Molekularni biotechnologie C.6
Zvyseni produkce proteinu

« Dalsi postupy vedouci ke zvyseni produkce proteinu



Zvyseni produkce proteinu Ize docilit zvysenim poctu kopii
plasmidu

* Byl konstruovan plasmid-chiméra pCP3

« Z jednoho plasmidu ma fragment c (teplotné sensitivni
pocCatek replikace)

« Z druhého plasmidu ma fragment 1 se selektivhim
markerem (gen pro rezistenci na ampicilin) a

« fragment 3 s regulovatelnym pL promotorem a
mnohocCetnym klonovacim mistem (pro vilozeni
klonovaného genu)

* V bunkach E. coli je lokalizovan gen Clts857 kodujici
teplotné sensitivni represor



Vliv teploty na pocet kopii plasmidu

« Tab.4.2 Plasmid pCP3 tvofi pfi nizké teploté (28 C) 60
kopii/bunku
» A pfi vysoké teploté (42 C) 713 kopii na bunku

 Pri42 C se syntetizuje neaktivni represor a diky tomu
dochazi k transkripci klonovaného genu z promotoru PL
regulovaného represorem Clts857



Konstrukce plasmidu pCP3
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Figure 6.4 Formation of plasmid pCP3. Restriction enzyme Haell fragment c, which
contains the temperature-sensitive replication origin (ori) of plasmid pKMN402, was
isolated and ligated to Haell fragments 1 and 3 from plasmid pPLc2833. pPLc2833
Haell fragment 1 contains the p' promoter and a multiple cloning sequence (MCS).
pPLc2833 Haell fragment 3 contains the selectable marker gene for ampicillin resist-
ance (Amp").



Zvyseni produkce proteinu lze docilit |

Zvysenim poctu kopii klonovaného genu tak, ze
do expresniho vektoru je vlozen fragment DNA
obsahuijici vice kopii tandemove usporadaneho genu

Kazda sekvence musi byt ve spravné orientaci pro
transkripci a translaci.



Obr.4.11

« ZvySeni produkce proteinu zvySenim poctu kopii genu v
plasmidech



Exprese cizorodych proteinu v jinych mikroorganismech
nez E. coli

« E. coli neni nezbytné nutné pouzivat pro expresi
cizorodych proteinu

« Jiné mikroorganismy nejsou dostatecne prozkoumany
(fyziologie, genetika, molekularni biologie)

« Strategie vypracované pro E. coli se daji pouzit i u jinych
mikroorgasnismu



Testovani expresnich vektoru s ruznymi promotory v
ruznych bakterialnich druzich

* Pod ruzné promotory byl v€lenén gen kodujici beta-
galaktosidazu

« A byla testovana hladina exprese tohoto genu (aktivita
syntetizovaného enzymu)



Exprese cizorodych proteinu v jinych mikroorganismech
nez E.coli

Table 6.2 P-Galactosidase activity expressed by gram-negative bacteria carrying
a plasmid vector with the E. coli lacZ gene and a heterologous promoter

p-Galactosidase activity (U) in:

Promoter
Escherichia Rhizobium Rhizobium Pseudomonas
coli meliloti leguminosarum putida

None 16 110 13() 150

Nm 1,400 21,800 13,900) 16,300

lac 2,000 9 050 h,25() 9,800

tac 11,300 2,850 1,150 2,95()

51 4() 3,300 1,200 3,350

_"-.d.l[‘TL'L

{ from Labes et al., Gene 89:37—=46, 1990,



Ukazalo se, ze

VSechny promotory byly aktivni u vsech testovanych
baktérii, i kdyz v rizném rozsahu

tac promotor byl nejaktivnéjsi v E. coli

Promotor genu pro neomycin rezistenci byl nejméne
aktivni v E. coli a nejvice aktivni u jinych bakterialnich
druhu

NejlepSim promotorem v urCitém organismu nemusi byt
promotor nejucinnégjsi v E. coli



Jako univerzalni vektor pro Gramnegativni baktérie

* Byl zkonstruovan plasmid pAV10

Do mnohocetného klonovaciho mista plasmidu pRK290
s Sirokym spektrem hostitelt byl v€lenén 70 bp fragment
transpozonu TnJ, ktery obsahuje 2 prekryvajici se
promotory

« Tn5 je aktivni v ruznych bakterialnich druzich a jeho
promotory mohou usnadnit transkripci cizorodého genu



Univerzalni expresni vektor pro Gramnegativni baktérie

Figure 6.6 Cloning vector pAV10. The
arrangement of the tetracycline resist-
ance gene (Tet"), a Bglll restriction en-
donuclease site, the origin of replica-
tion (orf), a promoter (p), and a multiple
cloning sequence (MCS) is shown. In-
sertion of a cloned gene into the multi-
ple cloning sequence puts it under the
control of the inserted Tn5 promoter
(p). The arrow shows the direction of
transcription. The plasmid is not drawn
to scale.
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V plasmidu pAV10

Byl klonovan gen pro beta-galaktozidazu
Uginna exprese byla zji§téna u rznych druhd
Alcaligenes sp., E. coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella

pneumoniae, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas
fuorescens, Serratia marcescens

Promotory Tn5 Ize pouZzit k transkripci cizorodych genu v
ruznych bakterialnich hostitelich



Alternativni pfistup vyuziva syntetickych promotoru

« Jedna se zejména o promotory BMK (Lactococcus a j.,
které jsou pouzivany pfi vyrobé syrd nebo jogurtl)

« Genetické manipulace maji zvysit kvalitu vyrobku a
nesmi negativne ovlivnit zadnou vlastnost

» (Genovou expresi nelze fidit pfidanim chemického
iInduktoru nebo zmenou teploty

« Genova exprese s vyuzitim konstitutivnich promotoru
BMK byla nedostatecCna

« Silny promotor byl synteticky promotor



Byla zkonstruovana

Plasmidova knihovna syntetickych promotoru
[ actococcus lactis

Oblasti -10 a -35 zustaly zachovany, avSak sekvence
mezi nimi byly zmeneny
Obr.



Zménéné sekvence syntetickych promotoru

5. CATNNNNNAGTTTATTCTTGAC ANNNNNNNNNNNNNN TGRTATAATANNWNAG TAC CTGTT

-3 10

Figure 6.7 Consensus ﬂl;gm ucleotide sequence of Lactocaccus lactis constitutive
promoters The-10and -3) regions are shown in red, and the spacer regionis shown
inblue, To generate the library of synthetic promoters, the N sites were compos sed of
5% each A, C, G, and T; R was & 50% Aand 50% G: and W was 50% A and 50% T

o



Zména sekvenci ovlivnila silu promotoru

« Z 36 ruzné konstruovanych promotoru byl nejaktivnéjsi
promotor 400x silngjSi nez nejslabsi promotor.

« Z nich lze vybirat nejvhodnéjsi promotory pro expresi
klonovanych genu u Lactococcus lactis



