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GENOVE TECHNOLOGIE

Genomika a genova exprese
techniky mapovani gen(, nekddujici ¢asti genomu, bioinformatické nastroje, farmakogenetika, DNA mikroarrays, RNA-seq

techniky, metagenomika, epigenetika
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Rekombinantni proteiny

— Proteomika identifikuje relevantnich proteiny

— Potfeba jejich detailniho studia a charakterizace

— V pripadé praktického vyuziti potfeba produkce ve velkych objemech
— Pfes 100 rekombinantnich proteinl je dnes uzivano jako terapeutika

— Vyjma protilatek mohou byt rozdéleny na:
- nahradu za chybéjici nebo chybné proteiny
- zvySeni hladiny existujiciho proteinu
- inhibici infekéniho agens
- prenaseni jinych molekul

— Exprese genu ve velkokapacitnim méfitku pfinasi celou fadu problému:

- nestabilita vice-kopiovych plazmidu, cena antibiotik
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Exprese v bakteriich

DMA  Promoter  Exon Intran  Exon

Intron  Exon
TRANSCRIPTION
4.4 4 v 7 s . V' . , Primaw 3 =
— Pro zvySeni exprese se pouzivaji specialni plazmidy = expresni et (ANA) EBEIT nten TEER nen £
vektory SPLICING
- silny promotor, adekvatni ori misto, selekCni marker pro
antibiotikum

Messenger RNA

REVERSE TRANSCRIPTASE

Exprese eukaryontnich proteinu je vice problematicka

fc[?;;ﬁg sequence)
— Nutna zaména promotoru, absence sestfihu, nizka mira
translace Fissi
, . . , . INSERT INTO PLASMID Qm
- slaba interakce ribozomu s RBS mistem, nestabilita mRNA, swong /' A
limitni mnozstvi tRNA termingtor /" Bacterial
k. ‘ Multiple promoter
" .y v ’ o g/ cloning site
— Nutnost pouziti specialné upravenych vektoru £ eS)
B
TRANSFORM INTO BACTERIAL CELL
AND EXPRESS
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PREPROINSULIN

Secretion and remaval of signal sequence

— Prvni geneticky upraveny (E. coli — 1979) komeréné produkovany
proteinovy hormon (Ell Ll”y,1982, https://www.youtube.com/watch?v=3uNsBApr-8).

Pair of basic Disulfide
aming acids , bond

— Preproinsulin — Proinsulin - Insulin
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https://www.youtube.com/watch?v=5eKdZ0dVCCo&t=606s
https://www.youtube.com/watch?v=VKpthcW1llU&t=214s
https://www.youtube.com/watch?v=N7vxq948I-U&t=30s

Rekombinantni Inzulin

Epxrese obtizna vzhledem ke komplikovanému Promoter POMEIOSSE  propoggy Foslagesidase SPUIT WITH CYANOGEN
s s ‘3‘ \t BROMIDE
zpracovani ' 2 Y g
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Rekombinantni Inzulin

— Inzulin ma tendenci tvofit hexamery, které jsou neaktivni

— Problém v ramci injek€éniho podani — lokalné vysoka koncentrace

INSULIN MONOMER DIMER HEXAMER

(A+B)

=3

Surface that binds
to insulin receptor is hidden
in hexamer
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Clark and Pazdernik, 2016
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Rekombinantni Inzulin

— Uvedeni ,rychlého® inzulinu (NovoLog) spolecnosti Novo - pfitomnost mutace ProB28Asp 1.
Novo Norais

— Pozdéji uvedeni tzv. ,pomalého” inzulinu (Lantus) spolecnosti Sanofi-Aventis - pfitomnost mutace

AsnA21Gly + 2 x Arg na konci B-fetézce | AI\IAﬁJS'

miuling e ki "0 rical

Short duration, (Insulin lispro, insulin aspart,
fastest acting insulin glulisine)
——— Short duration, (Regular insulin)
slower acting
Intermediate (NPH insulin)
duration, slow acting
Long duration, (Insulin glargine, insulin detemir)

slowest acting

Insulin Blood Level
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Clark and Pazdernik, 2016 SubQ Hours After Injection
Injection
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E. Coli Origami™ 2

— Nesou mutaci v gene thioredoxin reduktazy (frxB) a glutathion reduktazy (gor)

— ZvySeni tvorby disulfidickych vazeb v cytoplazmé E. coli

— Vhodné pro proteiny vyzadujici tvorbu S-S mustkd pro spravné slo

A SHuffle  Origami 2 B SHuffle Origami 2
M C | P S | P S | P S | P S
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kDa

Exprese Oncostatinu M (OSM): A (37°C), B (18°C). C-kontrola
bez IPTG, I-lyzat, P-pelet, S-solubilni frakce (Nguyen et al., 2019,

SciRep)
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Translacni expresni vektory

— Vytvorené pro expresi proteint (pET, pRSET)
- maximalni inicializace translace

- konsensni RBS misto
- ATG kododn v optimalni vzdalenosti 8 bazi od RBS

- klonovaci misto pfimo v ATG koddénu (Nco 1)

— Moznost dalSich komplikaci v ramci skladani proteinu

T7 promoter primer #59348-3

-

pET upstream primer #69214-3
Balll T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCEAAATTAATACCGACTCACTATAGCGGAAT TETCGAGCEGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Ncol His-Tag _Ndel Nhel T7-Tag
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTEETGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGETGGACAGCAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHI sHisSerSerGlyLeuVal ProArgG lySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGin
Eagl thrombin
Notl _ Xhol His-Tag
CTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCE  pET-28a(+)

MetGlyArgGlySerGluPheGluleuArghrgGinAlaCysGl yArgThrArgAlaProProProProfroleuArgSerGlyCysEnd
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Consensus Start Strong
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Clark and Pazdernik, 2016
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Efekt kodonu

— Exprese proteinl v jinych organismech (eukaryontni v
bakteriich)
— Rdzné organismy upfednostiu;ji jiné kodény pro danou AK

- optimalizace pouzitych kodénu v ramci syntézy genu — az
10ti nasobné zvyseni produkce

- dodani tRNA nesouci vzacné kodony do organismu

- E. coli ROSETTA — sedm tRNAs pro vzacné kodony
(AGA, AGG, AUA, CUA, GGA, CCC, and CGG)
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Ribosome

Codons

Amino acids —» @&
@D

8
Vacant site w

rare tRNA tRNA

Clark and Pazdernik, 2016

argNE tRNA "Cam
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prol tRNA
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metT tRNA PRAREQ
4965 bp
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Toxicky efekt nadprodukce

Laktozovy operon

NG RECOMBFANT PROTEIN EXPRESIN0N
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RECTMSIINANT PROTENN EXPRESSION
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Autoindukéni médium

Stationary phase

Plasmid

T7lac

Induction promoter

- i

log LaCtose A"OIactose o ¥ T7 RNA polymerase
phase / LT ‘I ,\

Glucose

Insert

- lac
[-Galactosidase promoter

E. coli chromosomegl”
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Glucose Lactose Glycerol

] 54
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Lactose to
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Inkluzni téeliska

— Spatné poskladané proteiny se hromadi v
inkluznich téliscich

— Molekularni saperony — napomahaji spravnému
sbaleni

— Mozna sekrece protein do periplasmy nebo
media

— Proteiny Ize solubilizovat z inkluznich télisek
chaotropnim Cinidlem a zpétné poskladat
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Sekrece proteinu

— Mozna exprese do periplasmy nebo média

— Sekrece fizena hydorfobni sekvenci na N-konci §tépenou signalni peptidazou
- mozné pridani signalni sekvence k proteinu (riziko inkluznich télisek)
- mozna fuze s pfirozené sekretovanym proteinem (maltéza-vazajici protein v E. coli)
- mozna sekrece v gram-pozitivni bakterii (Bacillus)

- vyuziti specialniho sekrecniho systému Typu | (sekrece hemolyzinu, E. coli) nebo Typu Il (Endotixin A,
Pseudomonas)

- pouziti autotransportnich proteind

I
[
|
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Sekrece proteinu

Sekreéni systémy typu | a

@ o
secretory

A system y

Type |
secretory —»
system

% — Protein to be exported — %

PROTEIN SYNTHESIS IN BACTERIAL CYTOPLASM
Clark and Pazdernik, 2016
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Auto-transportni proteiny

Passenger
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Proteinove glykosylace

— Cela fada proteinu u vyS$Sich organismu je glykosylovana

— Glykosylace je nutna pro spravnou funkci — napf. membranové proteiny

— Bakterie provadi O-glykosylaci (u rodu Campylobacter objevena i N-glykosylace)
— Eukaryotni organismy maji vétSinou N-glykosylace

— Resenim pro expresi glykosylovanych proteint jsou hmyzi buriky
- jiny vzor glykosylace oproti saveum
- feSenim jsou upravené hmyzi buriky se savci glykosylacni drahou

— Zmeéna v glykosylaénim vzoru muze ovlivnit vlastnosti proteinu
- rekombinantni lidsky erytropoetin obsahuje extra N-glykosylacni misto (Asn-Xxx-Ser/Thr)
- nizSi afinita k receptoru, avSak delSi poloCas rozpadu prodluzuje celkové klinickou aktivitu
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Proteinove glykosylace

COMMON PATHWAY Key to symbols

[T} N-acetyl glucosamine

Mannose

A
A Fucose
i I 3 Mammalian
—G—d} Asn' N _ ) Galactose

@ ' v [H N-acetyl galactosamine

N\ <) Sialic acid

\./

A

oo

Low mannose B & _B_{!} Asn
derivatives D_ > g

Derivatives with sialic acid

) Clark and Pazdernik, 2016
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Exprese proteinu v eukaryotickych bunkach

NOVEL AMING ACHDS

— Celou fadu eukaryotickych proteinu je efektivngjsi o ,, .,
exprimovat v eukaryotickych burikach et el
S j -
— Moznost post-ranslaénich modifikaci: M/LY e
- chemické modifikace tvorici nové aminokyseliny . .
. T ’ o o - L ':"""I'“\M_I = ':"S; &, _.:=:~ OO
- tvorba disulfidickych muastk Dot g™ B
- glykosylace
- pfidani funkCnich skupin (mastné kyseliny, acetylace, L
R S od ot
fosforylace, metylace, sulfurylace) ._g f—‘”_';i.::;:;._
- odstépeni pre-kurzorovych proteint potfebnych pro S |
sekreci, slozeni a/nebo aktivaci . y
5 =

PHOSPHORYLATION

D MYRISTOYLATION

Clark and Pazdernik, 2016 WI U I\I I
SC1
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Kvasinky

— Pro biotechnologii cela fada vyhod:
- snadna kultivace v malém i velkém méfitku
- kvasinka S. cerevisiae povazovana za bezpeény organismus
- kvasinky sekretuji velmi malo vlastnich proteint — vyhoda pfi sekreci
exprimovaného proteinu
- DNA maze byt snadno transformovana (chemicky, enzymaticky,
elektroporaci)
- charakterizace celé fady promotoru pro cilenou expresi

- umi celou fadu post-transla¢nich modifikaci charakteristickych pro
eukaryontni organismy

- glykosylace probiha pouze u sekretovanych proteinu

— Castéa sekrece rekombinantnich proteini pomoci signalni sekvence genu
pro pafrici faktor a

— Signalni peptidaza rozpoznava sekvenci Lys-Arg
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Coding region
for signal sequence

| T eDNAfor
Vector DNA Promoter s cloned gene

TRANSCRIPTION AND TRANSLATION

\ N
Prote;, 2
1 n of rnrerest

p— LysArc-;‘i

L L]

A}
Cleavage

Y
Signal peptide from Sit

mating factor o1
SECRETION AND CLEAVAGE

£ op interagt

—— LysArg
Clark and Pazdernik, 2016
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Kvasinky

v 7 v H 2 1 S/, ] E "-
— V soucCasné dobé exprimovany v kvasince S. cerevisiae a P. pastoris: -
Cytoplasm Degradation

= inSU“n [@.""h"m"m" -
- srazeci faktor Vllla i

- ruzné rastové faktory
- virové proteiny pro vyrobu vakcin nebo diagnostiky (HIV, HBV, HCV)

Translation

— NejCastéjSi problémy exprese v kvasinkach:

- ztrata expresnich plazmidd v ramci velkoobjemovych kultivaci | @ Vacuote
- sekretované proteiny zUstavaji mezi PM a bunéénou sténou | '

Vesical Transportation

- dochazi k hyper-glykosylaci sekretovanych proteint (feSeni upravou kmen) Gnfolded) ¥ ¢

protein Protein =
Response || Folding Secretion

Sheng et al. 2017

—
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