ + galaktdza (induktor)
Galdp

P*Gann= synteticky promotor P
obsahuijici vice vazebnych mist Galt GAL4

pro Galdp 2




Exprese genu indukovana galaktézou

A. Gal4p vytvareny z vlastniho promotoru

Target /_
gene
Ex

Expression Expression
vector vector

pression
vector
Target protein €D )
B. Gal4p vytvareny z promotoru Gal1

Expression Expression
vector vector

PGAL4

v

nizka hladina
Gal4p, malo
cilového produktu

PGAL1

v

vysoka hladina
Gal4p, hodné
cilového produktu
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Sekrece proteinu v kvasinkach

Hlavni rysy sekretovanych proteinu:
* jsou syntetizovany na endoplazmatickém retikulu

« z ER jsou transportovany do Golgiho aparatu, kde jsou upraveny a zabaleny
do sekrec¢nich vackl

» Fuze sekre€nich vacku s plazmatickou membranou se déje konstitutivné
nebo jako odpovéd na externi signal
* Nakonec jsou lokalizovany na buné€ném povrchu nebo exportovany z buriky

Proteiny pfirozené sekretované do riastového media

a) parovaci feromony (a-faktor, o-faktor)

b) killer toxin (proteinovy produkt dsRNA n. dsDNA plazmidu n. VLP; molekuly
pusobici toxicky na jiné kmeny kvasinek).

» Polypeptidy uréené k sekreci maji hydrofobni N-konec, ktery je odpovédny
za translokaci do endoplazmatického retikula.

* N-konec je obvykle tvofen 20 aminokyselinami a odStépen ze zralého
proteinu uvnitf endoplazmatického retikula.

Bylo dosazeno sekrece fady ne-kvasinkovych polypeptidli z rekombinantnich
plazmidd, ale pravidla pro sekreci nejsou zcela jasna. 24



Problémy pfi expresi nékterych proteint
v S. cerevisiae

+ nizka exprese klonovanych genu, nizky vytéZek proteinu
 hyperglykozylace heterolognich proteint

« pozménény transport sekretovanych protein(
(zadrzeni v periplazmatickém prostoru)

» tvorba vysoké koncentrace alkoholu, ktery usmrcuje buriky a snizuje
vytézek protein(
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Cileni proteinti do jadra

Jadro kvasinky obsahuje sadu proteint, které jsou syntetizovany

v cytoplazmé.

Pro objasnéni mechanismu tykajiciho se lokalizace protein( v burice byly

zkonstruovany hybridni geny fuzi kvasinkového Matalfa genu, kédujiciho

prfedpokladany jaderny protein, a genu lacZ z E. coli. Segment genového

produktu MATalfa, ktery byl 13 aminokyselin dlouhy, byl schopen usmérnit

B-galaktozidazovou aktivitu do jadra. To bylo potvrzeno imunofluoroscenci.

Podobné sekvence byly zjistény u jinych proteinl a oznaceny jako
nuclear localization signals (sequences) (NLS)

Podle sou¢asného modelu pro import jadernych proteinl jsou proteiny

obsahujici NLS rozpoznany specifickymi receptory (nuclear transport

receptors) v cytoplazmé. Komplex NLS-receptor se pohybuje k jadernym

péram, které otvira reakci vyzadujici ATP a dovoluje, aby protein vstoupil do
jadra.
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Klonovani kvasinkovych gent v bunkach
E. coli s vyuzitim komplementace

u

m"% ;& ”1’1%

w¢§e

30 % gent kvasinek
se exprimuje v E. coli

., | Genova knihovna
i*| kvasinky

y

Ziskavani novych

_ Pienos do mutantnich
kmenu E. coli

kvasinkovych )
selekénich markerd
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Klonovani kvasinkovych genu na zakladé
genetické komplementace

th ~ . , .
@a ©@© Pfiprava genové knihovny z

recipient: kvasinkovy @QQ\ kvasinkového kmene
kmen nesouci ts el s genem X(wt) ve vektoru

mutaci v genu X a obsahujicim jako selekéni

mutaci v genu leu2 — marker LEU2

N Yeast transformation

roste jen pfi 30C

l

Ptip. ztrata
n¢jakého znaku

i1 vysSich Ropc
eplica plate
p y Incubate plate at
r Incubate -37°C (nonpermissive
teplotaCh plate at 30°C temperature)

Plate onto medium lacking leucine
Incubate at 30°C (permissive temperature)

o % Only cells that contain
g a plasmid grow

i Isolate

plasmid
All cells grow Only cells that Determine DNA
contain plasmid sequence of gene X

with wild-type CE—
gene X will grow

at 37°C Translate fo obtain

sequence
9 28

encoded

izolace klonu X+ <J



Zaclenovani geni homologni rekombinaci

Left half Right half Left half Right half
ofliRs2 YFG pUC of URAZ Cleave at . # Cleave at of YFG  UpA3 puc of YFG
/ i site B site A / / /
< p——

~

YFG

j BUC
Homologous Homologous
A chromosomes ) chromosome:
/ey i ()
3 diploid Ura™ /
yeast cells

Mutation
in ura3 Integration
genes

Integration
Plate on medium
lacking uracil

vra3 pUC  YFG URA3 YFG pUC URA3 YFG
\ \ \ b \ \ \ \

G Yi—

One chromosome contains
URA3 gene intergrated ot YFG

One chromosome contains

YFG integrated at URA3 locus YFG = gen Zéjmu,
jehoz funkci sledujeme

. . . v . v . v v s . 2
Linearizace plazmidu v misté& homologie zvySuje frekvenci za€lenéni asi 100x ?




Vnaseni genu do chromozomu kvasinek pomoci
integrativnich vektori
e Kyvadlovy vektor

ptipraveny v E. coli

Restriction
endonuclease

|

GOI = gen zajmu

Al, A2 =
nesencialni geny

Chromosome

Chromosome
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Vyprost'ovaci replikujici se vektor

obsahujicf divokou alelu

MAT

Linearizovany
plazmid se
nereplikuje

/

Xhol / Xhol
mutovanéd chromozém
alela kvasinky

Cast genu mat je vyst&pena,
hraniéni sekvence jsou
ponechany

rekombinace
a duplikace geny

plazmid nesouci MAT-
se miZe replikovat v kvasince
MAT-

transformace E. coli a vyhledani plazmidQ
nesoucich inzert s MAT-

Homologni rekombinace a
cirkularizace plazmidd, jejich
izolace a pfenos do E. col,
studium mutantni alely MAT ~
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Rekonstrukce plazmidu homologni rekombinaci
v kvasinkové bunce

Vlozeni nového selekéniho markeru
do plazmidu, preklonovani genu zajmu
do jiného typu vektoru

,\ Plazmid, ktery se

v kvasince nereplikuje

|Pvut + Pyuil
. —— Spolecné pfeneseny

i sa ; do kvasinky
transformaci

4 Plazmid, ktery se
v kvasince replikuje

Selekce klonl na
HIS3, pfipadné na

URA3
32




Vytésnéni a zaména plazmidu Plasmid shuffle
Studium funkce mutantnich a cizich genu

Trojnasobny mutant
TPK1-, TPK2-, TPK3-

ura+, his+, trp+,
ade-, leu-

Umozniuje riist na mediu
bez adeninu

Zajistuje Zivotaschopnost buriky

Selekce bunék obsahuijicich
oba plazmidy — plida bez ade a leu

Kultivace bunék
za neselektivnich podminek

Burika si musi alespori jeden
z plazmidl s PK podrzet

Zavér: Gen pro mysi
proteinkinazu muize
nahradit gen TPK1-

5 b ey i ol TF



Dvouhybridni systém ke studiu interakce proteint

DNA binding domain

Hybridni protein Gal4p-X se
vaze na promotor, ale neni
schopen aktivovat transkripci
reportérového genu

Activation domain

Hybridni protein Gal4p-Y

se neni schopen vazat na
promotor a tudiz neni
schopen aktivovat transkripci

Interakce hybridnich protein(
Gal4p-X::Gal4p-Y aktivuje
transkripci
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Plazmidy urCené k vytvareni flznich proteint
s doménami Gal4p (DBD a AD)

Silny konstitutivni | app ADH1
promotor promoter GAL4 promoter GAL4
( R % (768-881)
AMPR

Gal4-DBD
plasmid

plasmid

Mnohokopiovy
plazmid

Selekce plazmidu 35




Vyhledani genu, je

SNF4-GAL4

GAL4-SNF1 P 2 it

by~ hybrid gene
5

enceding GAL4
[ ] eciivation domain

Transform into Leu™ yeast Colransform into Leu”, His™ yeast
Select Leut cells Seloet Leut, His* cells

] Replica plate onto medium containing ¥-gal

Colonies slain blve

RNA rc|ymemse

ichz produkty interaguji

SNF1 a SNF4
asociuji za vzniku
produktu

s protein-kinazovou
aktivitou

S\ L] I
/ / setosicase
/  pGobcoidase UASS C\FY ond SF4 gf'j‘l‘é “
—_—— produced tightly osseciste
Mv
GFP funkéné aktivni TF se vytvofil spojenim proteini SNF1 a

SNF4 —tj. tyto proteiny vzajemné interaguji




Geneticky diikaz funkce U2 snRNA

. U2 snRNA ) . . .
{a) Wild-type strain (strain A) (b} Mutant strain (strain B) (¢) Mutant strain (strain B)
/ Wild-type U2 gene Wild-type U2 gene Wild-type U2 gene
/= i
@p‘. Intron @ﬁ. / / (Ojb. / / /
@‘@Q [ — BIS s/
©@ HIS4 gene €9 ®°
g Mutation Mutant (@) \ Mutant Plosmid with
. i
isd gene his4 gene mctent 02
gene
LE
Introduce plosmid into b2
cells by transformation
" Wild-type iniron Mutant intron HAUA Al CAW Mutant intron
— Wild-type U2 Wild-type U2 m Mutont U2
snRNA snRNA / snRNA
Plat Plat Base-pairing 5
e Mismatch e restored Med.lum
Medium lacking destabilizes lnck!ng
histidine N RNA hybrid leucine
Selection
for Ce”s
conlaining
ﬁ}e i plasmid
lacking
Cells make their own Cells fail to grow  histidine
hisidine and grow Medium Replica plate
lacking
hisd mRNA spliced e :;f:j histidine
™,

Pokus prokazuje, Ze U2 RNA se pri Matontscin con now

make histidine
sestrihu paruje primo s intronem. Seiuiiihognd il



Studium funkce genu po jeho inaktivovaci selekénim markerem

favourable gene

Cleave ot sites
pUCTIB~ Aond B
URA3 gene
- —
YFG = your e
B
A B = 4 Ligate

?smmu
TEE & q & eove ot sites
o grgbgé URA3 Cool
strain o [—____ S— .
ﬁTmnForrY ks
Ura~ diploid Vedtor
cells DNA <
- A pair of homologous
Bingncorn s s YFG =gen ;éjmy, jeho’i funkci
i bpe rna i e urecil sledujeme, inaktivovany genem
- @ URA3
Jﬁl - e 2 oy W 14
U Bunky obsahuji jednu funk¢ni a
Sporulate . v s
jednu nefunk¢ni alelu YFG
38
Dissect tetrods

Characterize hooloid cells



Tetradova analyza: sporulaci dochazi k separaci mutantni a standardni alely

e Four haploid spore
i () g oo ool by
ES s

S Be

‘e digesth
One chromesome contains. l - i

of i
integrated LUIRAS gene ot YFG Tﬁn =
= :g'
& {{\"—_\ '\\Individuds are
. /s ) loosely stuck fogether
in fefrads

/

Viable spores contain
wild-type gene

Only two spores from each Maks replicas
ascus grow inta colenies from master plate

@/ =
uracil

All colonies are Ura™ No growth
Conclusion: YFG is an essential gene

Spory se nechaji kli¢it a rust, aby se vytvorily kolonie. Ze ¢tyF spor dvé ponesou alely standardniho typu (YFG) a

dvé budou mit alelu YFG pierusenou integrovanym genem URA3. Pokud je knokautovany gen esencialni pro

rust, vyrostou ze étyr spor z kazdé tetrady do Kolonii jen dvé, a Zadna z nich nebude schopna rist na plotnach 39
bez uracilu (protoZe gen URA3 je pouze v knokautované alele).



Rekombinantni proteiny vytvarené v expresnich systémech S. cereviasiae

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

o antitrypsin

Blood coagulation factor XIlla

Hirudin

Human growth factor

Human serum albumin
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Kvasinka Pichia pastoris

Ma schopnost metabolizovat metanol jako jediny zdroj uhliku
a energie

Metabolismus metylotrofii umoznuje vytvaret ,,single-cell
proteiny — krmivo pro dobytek bohaté na proteiny

-
" RED STAR}
REDSTARPTY =B i E

Nutrition:

-
-
I
-
-
™
-
-
-
]
-
-
iy
o)
:n

g4
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Heterologni exprese proteint v metylotrofni
kvasince — Pichia pastoris

Dalsi druhy: Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha

1. Jednoduché techniky pro genetickou manipulaci u Pichia,
podobné jako u S. cerevisiae.

2. Kultivace za definovanych podminek véetné velkokapacitni
kultivace

3. Schopnost tvorit proteiny ve velkém mnozstvi, bud’ intra- nebo
extracelularné (samy tvofi jen malo vlastnich exkretovanych
proteinti)

4. Schopnost provadét eukaryotické posttranslaéni modifikace
(glykozylace, tvorba disulfidickych mustku a proteolyticky
procesing).

5. Dostupnost tohoto systému pro komeréni ucely.
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Vektory pro expresi v Pichia

a) jsou kyvadlové (+ E. coli)
b) maji markery pro E. coli a pro kvasinky (ura, his, ade atd)

c) maji expresni kazetu odvozenou z genu AOX
. 5’-promotorové sekvence
. terminator transkripce
. mezi promotorem a terminatorem je MCS

d) u sekrecnich vektor( jsou signaly z kyselé fosfatazy (PHO) nebo
alfa-MAT (pro transport jsou nékdy vyuzivany chaperony)

Hostitelské kmeny:

«  nesou auxotrofni mutace pro selekci vektor(

*  jsou proteaza deficientni

Expresni vektory jsou €asto inzertovany do chromozomu

Vektory s vicenasobnou kopii cizorodého genu

a) kopie genu usporadany ,hlava k paté
b) vektor obsahujici gen kanR — amplifikace pomoci G418
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Metabolizmus metanolu

Metanol

w‘u ktor

Alkoholoxidaza AOX1 a AOX2

v

Formaldehyd + peroxid H

Bunécné komponenty

dehydrogenazy

v

Format + CO,

energie

Po indukci metanolem je 5 % transkriptti tvofeno genem pro
alkoholoxidazu, ktera dosahuje az 30 % vsech proteinu v bunce.

Exprese klonovanych genu se zvysi az 1000x.

V pritomnosti jinych substratu (glukéza, glycerol, etanol) je hladina
AOX nizka — promotor je prisné regulovan (nepropousti) 14



Expresni vektor P. pastoris

E. coli
marker

P. pastoris
marker

Expresni
vektor

3'AOX1 3’konec genu
alkoholoxidazy

Promotor

alkoholoxidazy klonovany

gen

Geny jsou klonovany za silny metanolem indukovatelny promotor genu alkoholoxidazy
(AOX1) vloZeny do expresnich vektori. Syntéza proteinu je spousténa piidanim metanolu
do média, které neobsahuje jiny zdroj uhliku - metanol tak tvofi jediny zdroj uhliku



Konstrukce vektoru s kopiemi expresni kazety

pAO816

8272bp

Inserce fragmentu Bglll-BamHI
do mista BamHI vektoru pAO816

EsoAl (BamH Bl 1y

DalSi selekéni marker:
rezistence ke kanamycinu
(geneticinu) — selekce bunék se
zvySenou rezistenci =
spontanni amplifikace kazety,
vysSi vytézky produktu

pAQ817

Pat ¥977bp
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Zaélenéni genu klonovaného v integracnim vektoru
do specifického mista chromozomu P. pastoris

Integraéni vektor

GOl = gene of interest

1xCO

Chromosome

mutace L

Restrikéni fragment
vyClenény z vektoru

2xCO

T Chomosome

5" AOX1 ACXT 3" AOX1

'

5 AOX1 GOl TT 3 AOX1

Chromosome
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Heterologni exprese genu v P. pastoris

Selection of host strain:
+ wild types
- protease-deficient strains
« auxotrophic strains
* glyco-engineered strains

~
/

/

Expression cassette

(=T ¢ ST ] \

Protein secretion

Genomic integration: ,
« single-/multicopy
« homelogous recombination
- ectopic integration _

N

Promoter:

« constitutive

* inducible
Selectable marker:
= drug resistance

* auxotrophy

\.__________

\4
24w
Intracellular protein expression

B o9y ¥

Secretory pathway:

+ secretion signals:
S.c. a-MF, Pp. PHO1

- proteolytic processing, e.g.:
Kex2p, Ste13p

» glycosylation:
N- or O-linked

= membrane-associated proteins

+ surface display anchors

5'HR, 3’ HR - tiseky homologie s chromozomem pro zaclenéni kazety
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Table 3: Heterologous proteins expressed in P. pastoris

Protein

Bacteria

Bacillus, licheniformis a-amylase

Bacillus stearothermophilus D-alanine carboxypeptidase
Bordetella pertussis pertussis pertactin (P69)

Clostridium botulinum neurotoxin (BoNT) serotype A and B
Clostridium botudinum neurotoxin heavy chain fragment, serotype B
Clostridium botulinum neurotoxin serotype A binding domain
Clostridium tetani tetanus toxin fragment C

Escherichia coli acid phosphatase/phytase (appA2)
Escherichia coli B-galactosidase

Escherichia coli B-lactamase

Leishmania major cathepsin B-like protease

Staphylococcus aureus staphylokinase

Streptococcus equisimilis streptokinase

Streptomyces subtilisin inhibitor

Strepromyces viridosporus TTA peroxidase, endoglucanase
Toxoplasma gondii SAG1 antigen

Vibrio cholerae accessory cholera enterotoxin (Acc)

Fungi *

Alternaria Alt | allergen

Aspergillus awamori glucoamylase

dAspergillus awamori glucoamylase catalytic domam
Aspergillus fiumigatus catalase L

Aspergillus fumigats dipeptidyl peptidase [V (DPP [V)
Aspergillus fumig dipeptidyl peptidase V (DFP V)
Aspergillus giganteus w-sarcin ribotoxin

Aspergillus niger phytase (phyA)

Candida guilliermondii xylose reductase gene (xylI)

Candida rugosa lipase I (CRL)

Fusarium solani pectate lyase (pelC)

Fusartum solani pectate lyase (pelD)

Geotrichum candidum lipase isoenzymes g
Phytophihora cryptogea f-cryptogein

Rhizopus oryzce lipase

Saccharomyces cerevisige invertase

Saccharomyces cervevisiae Ktrlp :

Saccharomyces cerevisiae (-1,2: mannosyllransl‘erase)
Schizophyllum commune vitamin B2-aldehyde-forming enzyme
Trametes yersicolor (white rot fungus) laccase (lecl)
Trichodetma harzianum B-(1-6)-glucanase

Comments: mode, amount,
signal sequence

5, 25g1°!, suc2

S, 100 mg 17, native
Ligl!

I, 8mgl™!

1,390 ug g~

I, 24 mg total

Li12gl!

S, 289 U mg™!

I, 20x10° U mg™

I

S, a-MF

S, 50 mg I™!, a-MF

I, 77.mg 1™ -

S

§,247 ¢ 1“ total prolem, a-MF
S, 12 mg 1!, a-MF '
S, 7 mg 17}, a-MF

S, 0-MF

S, 400 mg I, native

S, 400 mg 1™, PHOI

S, 23 g 1"}, PHO!I

S, PHOL

$, 0.15 mg 1”!, PHOI

S, { mg1~!, synthetic native, PHO1
S, 65 U ml™}, a-MF

I,0.65Umg™'; S, 018 Umg™', a-MF

S, 150 U mi™!, -MF
S, | mg I"*, PHOI
S, native

S, 60 mg 17!, a-MF
S, 45 mg I”!, PHO!
S, 60 mg 1™}, o-MF
$, 2.5g 17!, native
S, 400 mg I-1; PHOL
S, 40 mg 17!, PHOLI
S, 120 mg 17!, a-MF
S, native and a-MF
$,9.3mgl™!

Reference

151,60}
(61]
[62)
(63}
(64)
(65)
(66)
(67)
Y]
[20]
(68)
(69
(70)
7
72
(73]
(74}

[75]
[76)
7
78]
[79]
(43]
(80]
(81)
[42]
[82]
[83]
(84}
185)
[36]
{30]
[87)
(87]
(38]
(89)
[90]

| = intracelularni,
S = sekretovany
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Table 3: Heterologous proteins expressed in P. pastoris

Protein

Protists

Chondrus crispus red alga hexose oxidase

Gracilariopsis lemaneifornis red alga a-1,4-glucan lyase (GLql)
Plasmodium falciparum merozoite surface protein 1 (MSP-1)
Plasmodium vivax apical membrane antigen [ (AMA-1)
Reliculamymﬁfo:'u' (gidnt freshwater ameba) a2, B2 tubulin isoforms
Trypanosoma cruzi acid a-mannosidase

Plants

Allium sativum (garlic) alliin lyase

Arabidopsis thaliuna NADH:nitrate reductase

Barley (Hordewm vulgare) sucrose fructan 6-fructosyl transferase
Barley a-amylase |

Barley a-amylase 2

Barley aleurone tissue a-glucosidase

Coffee bean a-galactosidase

Cynara cardunculus (cardoon) cyprosin

Cynodon dactylon (Bermuda grass) Cyn d |

Galanthus nivalis agglutinin

Hevea brasiliensis hydroxynitrile lyase

Hevea brasiliensis Hev b 7 patatin-like allergen

Maize cytokinin oxidase

Qat phytochrome A, phA

Oat phytechrome A, phyA63 apoprotein

| = intracelularni,
S = sekretovany

Comments: mode, amount,
signal sequence

[
.
S, 24 mg !, a-MF
S, 50 mg 1”1, PHOI
I, 400 pg g™! .
S,

115 pg I"!, native ~

2167 U g™

18 g g™

o-MF

30 mg 17!, native
1 mg 17}, native
o-MF

400 mg 17, a-MF
1 mg 17}, native
1.5 g I”!, PHO!
PHA-E '
2gyt

10 mg 17!, -MF
native
Hpeg”
Wug g™

it

LB LN

Reference

©on
02
93]
{94]
193]
(96)

57
98.99)
(100]
[48]

[43)

{101]
{102]
[103]
(104,105
(45)
(106)
[107.108]
[109)
(1.1
(12
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Ty1 life cycle

Muclear Export

Nuclear impen
and Intagration

Release
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