|zrazanje v evkariontskih sistemih - splosno

Prednosti: posttranslacijske modifikacije, evkariontska zaporedja niso
citotoksiCna, pravilno zvitje proteinov in oblikovanje disulfidnih vezi
Slabosti: drazja oprema in gojisca, vecja nevarnost okuzb, bolj zapleteni
sistemi, aktivacija prekurzorjev

Vektorji morajo imeti:
- selekcijski gen

- transkripcijski in translacijski stop-signal
- poliadenilacijski signal

Vektorji, ki delujejo kot plazmidi, imajo Se ustrezno mesto ori, integracijski
vektorji pa komplementarna zaporedija, preko katerih pride do prenosa na
kromosom.

Vecina ekspresijskih vektorjev za evkariontske sisteme je prenosljivih: kloniranje
opravimo v E. coli, v evkariontsko celico pa nato vnesemo ze pripravljen
konstrukt.
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|zrazanje v evkariontskih sistemih /2

Vnos vektorja v gostiteljsko celico: transformacija / transfekcija.

Transformacija kvasovk:

- Z elektroporacijo

- preko protoplastov

- s kemicno modifikacijo sten (Li-acetat)
Transfekcija gojenih celic viSjih organizmov:

- kationski lipidi
- koprecipitacija DNA (DEAE-dekstran ali Ca-fosfat)

- elektroporacija
(izraz transformacija uporabljamo za rakaste spremembe sesalskih celic)

Kvasovke so za gojenje bolj enostavne kot druge glive ali viSji evkarionti, zato
obstaja vec izdelanih ekspresijskih sistemov zanje. Nitaste glive so bolj primerne
za proizvodnjo proteinov na veliko, vendar je uspesnih rekombinantnih

proizvodov Se malo (veC patentov kot Clankov).



Kvasovka S. cerevisiae

Prednosti: (ZDA) GRAS (generally recognized as safe) enoceli¢ni evkariont —
posttranslacijske modifikacije so mozne, podrobno raziskana genetika in
fiziologija, biotehnolosSko uporabna, izloCa malo lastnih proteinov, a jo lahko
pripravimo do tega, da izloCa rekombinantni protein, obstajajo mocni
promotorji in naravni plazmid (2|1), ki je uporaben kot osnova za ekspresijske
vektorje.

S. cerevisiae so ze zgodaj uspesno uporabili v biotehnoloski proizvodnji cepiv
(povrsinski antigen virusa hepatitisa B), diagnosticnih antigenov (proteini HIV)
In terapevtskih proteinov (rastni faktorji, insulin, faktor Xlla).

Vektoriji:
- plazmidi (nestabilni sistemi pri velikih volumnih (>10 1))
- integracijski vektorji (stabilno, a le 1 kopija/kromosom)



Kvasovka S. cerevisiae /2

Alternativna klasifikacija vektorjev: YIp, YRp, YEp, YCp, YAC

(integracijski, replikacijski, episomski, centromerni plazmidi, umetni

kromosomi):

- integracijski vektorji nimajo kvasovkinega ori —
se vgrajujejo v genom; selekcijski markerji so

Leu2, Ura2, His3 - deluje samo v sevih, ki imajo
ustrezne mutacije;

-_episomski: imajo ori plazmida 2, 30-50/cel.,

lahko se izgubijo (a je prenos bolj zanesljiv kot
pri YRp);

- replikacijski: imajo ARS (avtonomno podvajajoCa
se zaporedja), zato nastopajo samostojno, a se pri
brstenju vecCkrat izgubijo;

- centromerni: imajo kvasovkin centromer, zato so
stabilni pri celicni delitvi; malo kopij/cel.

YCp

cEN

4

MCS

Integrate by mecombination
1-10 transformants per ug

1 copy in genome

Autonomously replicating
20000 transformants per pg

sevenal episomal copies

Autonomaously rep icating
20 000 transformants per ng

several to 100 coples

Bohave 35 minich omosomes
5.000 transformants per g

1 (7} Copy

http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/Yeast_Biol/04%20Yeast%20Molecular%20Techniques.pdf



Kvasovka S. cerevisiae /3

Optimizacija izrazanja:

- povecanje Stevila kopij / celico

- terminatorji iz kvasovk

- raba kodona

- prepreCevanje agregacije

- preprecCevanje razgradnje s
posredovanjem ubikvitina

(N-koncne fuzije s stabilnimi
proteini kvasovk)

- izbor moCnega promotorja:

* ADH: alkohol dehidrogenaza

* TDH: triozafosfat dehidrogenaza
* GAL: razgradnja galaktoze

* PHOS: kisla fosfataza

* CUP-1: baker-vezavni protein

T

oSt ger®
Promoter type Gene modul Encoded protein Strength
Constitutive  ADH1 Alcohol dehydrogenase 1 4+
PGK1 Phosphoglycerate kinase bt
ENO Enclase
PYK1 Pyruvate kinase H+
Regulated GAL1, 10,7 Galactose metabolic enzymes ++
ADH2 Alcohol dehydrogenasa 2 ++
PHOS HAcid phosphatase ++
METZ25 O-acetyl homoserine sulphydrylase +
CUP1 Copper metallothionein +
Heterclogous  CaMV/ Caulifiower mosaic virus 358 promater
GRE Glucocorticoid response element
ARE Androgen response alamant

Regulation

10-fold induced by glucose

20-fold induced by glucosa

1000-fold induced by galactose

100-fold repressed by glucosa
200-fold repressed by phosphate

20-fold induced by Cu2+

http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/Yeast_Biology/04 Techniques.htm



Kvasovka S. cerevisiae /4

Core Protein
HEc

DITA

Primer: PovrsSinski antigen virusa hepatitisa B:

prvo registrirano rekombinantno cepivo (ZDA, 1986)' -
HBsAg: dober zaScCitni antigen, 226 aa pobmerace

Vnos zapisa v YEp, transformacija S. cerevisiae

HBsAg pravilno zvit, se agregira v prazne virusne ovojnice ali delce (22 nm)
Optimizacija proizvodnje (Smith Kline-RIT): poveCanje Stevila kopij plazmida na
celico, zamenjava promotorja (ADH1 - TDH3)

|zpleni: pred optimizacijo: 0,06 % teze celic; izboljSanje gojisca: 0,4 %;
zamenjava promotorja: 1 %; ostalo (tajni podatki): 6-7 %.
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heasatitis B wirus praduce FBsAg



S. cerevisiae: vektor|

nggmoter of alc. dehydrogenase gene
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(selection marker in bacteria)



Kvasovke: selekcijski marker;i

Selectable genetic markers used in yeast recombinant DNA technology

seMGme e WEDE | SomEmeees leu? - 2-izopropilmalat dehidrogenaza
Recessive LEU2 . . . .
e it o trpl — fosforibozilantranilat izomeraza
Ir: mutations for amino acid biosynthesis h|S3 - ImIdaZO|g|ICGFOl-P-dehldrataza
IRA GCeanes complementing autotrophy for nuclectides ura3 - OrOtIdIn-S’-fOSfat dekarbOkSIIaza

Dominant cCUPT Copper resistance
G478° Aminoglycoside resistance
TN Tunicamycin resistance
AN Kanamycin resistance
Hygromyein
Chiloramphenical © Genes confering resistance to drugs
Canavanineg ~

http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/Yeast_Biology/04 Techniques.htm



Druge kvasovke

Razen S. cerevisiae uporabljamo Se veC drugih vrst kvasovk, najpogosteje metilotrofno
kvasovko Pichia pastoris.

Nekaj proteinov so pripravili tudi v Schizosaccharomyces pombe:
ekspresijski vektorji so komercialno dostopni (Stratagene, Takara)

FLAG™ peptide
Thrombin Enterokinass
CTGGTTCCGLGT GGATCCGACTACAAGGATGACGACGACAAG ATGCATGLTAGLCCGGGLCATGEAGATCTCATGCATGCTCTGTCCTGACCCGEE
Barti . ) Nsil _ Npel Byl Nsil
LIC-left Sphl Sl LIC-right

78TO

7781

eXpression vector
9760 by

VecC skupin razvija tudi ekspresijske sisteme za kvasovki Kluyveromyces lactis in Yarrowia lipolytica,
vendar lahko pride do problemov zaradi nekompatibilnosti vektorjev in manj znane biologije

gostiteljskih organizmov.



Metilotrofne kvasovke

lahko uporabljajo metanol kot edini vir ogljika ( Coionl |
L _ _ CHs0R-H— S CHisom
Rodovi: Pichia, Hansenula, Candida, Torulopsis 3205?-311 GsH
3 4

Metabolizem razgradnje metanola vkljuéuje ved %OliH;CHO"’*’ = GS'CHZNT?\“COﬂiﬂ -
encimov, ki se intenzivno proizvajajo v prisotnosti 2 e HAREL CH
induktorja (metanola) - imajo mo¢ne promotorije, x.‘ﬂ‘l‘fb “reactions Cap sy O
ki so uporabni tudi za usmerjanje izrazanja pia fspmaey [ e
heterolognih genov. . )*FBP*&*FGP

N o " ,

Fig. 2. The methanol pathway in P. pastoris. 1, alcohol oxidase; 2. cata-
lase; 3, formaldehyde dehydrogenase; 4, formate dehydrogenase, 5, di-

Cereghino & Cregg, FEMS Microbiol. Rev. 2000

hydroxyacetone synthase: 6, dihydroxyacetone kinase: 7, fructose 1,6-bi-
phosphate aldolase: 8, fructose 1,6-bisphosphatase.

Komercialni sistemi uporabljajo samo vrste iz rodu Pichia in vrsto Hansenula polymorpha. Prednost
kvasovke H. polymorpha je, da do indukcije pride tudi ob odsotnosti glicerola, ne samo ob dodatku

metanola (pomembno pri velikin fermentacijah). Pri H. polymorpha gre za nakljucno nehomologno
rekombinacijo - integracijo zapisa v genom, kar omogoca pripravo sevov z do 150 kopijami zapisa na
genom (P. pastoris: homologna rekombinacija preko lokusov AOX ali HIS4 [1 do 10 kopij). Vendar pa je
promotor MOX (H.p.) SibkejSi od promotorja AOX (P.p.).

H. p. raste v prisotnosti metanola hitreje kot P.p. z integriranim zapisom v lokusu AOX in je bolj
termotolerantna od P.p.



Pichia pastoris

Najpogosteje uporabljana metilotrofna kvasovka - sistemi patentirani (prevzel Invitrogen).

Selekcijski marker je obiCajno HIS4 (sevi z okvaro v his).

Vektorji so integracijski, vnos v celico veCinoma z elektroporacijo.

Pred vnosom plazmid lineariziramo. Od restr. mest, ki jih za to izberemo, je odvisno, kam se
bo vektor integriral: v lokus his4 ali aox (vedno v regijo, ki je na konceh lineariziranega
plazmida).

Celice proizvajajo v nekaterih primerih izredno visoke koliCine rekomb. proteinov (do 10 g/l
kulture), v povprecCju 10-100x vecC kot S. cerevisiae. Glikozilacija je bolj podobna tisti pri visjih
evkariontih, saj verige sestavlja 8-14 manoznih ostankov (pri S. cerevisiae 50-150)

Pri razgradnji metanola z alkohol oksidazo (AOX) nastajata H202 in formaldehid (v
peroksisomih).

Celice z v gendm vkljuCenim zapisom za zeleni protein najprej gojimo v glicerolnem gojiScu, ko
dosezemo optimalno gostoto celic, pa glicerol odvzamemo in zacnemo dodajati metanol. Pri
wt sevih nastaja alkohol oksidaza, ki lahko doseze koncentracijo ~30 % vseh topnih proteinov
v celici.



Pichia pastoris
Pri P. pastoris loCimo dva fenotipa, Mut+ in MutS.
Mut+: wt AOX, hitra rast na metanolnem gojisScu

MutS: vnos inserta v regijo AOX, po¢asna rast na metanolnem gojiS¢u zaradi AOX2

Celice MutS nastanejo, ¢e pride do integracije v regijo AOX na tak nacin, da se gen za AOX
izgubi (integracija z zamenjavo). Nekateri rekombinantni proteini se bolje proizvajajo v celicah,

ki so Mut+, drugi v celicah MutS.

Glukoza je mocan represor AOX, zato obiCajno v nobeni od stopenj gojenja ne uporabljamo gojisC z
glukozo.



Pichia pastoris: integracija v genom

* Integracija z zamenjavo (- MutS)
* Insercija v his4 s 10,

. .
Insercua v AOX]‘ 3" Paoxy > 3 AOX1 Linearized plasmid
3 AOXT T 3 Pichia genome (hisd)
5" Paoxy Gene of Interest TT HIS4 3 AOXT Plasmid integrated

into genome

P
— Pichia Genome (hisd)
his4.

* mutation

] TT |Gene of Interest @ 5 P ,ox; T 3° AOX1 -
HIS4 hisd.
His* His~

5 AOX1 or aox1::ARG4 Pichia Genome (his4)

5 AOX1or aox1::ARG4

Expression Cassette



3-AOX 14 3’end of AOX1 gene

Pichia pastoris:

-E . . .
ori” 4 Integracijski vektor
region HIS4 «_
‘ : will be 5 Selective
Ampf _ integrated marker for
Into genome yeast
Pichia origin « /| AOX1 terminator
of replication| oriPP AOXTt
AOX1 promoter ,AOX?Q HBsAg ALK m/:inggﬁi
i double
AOXTt crossover
HBsAg event
AOX1p 3. AOX1
Cenomic Genomic
5% I
parent ~—J 77— Yeast requires
AOX1 gene histidine to grow
Yeast can now grow w/o
mutant N histidine o e g
AOXIp HBsAg AOXTH 154 3 -A0XI1

—ill' N [ [l



Pichia pastoris: vektorji /2

Pogosto uporabljan vektor pPIC9 (Invitrogen): 853
prenosljivi vektor (ori ColE1, Amp/KanR; His4); - | ¥ aoxim
AOX 5'/3’, signalno zaporedje aMF (odcep s proteazo . W
KEX in vivo)
>
Alternativni vektorji (pPICZ2): selekcija na S Sall
gojis¢u z zeocinom. pPICQK
9.3 kb
T Bgtil =
v ,»"7-“'3:‘—""‘5‘::E én ~

Femmentaiontime [ h]

Rast v fermentorju: dosezemo visoke gostote, ki se lahko
odrazajo v visoki proizvodnii.




Pichia pastoris: vektorji /3

'-TZ ACKT 'nRhf- 5" end (324)
ACAGCAATAT ATARACAGRA GGEAAGCTECC CTETCITAAA CCTTTTTTTT TATCATCATT ATTAGCTTAC

57 AQXT Primer Ske (ES5-E7S)

TTTCATARTT GIZ‘IGAC'I'GGTT CCAATTGRCA Fs.GCI'I"I'TTGAT TTTAACCGACT TTTAACSACA ACTTGAGRAG

f.II-FE!:ADI (943-121E)

ATCARRARRAC AACTRATTAT TOIRAIGATC CRAROI ATE AGR TTT CCT TCR ATT TTT A ECA
Met Arg Phe Pro S=r Ile Fhe Thr Ala

GTT TTA TIC GCR GCA TCC TOC GoA TTR GOT GOT CCR GTC BRAC L ACR RCR GRL GAT
Wal Len Phe Rla Ala S=r Ser Ala Leu Ala Ala Pro Wal Asn Thr Thr Thr Glu Asp

GAA ACG GCA CAR ATT OO GCT GAA QCT GTC ATC GET TAC TCA GAT TTA GARA GGG GAT
31l Thr Ala @31ln Ile Pro Ala E31lua Ala Val Ile Gly Tyr SE=r Asp Leu 31lu 31y Asp

TTC GAT GTT 3T GTT TTE COCR TTT TOC ARRC A3C ACAR AART AAC 353 TTA TTE TTT ATA
Phe Asp Val Ala WVal Leu Pro Phe Se=r Asn S=r Thr Asn Asn 3ly Leu Leu Phe Ile

o-Facior Primer Sike (1152-1172) i{.’m

T 1
LAT ARCT RCT ATT G0C RAGC ATT GOT SCT ARA GAR GAR 335G GTR TCT CTC GAG RAA AGR
Basn Thr Thr Ils Ala S=r Ile Ala Ala Lys Glu Glu Sly Val Ser Leu Glu Lys Arg

Shonal cleavage (1204) SnaBl  EcoRl Al Nt
i i i

GG GCT GRA GCT TAC GTR GAAL TTC CCT AGS GCG GCC GCG AAT TAR TTCGCCTIAG
31l Ala G1lu Ala Tyr Val G3lu FPhe Pro Arg Ala Ala Ala Aan w4 W

—
ACATGARCTGT TCCTCRATTC RARGTTEGECA CTTAOGRGAR GRACOSETCTT GCTAGATTCT AATCRAGRGS

3" AOQXTPromer Ske (1327-1347)
ATGTCAGRAT GE‘C‘;‘-‘!.TTTGIC‘C‘ TEAGAGATGC RIGCTICATT TTIGATACTT TTTTATTTGT AARCCIATATAE

.T.M1 MRMNA 3" eng (1418}
GTATRGGATT TTTTTTGTCA



Pichia pastoris: vektorji /4

signalno zaporedje aMF - odcep s proteazo KEX in vivo

Pre-peptide directs secretion into ER, signal removed by signal peptidase.

Pro-peptide cleaved In the Golgi by Kex2 endopeptidase




Nitaste glive

Uporabljajo jih predvsem za proizvodnjo lastnih metabolitov: penicilin, citronska kislina.
Nekatere vrste pa so tudi gensko spremenili in uporabili za proizvodnjo heterolognih proteinov,
npr. vrste Neurospora crassa, Aspergillus nidulans, A. oryzae, Talaromyces emersonii,
Penicillium sp.

D &

EN e

Prednost: ucinkovito izloCanje proteinov iz celic.

Neurospora crassa: proizvedli so ze veC proteinov:
MAD, proteaze, rastne faktorje; [Neugenesis] glukoamilazni promotor

Aspergillus: a-amilazni promotor
T. emersonii: endoglukanazni promotor
P. chrysogenum: promotor phoA (kisla fosfataza)
BamHI

) . Xhal 7 EcoRl
Primer: A. nidulans: proizvodnja aril-alkohol-oksidaze iz glive Plerotus S | tacz

promotor: alkohol-dehidrogenaza A. nidulans Spel f];"-””‘l“““f'w O ol
selekcijski marker: argB, terminator: trpC Noil L (@eB0)
gojenje v stresalnih erlenmajericah Sacl e '
indukcija s treoninom; trajanje indukcije 48 h oBSSK* 9B

HindIIl
{arghl 1453)

CiSCenje: gelska filtr. in IEC

Kpnl
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