Zajisténi exprese klonovanych genu v
heterolognich systémech
a jeji optimalizace



Faktory ovliviujici expresi klonovanych genu

A. Regulacni sekvence pro genovou expresi
1. Transkripcni uroven
« Sila promotoru a jeho charakter
« Terminator transkripce
« Stabilita mRNA, jeji posttranskripCni upravy
2. Translacni uroven
« Uginnost vazby mRNA na ribozom
e vyuzivani kodonu
 stabilita proteinu, posttranslacni upravy
3. Transport proteinu
» charakter signalni sekvence
B. Vlastnosti vektoru
« Pocet kopii vektoru (pocCet kopii inzertu)
« Stabilita vektoru
C. Fyziologie hostitelské bunky
e rustové podminky
* enzymovy aparat hostitelské bunky



Signaly ovlivnujici transkripci a translaci
strukturniho genu (bakterie E. coli)

Regulacni signaly pro Regulacni signily pro
transkripci iniciaci translace Klonovany
gen
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Faktory ovlivinujici expresi klonovane DNA

Regulacni

sekvence

vektoru

ZT Promotor

Vlastnosti inzertu

Klonovany strukturni gen, cDNA

P

/

+1 :
T
vedouci Terminator
oblast l transkripce

sila promotoru

|

Vyuzivani kodonu

1. signaly pro iniciaci translace
2.  signaly pro transport v

1.  sekundarni struktura mRNA
2. signaly pro sestfih (3" a 5" konec intronu)




Sekvence bakterialnich prirozenych a
hybridnich promotoru

lac

 GGCTTTACACfTTATGCTT

C ( ~,_TATATT.,
CGAACTAGTTAACTAG

tro CTGTTGACAATTAATCAT
AP GTGTTGACATAAATACCA CTGGCGGTGATACTGA
rec A CACTTGATACTGTATGAA GCATACAGTATAATTG
tacl  CTGTTGACAATTAATCAT CGGCTCGTATAATGT
-»|md1 CTGTTGACAATTAATCAT_CGAACTAGTTTAATGT'
+1
Hybridni

promotory




Sekvence lac, trp a tac promotoru

-35 -10
consensus consensus
5'-TTGACA-3' 5'-TATAAT-3"'

o AU
SCTOCGS FOAALT TG

lac : s 20 ele~a mACACTTTATGCTTCC e‘::\\ N AR NN AN A A NN TR LAV N A VA
-10 RBS Protein

-35
FTGACAATTAATCATCqAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTCACGTAAAAAGGGTATCGACA ATG...-3'

5 ¢ SO LR

-35 -10 RBS Protein

PO AN SRR VRNV G TN O B SRS TR A SICA SRR O
tac: 5'-... TTGACAATTAATCATCGECTCOTATAATCTCTCAAATTOTCAGCCOATAR
Redos T e e A MR SIS A S A N A R N N S e

-35

Hybridni promotor



Regulovatelné promotory pouzivané v expresnich vektorech

E. coli

Promotor

lac-UV5

nezavislost na
katabolické
represi

—{ e |

trp

VyuZziti u
eukaryot

phoA

recA

+— tet

Zdroj

Leftward and
rightward early
promoters of A

E. colilac operon
E. coli trp operon

trp-35 region

lac-10 region

hybrid

E. coli alkaline
phosphatase operon

E. colirecA
gene

Tn10
tetracycline-resistance
gene

Zpuasob regulace

Off
30°C

Tryptophan in
medium

Excess
phosphate in
medium

On

>37°C (in
Clgs; hOSY)

IPTG inimedium

Indoleacetic acid
in medium

IPTG.in medium

Phosphalte-
limited medium

Mitomycin Cin
medium

Tetracyclines
in medium

Promotory faga lambda vykazuji velmi striktni kontrolu transkripce s kratkym lagem mezi
neindukovanym a indukovanym stavem. V neindukovaném stavu nedochazi viibec k transkripci, na rozdil

od promotori ,,metabolickych* operonii, kdy ¢astecna transkripce probiha porad.
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B. subtilis

Streptomyces

S. cerevisiae

Promotor

bla

cat

ay!

ADH

GAL1

GPD-PHOS .

Zdroj

Bacillus

licheniformis
B-lactamase gene

Bacillus pumilis
chloramphenicol
acetyl transferase

Streptomyces
coelicolor
glycerol operon

Yeast repressible

alcohol dehydrogenase

(ADR) gene

Yeast galactose
utilisation operon

Hybrid between yeast

glyceraldehyde
3-phosphate

dehydrogenase and
alkaline phosphatase
.gene promoters

Glucose in

High glucose
in medium

Glucose in

Excess phosphate
in medium

Zpuasob regulace

On

B-lactams
. . |
in medium

Chloramphenicol
in medium

Glycerol in
medium

Low glucqse
in medium

Galactoselin
medium

Phosphate-limited
medium



Vliv vzdalenosti mezi promotorem a startem
translace na mnozstvi vytvareneho proteinu cro

zmeény vzdalenosti

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII#

Transcription from Recognition sequence Translational start
fac promoter for endonuclease BamH]1 _ _ signal for cro gene

SDe I SDero

AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACAC QGG}&AACAGGATCCGGGACTATTTTACGTATGGCGGTGATAATGGTTGCATG-TACT&AGGA:GGTTGTA TG
TTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCOTAGGCCCTGATAAAATGGATACCGCCACTATTACCAACGTACATGATTCCTCCAACATAC

A | 63 T A A A A A
(" pTR213 — ] -
| 5TR199 O'EES:
TR214 -
Delece P P
° ,h < pFR188 - .
ruzneno oTR194 0.51
rozsahu | pTR210 085
pTR182 0.0012
_prriso <0.0006

t

Relativni mnozstvi
produkovaného proteinu cro




Sekundarni struktura cro-mRNA

MnoZstvi proteinu

163%

8%

100%

S-D

b

’
.
i

TR213

AU
G

TR199

Iniciacni kodon AUG je
soucasti smyCky — protein
cro se tvori v malém
mnozstvi
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Vliv regulacnich sekvenci na vytézek t-antigenu
SV40 z ruznych plazmidovych konstruktu

% celkového | Vzdalenost | Sekvence oblasti pro iniciaci translace vektor
proteinu SD-ATG

0.068 9 AGGAAACAGAAAGATGGAT pTR436
1.0 9 AGGAAACAGCCAGATGGAT HP1

0.01 5 GTCGAGGAATTCCATGGAT pPLcSVt5-372
0.1 5 ATTGGAATTCCATGGAT pPLcSVt5-37
2.5 8 TTGGAATTATTCCATGGAT pPLcSVt5-379
1.0 9 TTGGAATTAATTCCATGGAT pPLcSVt5-374
0.01 9 AGGAATTCCAAAGATGGAT pPLcSVt5-72

SD Inic.kodon
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Mechanismus pusobeni sekvence riboswitch na mRNA

Riboswitch je regula¢ni segment mRNA, ktery vaZze malou molekulu, coZ méni strukturu
této mRNA a ovliviiuje transkripci (a) nebo translaci (b)

a) Terminace transkripce. Vazba malé b) Iniciace translace. Vazba malé molekuly
molekuly na riboswitch ve vedouci sekvenci  na riboswitch navodi vytvoreni vlasenkové
mRNA navodi vytvoreni vlasenkové smy¢ky, smycky, v niZ se nachazi RBS. Ribozom se
ktera ukonci transkripci. nenavaze a translace nezacne.

| rib operon of B. subtilis works in this way. | | translation of mMRNAs coding for enzymes involved in FMN synthesis.

Riboswitch @

Riboswitch
antiterminatorova
Vlésenka Ribosome
mRNA | w " §
[ ~ B O AUG | ]
— Lo J—p
Transcription proceeds Q Translation proceeds
Small £ ]\ Small w
molecule molecule

Hairpin loop
terminates transcription.

Hairpin loop blocks
ribosome binding.

© 2012 Pearson Education, Inc



Lyzinovy riboswitch

g pﬁdéni° \

JERNNEN]

terminator
transkripce

aspartatkinaza
antiterminator

—-UUUUU Kédujici oblast lysC

Lyzin neni pfitomen, Lyzin je pfitomen,
gen lysC je prepisovan transkripce genu lysC
je ukonc€ena



Posun vzdalenosti mezi promotorem
a klonovanym genem

BamHI EcoRl

J kohezni
EcoRI konce

Stépeni EcoRl PN
BamHl * e
u jednotlivych molekul

Q /\ EcoRl
T4-liga .
gazd ~ klonovany gen
BamHl

EcoRI ||

klonovany

en
g rizny rozsah odbourani DNA

lac-Promotor-fragment
(95 bp)

T4-Ligase
/ posun

EcoRlI vzdalenosti

Stépeni
BamHl

\

EcoRl

Stépeni Exolll
a S1 nukleazami

lac
Promotor-

klonovany gen
fragment

EcoRl

klonovany gen

EcoRI 15



Pouziti teplotné senzitivniho represoru cl857pro regulaci

promotoru PL faga A

inaktivni

Operator
O.P Promotor

klonovaci
misto

aktivni

chromozom E. coli

Promotory faga lambda vykazuji
striktni regulaci transkripce

s kratkym lagem mezi
neindukovanym a indukovanym
stavem. V neindukovaném stavu
k transkripci vibec nedochazi, na
rozdil od promotorU
“metabolickych” operonu, kdy
castecna transkripce probiha stale.
Problém s termoindukci u ts
promotoru je ve velkokapacitnich
nadobach, kde je obtizné zvysit
rychle teplotu z 30 na 41°C.

cl857 |

- - Lambda cI857-lysogen

Pri 32°C se termolabilni represor cl857 kddovany genem cl na chromozomu
vaze na operator O, na plazmidu a zabranuje transkripci z promotoru P, .

Zvysenim teploty na 41°C je represor inaktivovan, uvolni se z operatoru a

transkripce klonovaného genu probiha.
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Regulace genové exprese promotorem pL faga A

A Active cI protein Pri 30°C se ts-represor cl, ktery je
konstitutivné syntetizovan pod

/ w kontrolou vlastniho promotoru pcl,

MRNA N\~ vaze na operator oL promotoru pL a
30°C tim zabranuje expresi cilového genu

/  Produkt se netvori

pt  Targetgene TT

Active cI protein Inactive protein C I 857
A — |

Pii 42°C je ts-represor cl
inaktivovan a dochazi k
transkripci cilového genu

Produkt se tvori

ot pt  Targetgene TT

17



Expresni vektory obsahujici T7-promotor

RNA-polymeraza T7 rozpoznava pouze promotory genu faga T7

+« [/ promotor

+ Klonovany gen

Promotor lacw \ %

represor Produkt
klonovaného genu
+IPTG

e |

uvolnéni Gen kédujici T7-polymerazu
represoru

18



Regulace genové exprese cilového genu kontrolovana
promotorem p17 faga T7

T7 RNA polymerase

&\

1 p”  Targetgene TT
; i mRNA /\/-\/\_ Za nepritomnosti induktoru (IPTG) represor
repressor , L.
- o/\ lac reprimuje syntézu T7-polymerazy, ktera je

pod kontrolou lac promotoru a lac operatoru a
cilovy gen se neprepisuje. Po pridani IPTG je
TRNA e lac-represor inaktivovan, T7-polymeraza se
polymerase gene tvori a je prepisovan cilovy gen

e | Gen lacl miize byt na jiném vektoru nez
SRS gen pro T7-polymerazu a cilovy gen




Systém T7 pro expresi proteinu v E. coli DE3

lacO

E. coliRNA
polymerase

lac

repressor

T7 lysozyme

pLysS

T7 lysozyme
gene

lacO

IPTG dissociates lac repressor to initiate transcription T

Target gene

/
/

/| Expresni

8 : vektor

lac
repressor

L lacl

gene

<~\

Toxicita T7 lysozymu pro buiiku

Druhy vektor urCeny
k inaktivaci nizké hladiny
T7-pol vytvarene i bez
indukce




Terminatory transkripce pouzivané
v expresnich vektorech u E. coli

a) terminatory T1 a T2 bakteriofaga lambda

b) terminatory T1 a T2 z operonu rrnB rRNA E. coli
pouZzivaji se v tandemu

Ucinna terminace transkripce je esencialni pro
dosazeni vysoké hladiny exprese:

- zvySuje stabilitu mRNA,

- zvySuje hladinu akumulovanych proteinu.

Silné terminatory se zarazuji rovnéz pred inducibilni
promotory, aby zabranily transkripci z promotoru

lokalizovanych pred klonovanym genem (,,read-through*)
21



Stabilita mRNA

Rychlost syntézy proteinu zavisi na mnozstvi mRNA v burce
Existuje rovhovaha mezi syntézou a rozkladem daneho druhu
MRNA /turnover/

Snizeni rozkladu mRNA (kombinované pusobeni endonukleazy
a 3’exonukleazy)

u E. coli Cini polo€as rozpadu molekul mRNA 1-2 minuty
poloCas rozpadu mRNA genu 32 bakteriofaga T4 je 20 minut a
vice — za zvysSenou stabilitu jsou odpovédné specifické
sekvence, které se nachazeji pred iniciacnim kodonem genu
32 — diky této 5" neprekladané sekvenci mohou byt take
stabilizovany jiné mRNA molekuly.

Konstrukce plazmidu s expresni kazetou genu 32, pomoci niz
je mozné v bunkach E. coli syntetizovat velka mnozstvi cizich
proteind. Vzniklé hybridni transkripty maji dlouhou Zivotnost.
PolocCas rozpadu se podle klonované sekvence pohybuje od 4
do 10 minut.

22



Zajisteni ucinne translace

Interakce mMRNA s 16S rRNA pri iniciaci translace

16 S rRNA

AGGAGGU

C S=D se'quen ce

3 AUUCCUCCACUAG

U

c

Iniciacni
kodon

;5'

P

fMet-tRNA et

W—cono>oncPr/conp@

5’
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4 L] L] L 4 r

oblasti, jejichz sekvence jsou vice ¢i méné konzervovany:

1.

Shine-Dalgarnova sekvence, v niz se obvykle vyskytuje sekvence
5'UAAGGAGGU 3'.

U mRNA (alespon polycistronické) jsou soucasti RBS jeden nebo
vice terminacnich kodonu.

U gend, které jsou silné exprimovany (napf. geny pro fagové
kapsidy nebo ribozomalni proteiny), se v RBS nachazi sekvence
PuPuUUUPuUPu (nebo sekvence ji podobna). Byva oznaCovana téz
jako RRUUURR sekvence. Muze se vyskytovat vedle SD-sekvence
nebo misto ni. Ukazuje se, ze pritomnost této sekvence je nezbytna
pro translaci eukaryotickych genu v E. coli, jak bylo zjiSténo

pfi expresi malého T antigenu SV40.

24



Synteticky pripravené ribozomoveée
vazebné misto

1. S-D sekvence
2. RRUUURR (GGTTTAA)
3. Terminacni kodon TAA

klonovany gen

v TAAGGAGGTTTA /
smer K promOtorU — EEEEEEEEEER kédUJl’Cl’ sekvence

L
3" ACGTATTCCTCCAAATTCGA §5°
t t
Pstl kohezni Hindlll kohezni misto

misto

25



Zajisteni ucinné translace pouzitim
optimalizované RBS

gen bez RBS a ATG,
s terminacnim kodonem

RBS ATG
5 LAANN TAAN NTAAGGAGGAAAAAAAJm—it?mm:I::I— i
. ot

|ze pozmenovat sekvenci
nebo vzdalenosti

Syntetické RBS

: , Gen zajmu viozen za RBS 26



Rluzné ¢teci ramce vzhledem k iniciaci translace genu
lacZ u tii riznych vektoru

— — Cteci ramce

L aazws  UEAILS inzert
g WS ¢ TTARla i
Proximalni Cast ECORI + 2GC
genu pro B-gal

7 \ % A &

GGG||AATT C :
$2 AAZ2 Inzert
Ccc TTAA|G :

~—

+2GC

NN EEN T

' GGGGG|IAATT [ -
?3 AAZ3 Inzert

CCCCC TTAA|G

V devatém kodonu genu pro p—galaktozidazu je jedineéné misto pro EcoRI. Cteci
ramec, ktery timto EcoRI mistem zacCina, byl oznacen jako ® 1. Byly pfipraveny AAZ
vektory se zabudovanym fragmentem v ¢tecich ramcich ® 2 a ® 3 pfipojenim 2GC. 27



Zvyseni genové exprese konstrukci homopolycistronicke

sekvence
Q pA 4 y A y & J)
W 1 | I S
= RBs RBS RBS RBS _ﬁ_
jeden promotor Transcription

jeden terminator '
vice kopii genu A

Transéription
from multiple RBSs

mRNA

28



Srovnani vyuzivani kodonu silné a slabé

U C A G
silné/slabé silné/slabé silné/slabé silné/slabé
Ph 39 151 93 36 [ 34 96 13 34 | U
e{ 113 102 . g7 49 Tyr<l g8 & | Cvs 23 39 |C
Ser ¢ | o
Leu{ 12 71 6 37 ochre opal A
; 16 64 12 62 amber Trp 25 66 | G
26 73 21 29 ) j 19 95 | 223 99|y
33 69 > 46 His . 75 o 101 133 | C
Il_e.uw. > 3 22 Pro; 26 45 38 90 Arg { - 3 27 | A
345 294 162 101 Gln . 169 166 ' l =+ 1 a2 | G
‘ J 67 156 - 103 46 A f 13 101 10 56 | U
!|e 262 118 Thr. 137 119 Sni 159 o8 Ser 49 61 | C
2 27 S s a2 259 163 >3 28 |A
Met 140 130 28 76 Lys 106 44 Ar_g{ -1 17| @G
192 108 173 87 A 116 183 226 124 | U
| a1 e as 178 | "PY 204 06 174 140 | C
Vals Alay : ' Gly
119 a8 119 107 333 210 - 4 42 | A
83 123 129 149 Glu { 106 98 »14 66 | G

exprimovanych genu u E. coli

Silné exprimované geny
predstavuje 24 druh(
MRNA s celkovym poctem
5253 kodonu. Mezi tyto
geny patfi gen pro
RNA-polymerazu, geny
pro dvanact ribozomovych
proteinU, nékolik proteinu
vnejSi membrany a geny
pro elongacni translacni
faktory.

Slabé exprimované geny
predstavuje 18 druh(
MRNA s 5231 kodony.
Patfi sem nékolik
represorovych gend,

gen pro transponazu

a B-laktamazu.

Kodony, které jsou Cteny jen jedinou tRNA a jejichz vybér je zavisly na povaze a sile interakci mezi

kodonem a antikodonem, jsou v ramecku. Sipkami jsou oznaCeny kodony, které jsou pouzivany jen
zfidka a mohou se podilet na regulaci genové exprese.

29



Reseni problému rozdilného vyuzivani kodonu

1. Koexprese genu pro tRNA pro alternativni kodony

« pfiprava kmenu s klonovanymi geny pro tRNA na
samostatnych vektorech

 kmen E. coli Rosetta ma geny pro tyto tRNA na plazmidu,
ktery je kompatibilni s expresnim vektorem.

2. Zména méné cCasto pouzivanych kodonu mutagenezi in vitro
za kodony pouzivané castéji (pracnéjsi postup)

30



Dosazeni vysoké exprese cizorodého genu v kmenech
E. coli obsahujicich geny pro vzacné tRNA

Standardni kmen Upraveny kmen

E. coli host cell E. coh host cell

,l 1 / Overproduced tRNA

. /D i -
Plazmid : Plazmid

s cizorodym | 1 ,_ s cizorodym 11
genem ‘ ' genem 1

Nizka hladina Vysoka hladina
exprese exprese ciziho
ciziho genu genu

31



Zvyseni stability cizich proteint v E. coli

Zmeéna lokalizace (poloCas krysiho proinzulinu v E. coli je

v cytoplazmeé 2 min, v periplazme 10 x vysSi)

Tvorba faznich proteinu (bakterialni + eukaryoticka ¢ast = p3-
galaktozidaza + somatostatin, pak stépeni fuzniho proteinu)
Exprese v mutantach E. coli s nizsi aktivitou intracelularnich

proteaz (lon-proteaza — zabranuje akumulaci denaturovanych
nebo jinak pozménénych polypeptida).
Snizeni degradace proteint produktem genu pin faga T4

(protease inhibition) — stabilizace eukaryotickych proteinu
(interferon)

32



Zvyseni stability proteinti zménou sekvence
jeho aminokyselin

Stabilita B-galaktozidazy po pridani aminokyselin k jejimu N-konci

Pridané minokyseliny Poloc¢as
Met, Ser, Ala >20 h
Thr, Val, Gly >20 h
lle, Glu >30 min
Tyr, GIn ~10 min
Pro ~7 min
Phe, Leu, Asp, Lys ~3 min
Arg ~2 min

PEST = aminokyseliny (prolin P, glutamova kys. E, serin S.
treonin T), jejichz pritomnost v urcitych vnitrnich oblastech
proteinu zvysuje jeho citlivost k proteolytické degradaci
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Vytvareni fuznich proteint

Fuzni protein: produkt vytvoreny po spojeni dvou nebo vice
genu/sekvenci:

1. Prirozeny gen hostitelského organismu = stabilizujici partner
(cizi proteiny jsou v heterolognich systémech casto
nestabilni)

2. Cizorody gen (gen zajmu )

3. +/- spojujici sekvence (oligonukleotidovy linker), kédujici
kratké useky aminokyselin rozpoznavané nebakterialnimi
proteazami

* umoznuji dodatec¢né odstépeni cilového produktu z
fuzniho proteinu

* pouzivaji se k purifikaci rekombinantnich proteint

34



Klonovaci vektor pro pripravu fuznich proteinu

Zkraceny gen pro
B-galaktozidazu, vlozeny
mimo Cteci ramec genu ompF

Selekéni marker

N-terminalni Cast
genu ompk

Cizorody gen

Abcl  lacZ

Cut with
Abcl

Klonovaci misto

\ 4

Signaly pro transkripci,
translaci a sekreci
fuzniho proteinu

* | Tribridni
N protein

\ 4

Napf. antigen pro
pfipravu protilatek




Néekteré fuzni systémy pouzivané k purifikaci
cizorodych proteinu vytvarenych v E. coli

Fazni partner Velikost | Ligand Podminky eluce
ZZ 14 kDa 1IgG Low pH

His tail (tag) 6-10 aa Ni2* Imidazole
Strep-tag 10 aa Streptavidin Iminobiotin
PinPoint 13 kDa Streptavidin Biotin

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

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

Z7 = fragment proteinu A (S. aureus); His = histidin; Strep-tag = peptid s afinitou
ke streptavidinu; PinPoint = fragment proteinu biotinylovany in vivo v E. coli;
MBP = protein vazajici maltozu; GST = glutation S-transferaza; Flag = peptid
rozpoznavany enterokinazou; Mab = monoklonalni protilatka.




Purifikace fuznich proteini
imunoafinitni chromatografii

interleukin-2
s Vychozi
B o} / koncentrovana smés
markerovy peptid 8 € ,
sekretovanych

dalsi proteiny proteini

Polypropylenova
podlozka

7
Protilatka proti markerovému

peptidu
Markerovy peptid se vaze k
( ﬁ;/ protilatce
e
'
|

0g®e DalSi proteiny prochazeji
kolonou

=
By,
[, VO

b Fuzni protein

je eluovan 37



Fagovy disple;j

Vystaveni proteinu/peptidu na povrchu bakteriofaga

— antibody
fragments (scFv)

ene 3 protein

minor coat protein) Phage Library

gene 6 protein

(minor coat protein) irion
gene 8 protein Coat
(major coat protein) protein
fused to
antibody genes /
(for VH and VL)
-+ Vvarious peptide

gene 3

gene 7 and 9 proteins
(minor coat proteins)
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Proteolytické stéepeni fuzniho proteinu krevnim

koagulacnim faktorem Xa

Rozpoznavaci linkerova Misto Stépeni

sekvence stepena Xa l
A
-

e
... Thr-Ala-Glu-Gly-Gly-Ser-lle-Glu-Gly-Arg-Val-His-Leu ...

. J .

J

Y A

N

Cast prvniho proteinu Funk&ni protein
klonovaného genu

Linkerova sekvence neni St€pena
bakterialnimi proteazami
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Fig. 7-79. Thin sections of E. coli bacteria showing granules
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TFi mozné zpusoby transportu sekretovanych proteint

Vyzadovany
produkty mnoha
dalSich genu
Growth g
medium 4L
2 Viiv 1)
Outer struktury
membrane C-konce
Periplasmic
space
1 I - 1
Inner Signal Pullulanase Signal
membrane peptidase complex peptidase

A. obecna exportni draha (general export pathway, GEP) — SP + Sec proteiny (chaperony)
B. draha IgA-proteazy (SP + C-konec proteinu)

C. draha nezavisla na SP — vyzaduje ABC-transportery (ATP-dependentni transportni proteiny)
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Priklady signalnich sekvenci riiznych proteint

-34 -3 -3z -n

Preproinsulin {Rar)(S)
Pre—llnirﬁlunoglobulin—I(—tht chain {Mousei{S}
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Pre-Growlh hormone {(Rat)}(S)

Pre—Giycuprnfein (Vesicular Stomatitis Virus) (M)

Pre-p-Lactamase (pBR 322) (S)
Pre-Maltose-Binding protfein .(E,coli)[Sl
Pre-0mpA-Protein (E.coli) (M)

Pre-(ﬁat protein {Phage fd}(M)

Pre-p-Lactamase
{Bacillus licheniformis) {S)
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Fig. 7-78. Amino acid sequences of N-terminal signal sequences of various precursors for membrane proteins (M), and a variety of secretory proteins (S)..

The vertical line indicates the transition from hydrophilic to hydrophobic regions within the signal sequences, the arrow the start of the mature proteins.

N-konec obsahujici polarni aminokyseliny

)
Hydrofobni aminokyseliny

Misto stépeni SP

Zraly protein
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Instabilita vektoru

1. Segregacni instabilita: Ztrata plazmidu, ke které muze dojit pfi
déleni bunék v dusledku:

« chybéni funkce par (partitioning) u nékterych vektort (pBR322),
ktera zaruCuje rovnomerné deéleni kopii do dcerinnych bunék.
Problém Ize reSit selekci antibiotiky, nebo Ize oblast par klonovat,
napr. z pSC101 do pBR322 a tim plazmidy stabilizovat.

« vytvareni multimernich forem plazmidu a nasledné
nerovhomerne predavani kopii do dcerinych bunek. Multimerni
plazmidy nevznikaji u ColE1, ktery vyuziva rekombinacni systém
cer xer, ktery rozklada multimery. Toto misto Ize klonovat do
plazmidud typu pBR322 a eliminovat problémy s multimerizaci.

Moznou strategii pro prekonani segregacni instability je eliminace
bunék, které plazmid ztratily (napr. pouziti genu cl faga
v klonovacim vektoru a vyuZziti lyzogennich hostitel(i)

2. Strukturni instabilita: Dusledek deleci, inzerci nebo translokaci
v chromozomech, plazmidech nebo virech (homologni rekombinace

a transpozice). 13



Prekonani segregacni instability vektoru
eliminaci buneéek, kterée vektor ztratily

1. krok

2. krok ;

O /)genizace
cl Acl

e —

v Represor cl vytvareny
Ztrata vektoru rekombinantnim
vektorem udrzuje
l bunku v lyzogennim
stavu
Indukce profaga

!

Lyze bunék
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Vektory s dvojim pocatkem replikace
pro regulaci poctu kopii vektoru

P-RNAII nahrazen
P-lambda

Pocatek replikace
zajistujici vysoky
pocCet kopii

ApL
/‘If
CelEl

pMG411
(6.51kb)

Nizkokopiovy pocCatek

replikace Ori pSC101

30°C - aktivni je pouze
e o tepressor ori pSC101
O_ . | O 4 kopie plazmidu/
o= ——>—"/ | chromozom
l indukce
42°C — inaktivace represoru
é)o% %OOO % cl, aktivace ApL, aktivace
ori ColE1l
OO O° A0S |

140 kopii plazmidu/
chromozom




Priprava vektoru s regulovatelnym ts-pocatkem
replikace a s regulovatelnym ts-promotorem

Fragment 1
obsahuje pL
promotor a MCS

Fragment c

obsahuje selekcni

obsahuje ts-ori Cut with
lHaeII

Cut with
l Cut wi Fragment 3

marker AmpR

Isolate fragment ¢ Isolate fragments 1 and 3

Buiiky s plazmidem pCP3
nejdrive rostou pri 28°C, kde je cl
funk¢ni a promotor pL je vypnut
a pocet kopii pCP3 je nizky. Pri
42°C je cl inaktivovan, pL se
aktivuje a pocet kopii se zvysi vice
nez 10x

Rust v E. coli
s genem cl
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Vliv teploty na pocet kopii plazmidu u tri
expreshnich vektoru

Pocet kopii plazmidu v
Plazmid bunce Promotor pt
28°C 42°C
PKN402 82 512 ne
pPLc2833 38 42 ano
pCP3 60 713 ano




Dusledky vyplyvajici z pritomnosti
rekombinantniho plazmidu v bunkach

1. Snizeni rustove rychlosti bunék
2. Zmeny morfologie bunék, nebo zvysena fragilita bunék
3. Restrukturalizace klonovaného genu (rekombinace)

* vybér vhodného plazmidu RC x theta

Vliv poctu plazmidovych kopii na ristovou rychlost hostitelskych bunék

E. coli HB101 Plasmid copy Relative specific
with plasmid number growth rate
None 0 1.00

A 12 0.92

B 24 0.91

C 60 0.87

D 122 0.82

E 408 0.77 7
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Kompetice mezi pomalu rostoucimi burnkami produkéniho kmene (== )
(obsahuje vektor) a rychle rostoucimi mutantami (které ztratily vektor)

St g i

L | 1. ztrata rekombinantniho
Bl )y | plazmidu (x antibiotika)
/|2 snizeni podtu kopii
Eo R ~ plazmidu

. restrukturalizace
transgenu

Pocet bunék,
které ztratily =~ 0 bbbl
plazmid |t ok b | b

| Poget bungk
produkéniho kmene —
obsahuje plazmid

Cell numbers (parent) _

i ¥ i H .

1 butka |_pF———— | 2x10° bunék

” e e e e e B

Cas0 | .. ge®.. . . | CasO 49




Integrace klonovaného genu do bakterialniho
chromozomu

A

Chromozomova
DNA

Misto integrace

B

Klonovany gen

plazmid

—
i o
i mwaE
’ 4

Klonovany gen

Chromozomova
DNA

Klonovany gen

Misto integrace

plazmid

plazmid

Chromozomova
DNA

S —

Klonovany gen

A. Klonovany gen je

vlozen do sekvence
klonovaného useku
chromozomu, 2 x

CO vede k integraci
klonovaného genu.

. Klonovany gen je

vlozen pobliz
klonovaného useku
chromozomu, 1 x
CO vede k integraci
celého plazmidu
vCetné klonovaného
genu.
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Pocet kopii klonovaného genu pro a-amylazu
v B. subtilis a jeji aktivita v bunkach

Pocet kopii/genom Activita (U/mL rostoucich bunék)
2 ) 500
5 2,300
[ ch?oer?%znoamu 3,100
8 3,400
9 / 4,400
Multicopy plasmid (20-40 kopii) 700

Gen pro a-amylazu z B. amyloliquefaciens byl vioZzen do oblasti pochazejici
z chromozomu B. subtilis naklonované v plazmidu E. coli, konstrukt byl vnesen
do B. subtilis. Plazmid nesl rovnéz geny pro rezistenci k chloramfenikolu a
ampicilinu. Bunky B. subtilis s plazmidem byly péstovany v prostredi
s chloramfenikolem, coz vedlo k selekci bunék se zvySenym poctem kopii
integrovaneho plazmidu, tim zvyseni pocCtu kopii genu pro amylazu a ke
zvyseni jejiho mnozstvi v bunkach.
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Struktura rozpoznavaci sekvence lox P faga P1

IATAACTrCGTATA ) GCATACAT( TATACGAAGTTAT

Podle orientace loxP sekvenci je usek DNA mezi nimi
mistné specifickou rekombinaci prostrednictvim
Cre-rekombinazy bud’ deletovan nebo invertovan
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Odstranéeni selekcniho markeru po vneseni
plazmidu do bakterialniho chromozomu

Marker
loxP  gene  loxP

Cloned

gene

Homologous
Site ofb >chromosomal DNA

)Homologous

recombination

| Gen cre je na samostatném
l* Cre protein <—— nlazmidu pod kontrolou lac
promotoru (indukce IPTG)

..... wmoo—a— w0
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w

Vlivy prostredi ovliviujici expresi
genu a tvorbu produktu

Slozeni kultivacniho media, zdroje zivin (laktéza x glukéza
— ovlivnuji inducibilni systémy - lac)

Teplota (pri nizsi teploté byvaji cizi proteiny méneé toxickeé)
pH

Koncentrace kysliku
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Dukaz tvorby cizorodého produktu

* Imunologicke testy

*  Enzymové testy

+ SDS-PAGE

* Minibunky

« Maxibunky

« Transkripce a translace in vitro
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AZ 80% problému pri klonovani cizorodych geniti spociva v toxicité proteinti,
zbyvajicich 20% je zpusobeno jinymi faktory (nap¥r. vyuzivani kodonii)

- Toxicita jednotlivych typi rekombinantnich molekul pro hostitelské bunky:

- Rekombinantni DNA neni obvykle ,,toxicka*, pokud neobsahuje
repetitivni sekvence (méné nez 1% pripadi)

- Funk¢ni rekombinantni RNA miiZe byt toxicka (asi 15% pripadii)
- Toxické proteiny (vice nez 80% pripadii)

- normalné je protein vytvaren v urcitém kompartmentu bunky, béhem
definované Casové periody a v urcitém mnozstvi (prostorova, ¢asova a
kvantitativni exprese)

- reckombinantni proteiny jsou vytvareny do nefyziologickych koncentraci

- funkce rekombinantnich proteinii muze byt pro bunky Skodliva az toxicka —
pomalejsi rast bunék, nizsi hustota bunék
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