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ETAPAS DA EXPRESSAO PROTEICA EM
MICROORGANISMOS

1. Amplificacdo do gene de interesse.

2. Elaboracdo do constructo de vetor mais inse
(constructo recombinante).

3. Preparo do constructo recombinante em
quantidade.

4. Preparo das células competentes de expressao
recombinantes.

5. Cultura das celulas com o constructo recombinante
para expressdo das profeinas.

6. Purificacdo e avaliacdo da expressdo.



Comparativos dos sistemas de
expressao em microorganismao

Tempo de expressdo Horas Dias

Vetor insere-se no DNA Ndo — plasmideo Sim
gendmico

Transformacdo da célula Choque térmico - Choqgue térmico -

competente quimica. quimica.
Eletfroporacdo Eletroporacao

Inducdo da expressdo IPTG — NaCl - Metanol
Temperatura

Proteinas ou peptideos  Sim Sim
de fusdo



PCR — Reacdo em cadeia da
polimerase

/ +DMNA-polimerase SINTESE DE
dATP DNA A PARTIR
AQUECIMENTO PARA HIBRIDIZACAO +
—_— SEPARARASFITAS  DOS INICIADORES “EEE DOS INICIADORES
DNA de fita dupla \ :—dTTF

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3

FPRIMEIRO CICLO



PCR — Reacdo em cadeia da

Separagao das fitas de DNA Sintese

) e anelamento dos iniciadores de DNA
Separacdo das fitas Sintese

de DNA e anelamento de DA
dos iniciadores

Separacao das fitas Sintese
de DNA e anelamento de DNA

dos iniciadores

(]  — | | Oligonucleotideos
[ ] [ ] | iniciadores de DNA
L = | 4

| /

- Py
Regiao do DNA rd
cromossomal de e
fita dupla a ser

amplificado

PRIMEIRO CICLO SEGUNDO CICLO TERCEIRO CICLO
(produzindo duas moléculas (produzindo quatro moléculas (produzindo oito moléculas
de DNA de fita dupla) de DNA de fita dupla) de DNA de fita dupla)

Fonte: Bruces, ALBERTS,, JOHSON, Alexander, LEWIS, Julian, ROBERTS, Keith, WALTER, Peter, and RAFF, Martin. Biologia Molecular da Celula, 5 edicdo. ArtMed,
2011. pag 545.




Insercdo do fragmento
amplificado no vetor
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Vetor e iInserto
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Multiplicacdo do constructo
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Verificar a clonagem

2 se encaixa
ao contraria
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Expressdo da proteina
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Purificacdo da proteina
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Expressao em Leveduras

Meio BMGY

Colénias de Pichia pastoris selecionadas
contendo os vetores pPIC9K com a sequéncia do
cDNA dos inibidores

Agitagao 270 rpm 30°C Centrifugagao

1500 rpm 5’
leitura de ODy,,

=2ab

O sobrenadante foi acondicionado em
frascos plasticos e estocado a -20°C

Centrifugagao

A expressao foi conduzida por um
total de 93 horas

@

Sobrenadante

des

cartado

leitura de ODy,,

=1,0

Agitacao

Meio BMMY

'

~

Adicdo de metanol, a cada 24
horas para concentragao final de
0,5%



http://www.sciencephoto.com/media/432756/enlarge
http://www.sciencephoto.com/media/221752/enlarge
http://www.sciencephoto.com/media/213031/enlarge
http://www.sciencephoto.com/media/221752/enlarge

EXPRESSAO PROTEICA EM Pichia pastoris l

Pichia pastoris € um sistema de grande sucesso para a producdo de
uma ampla variedade de proteinas recombinantes.
confribuiram para sua rapida aceitacdo, dos quais o
INncluem:

(1) um promotor derivado do gene alcool oxidase | (
gue € especialmente adequado para a expressdo C
heterdlogos;

(2) a semelhanca das técnicas necessarias para a m
genetica molecular de P. pastoris as de Saccharomy
(3) a forte preferéncia de P. pastoris pelo crescimento aerdbico,
caracteristica fisioldgica que facilita muito sua cultura em altas
densidades celulares em relacdo a leveduras fermentativas;



Selection of host strain:
+ wild types
+ protease-deficient strains Protein secretion
+ auxotrophic strains
+ glyco-engineered strains

s
4 -

/ Expression cassette \

Genomic integration:
« single-/multicopy
« homologous recombination

. ectopic integration Secretory pathway:
Ly « secretion signals:

S.c. a-MF, Pp. PHO1
Promoter: e « proteolytic processing, e.q.:

« constitutive . . Kex2p, Ste1dp
s e Intracellular protein expression | glycosylation:

Selectable marker: % %5’ N- or O-linked _
- drug resistance % . membrangassucuated proteins
» auxotroph + surface display anchors




Gene of interest Kex2 processing signall_ Gene of interest
— 5

5'-GAATTCTTCGAAACGATGNNN..... TAAGCGGCCGC-3 L E K R X..
3-CTTAAGAAGCTTTGCTACNNN..... ATTCGCCGGCG-5' 5-CTCGAGAAAAGANNN. ... TAAGCGGCCGC-3'
EcoRl Noti 3-GAGCTCTTTTCTNNN. ... ATTCGCCGGCG-5'

PromoTER X:
A > AOXT
G > GAP

SELECTION MARKER Y:
H > HIS4
Z = Zeocin™
A > ARG
K = KanR/G418
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