UFABC

Bacharelado em Biotecnologia

Expressao de proteinas
recombinantes em
bactérias

Proteinas recombinantes
Sergio Daishi Sasaki
(NHZ6006-18)

Universidade Federal do ABC



De busca no puk

" - 50655 artigos

» Para sisterr

Bl
. »

l.
Bl

318



ETAPAS DA EXPRESSAO PROTEICA EM
MICROORGANISMOS

15
24

Amplificacdo do gene de interesse.

Elaboracdo do constructo de vetor mais inserfo
(constructo recombinante).

Preparo do constructo recombinante em
quantidade (mini ou midiprep).

Preparo das células competentes de expressdo
recombinantes.

Cultura das células com o constructo recombinante
para expressdo das profteinas, apos a
transformacao.

Purificacdo e avaliacdo da expressdo.




Comparativos dos sistemas de
expressao em miCcroorganismaos

Tempo de expressdo Horas Dias

Vetor insere-se no DNA Ndo — plasmideo Sim
gendmico

Transformacdo da célula Choque térmico — Choqgue térmico -

competente quimica. quimica.
Eletroporacdo Eletroporacdo

Inducdo da expressao IPTG — NaCl - Metanol
Temperatura

Proteinas ou peptideos  Sim Sim
de fusdo




1 — Amplificacdo do gene e insercao no vet

1.  Extracdo de RNAmM e sintese do cDNA de célula/ tecido.
Amplificacdo por PCR do fragmento de cDNA de inferesse
Correr um gel de agarose com marcador de DNA

Cortar a banda e purificar utilizando kits.

O

Digestdo do fragmento de cDNA purificado utilizando enzimas de
restricdo especifica.

6. Paralelamente € necessario redlizar a producdo do vetor (plasmideo)
por meio de preparacoes plasmidiais.

7. Digerir o plasmideo também e fazer a ligacdo do fragmento.

8. Transformar bactérias competentes E.coli (DH5alfa). — Previomente
precisa preparar estas bacteérias.

9. Checar se a bactériarecebeu o plasmideo recombinante — constructo
( Por PCR de colonia, por ex. (colonie)).



Insercdo do fragmento
amplificado n

- Gene-alvo
‘I (por exemplo, o gene da insulina)

~ Liga~se a Plasmideo
- DNA ligase recombinante

-

pt.khanacademy.org



Vetor e inserto

ara

a expressdo
N Gene-alvo

i

Plasmideo
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nc la ao antibidtico
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Multiplicacdo do consfructo
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Verificar a clona:

Vv ' O plasmideo
se fecha
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Expressdo da proteina

F
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Operon Lac

Regulatory gene lac operon
.—— 0/ o/

Promoter

lacZ gere
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Operon Lac

RNA Polymerase -
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Operon Lac

Lactose
CH,OH CH,OH
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SO do operon Lac no vetor

When IPTG is present, it causes lac repressor When IPTG is present, it causes lac repressor

dissocation, and allows RNA polymerase to initiate dissocation, and allows T7 RNA polymerase to
T7 transcription initiate target gene transcription

< RNA Polymerase! o“‘d‘e Target geng

T7 RNA Polymerase is \
only expressed if IPTG is
present for induction.
Otherwise the lac repres-

sor will remain bound to .
the promoter. lac repressor Target protein is only

expressed if IPTG is

present for induction.
Otherwise the lac repres-
sor will remain bound to

lacl gene the promoter.

~arget Protein

lac repressor

lacl gene

Host Cell




PET system

IPTG Induction

HOST CELL
for Expression

E. coli genome



Caudas de Fusao
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- Cauda de Histidir '

- GST (glutation

- SUMO — prote

- AXX ou X;



Caudas de Fusao

Ex: Cauda de Histidina
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Caudas de Fusao

EXx:

Principle GST-tag protein purification

A glutationa S-transferase (GST) é uma proteina de 211
aminoacidos que é encontrada na maioria dos organismos. ‘)—glutatmone
A GST e frequentemente integrada nos vetores de
expressao para produzir a cauda de fusao dentro dos
sistemas de expressao de proteinas de E. coli. A cauda de
GST e uma cauda proteica grande de aproximadamente 26 ‘).
kDa, e pode ser expressa em celulas de bactérias,

leveduras, mamiferos e insetos. A cauda de GST é
vantajosa quando € necessario proteger a proteina
recombinante da clivagem da protease intracelular, e

i L B lutathione
guando ha a necessidade de aumentar a solubilidade da .>‘9

alutate

proteina marcada. Alem disso, a proteina GST fornece uma
cauda de alta afinidade para facil purificacao e para
experimentos de pull-down utilizando resinas de afinidade
baratas que séo realizadas em condicoes brandas de
diluicao.

glutathione-
S-transferas

glutathione™ glutathione-
S-transferas

glutathione-
7z S-transferase@




Caudas de Fusao

Principle GST-tag protein purification

O-glutathione glutathione-
S-transferase%D

Immobilized Glutathione

‘>—glutathione— glutathione-
S-transferas

acido glutamico, cisteina e glicina, ‘>—glutathione glutathione-
/ S-transferas

SH
o] O H O
N
Howm .
NH, o)

glutathione



Cepas de expressdo - bactérias

Control Vector Host strain Selection Promoter  Fusion tags Protease  Insert Included with Cat. No.
site (protein  vector/series
size

pET-14b 21(DE3)pLys T7 HiseTag" T B-gal

118kDa 2
pET-156b TTlac HiseTag B-gal
118kDa
pET-16b BLZ1({DE3)pLys TTlac HiseTag ) B-gal
119kDa
pET-18b BL2Z1(DE3)pLys TTlac HiseTag B-gal
119kDa
pE ) ‘DE3} ¢ TTlac HiseTag B-gal
TTeTag” 119kDa
pET-29b(+) BLZ1{DE3) G TTlac SeTagm™ B-gal 24
119kDa
pET-30b(+) ‘DE3) ¥ TTlac HiseTag "\ B-gal pET-30
SeTag 121kDa
pET-31b(+) (DE3)pLyss TTlac KSI none pET-31b
14.8kDa
‘DE3) TTlac TrxeTag™ s none
HissTag 20.4KkDa
SeTag
J ‘DE3) G TTlac CBD,, *Tag s B-gal 5
SeTag 138kDa
‘DE3} C TTlac DsbAsTag™ . none
HiseTag kDa
SeTag
3 BLEZ1({DE3) G TTlac HiseTag B-gal 3 70514
PHEA site 120kDa
TT7+Tag
pET-41b(+) 1(DE3) G GSTeTag™ \ none pET-41, 42
HiseTag 35.6kDa
SeTag
pET-43.1b{+) NuseTag™ .\ none pET-43.1, 44
HiseTag 6G6.4KDa
SeTag
HSVs

Abbreviations: amp = ampicillin or carbenicillin, kan = kanamycin, cam = chloramphenicol, tet = tetracycline
T = thrombin, X = Factor Xa, E = enterokinase
* Induction control O (70833-3) has identical characteristics as 0.1 with the exception that pET-43b(+) was provided.




Cepas de expressdo - bactérias

Control

Vector

Host strain

Selection

Promoter

Fusion tags

Protease
site

Insert
(protein
size)

Included with Cat. No.
vector/series

pET-14b

BL21(DE3)pLysS

HiseTag"

B-gal
118kDa

pET-3, 5, 12, 14b, 69674
17b, 17xb, 20b, 23

pET-15b

BL21(DE3)pLysS

HiseTag

B-gal
118kDa

pET-11, 15b, 21, 69257
22b, 25b

pET-16b

BL21(DE3)pLysS

HiseTag

p-gal
119kDa

pET-16b 69675

pET-19b

BL21(DE3)pLysS

HiseTag

B-gal
119kDa

pET-19b 69676

pET-28b(+)

BL21(DE3)

HiseTag
T7eTag”

B-gal
119kDa

pET-9, 24, 26b,
27h, 28

pET-29b(+)

BL21(DE3)

SeTag™

B-gal
119kDa

pET-29

pET-30b(+)

BL21(DE3)

HiseTag
SeTag

B-gal
121kDa

pET-30

pET-31b(+)

BLR(DE3)pLysS

KsI

none
14.8kDa

pET-31b 69966

pET-32a(+)

BL21(DE3)

TrxeTag™
HiseTag
SeTag

none
20.4kDa

pET-32 69030

pET-34b(+)

BL21(DE3)

C‘ B[)t:]cﬁ.Tag
SeTag

B-gal
138kDa

pET-34b, 35D,
36b, 37b, 38b




Cepas de expressdo - bactérias

pET-39b(+) BL21(DE3) T7lac DsbAeTag™ . none pET-39b, 40b 70463
HiseTag 32.2kDa
SeTag
pET-33b(+) BL21(DE3) : HiseTag B-gal pET-33b
PKA site 20kDa
T7*Tag
pET-41b(+) BL21(DE3) T7lac GSTeTag™ , none pET-41, 42
HiseTag 35.6KkDa
SeTag
pET-43.1b(+) BLZ1(DE3) : NuseTag™ , none pET-43.1, 44 70965
HiseTag 66.4kDa
SeTag
HSVeTag"

Abbreviations: amp = ampicillin or carbenicillin, kan = kanamycin, cam = chloramphenicol, tet = tetracycline

T =thrombin, X = Factor Xa, E = enterokinase
* Induction control O (70833-3) has identical characteristics as O.1 with the exception that pET-43b(+) was provided.




Purificacdo da proteino
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Expressao no PET system da novagen

» 1-UsaaT7RNA polimerase de bacteriéfago

» 2 - Acélula hospedeira precisa ter o genoma da T7/RNA polimerase ou receber um
plasmideo com o gene da T7RNA polimerase.

» 3 -Ainducao ocorre por uso do IPTG (liga-se ao repressor LACI e permite a expressao do
gene sobre o promotor no plasmideo)
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Transformagdo de bactérias compete ls

» Por elefropora

» Por choque

o
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vetor pET 26 B - Novagen

» vetor pET 26 B - Novagen - Resisténcia Kan R
» solucdo STOCK: Kanamicina 30 mg/mL
» para uso: 30 ug/mL

» Pesar 0,03g de Kanamicina para 1 mL de agua miliQ
» 30000 ug/30 ug = 1000X concentrado -> Filtrar



Bactérias para expressao

» BL21(DE3)
» General description

» The BL21(DE3) Chemically Competent strains contain the phage T7 RNA
polymerase gene linked to the IPTG-inducible promoter, for use with any
expression plasmid containing the T7 promoter. (Sigma)



Preparo de placas de meio de cultur

Preparo de placas LB agar

59 de triptona

2,5 g de extrato de levedura
5g de NaCl

7,59 de agar

500 mL de H20

YV E VeV VvV VvV V¥

Autoclavar e plaquear



Preparo de m

Preparo do ‘
5g de tripto
2,5 gde
5g de NaCl
500 mL de
Autoclav
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Transformacado de bactérias compete

» Transformacdo por chogue térmico

v

200 uL de DH5a competentes + DNA

Deixar o fubo com as bactérias no gelo por 30 min. Colocar o DNA no fubo
Colocar no banho maria a 42°C (1 min e 30 seg)

Colocar no gelo por 2 min

Add 800 uL do meio SOC (ou LB)

Incubar tubos por 45 min a 37 °C.

VY Vv
O >

Plagquear

» Duas placas: 10% ou 100 yL do meio, plaquear depois, centrifugar, max 2000 rom, formar
pellet, descartar o excesso, deixar aproximadamente 100 uL, ressuspender o pellet e
plagquear. Estufa 37 °C



Projefo

1. Definir uma proteina que gostaria de realizar a expressdo, justificar
o porqgue desta escolha, qual a finalidade, o que quer estudar da
proteina.

2. Definir um sistema de expressdo (bactéria ou levedura), justificar
porque esta escolhendo o sistema.

3. Definir um vetor de express@o, quais as caracteristicas deste vetor,
qual o gene de resisténcia presente, qual antibidtfico serd utilizado
para a selecdo, qual a forma de inducdo.

4. Como a proteina serd purificada?
5. Elaborar um projeto escrito — submissdo até o fim do curso.

6. Elaborar uma apresentacdo em slides.
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ETAPAS DA EXPRESSAO PROTEICA EM
MICROORGANISMOS

1. Amplificacdo do gene de interesse.

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

3. Preparo do constructo recombinante em
quantidade.

4. Preparo das células competentes de expressdo
recombinanftes.

5. Cultura das células com o constructo recombinante
para expressao das profeinas.

6. Purificacao e avaliacdo da expressao.



Comparativos dos sistemas de
expressao em miCcroorganismaos

Tempo de expressao Horas Dias

Vetor insere-se no DNA Ndo — plasmideo Sim
gendmico

Transformacdo da célula Choque térmico — Choqgue térmico -

competente quimica. quimica.
Eletroporacdo Eletroporacdo

Inducdo da expressdo IPTG — NaCl - Metanol
Temperatura

Proteinas ou peptideos  Sim Sim
de fusdo




Expressdao em Leveduras

Meio BMGY

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

Agitacdo 270 rpm 30°C Centrifugacao
1500 rpm 5’

leitura de ODg,

=2ab

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

Centrifugacao

A expressao foi conduzida por um
total de 93 horas

Sobrenadante
descartado

leitura de ODg,

=10

Agitacao

Meio BMMY

'

~

Adicdo de metanol, a cada 24
horas para concentracao 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

FXPRESSAO PROTEICA EM Pichia pastoris l

Pichia pastoris € um sistema de grande sucesso para a producdo de
uma ampla variedade de proteinas recombinantes. Varios fatores
confribuiram para sua rapida aceifacao, dos quais 0s mais importantes
iNncluem:

(1) um promotor derivado do gene alcool oxidase | (AOX1) de P. pastoris
que € especialmente adequado para a expressdo contfrolada de genes
heterdlogos;

(2) a semelhanca das fécnicas necessarias para a manipulacdo
genética molecular de P. pastoris as de Saccharomyces cerevisiae;

(3) a forte preferéncia de P. pastoris pelo crescimento aerobico,
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

/ Expression cassette

Genomic integration:
+ single-/multicopy
+ homologous recombination
« ectopic integration

e

Promoter: N /B\.\

« constitutive 2

s Indoctis Intracellular protein expression

Selectable marker: % % %

« drug resistance
* auxotrophy

Secretory pathway:
+ secretion signals:
S.c. a-MF, Pp. PHO1
- proteolytic processing, e.g.:
Kex2p, Ste13p
» glycosylation:
N- or O-linked
« membrane-associated proteins
+ surface display anchors




Gene of interest Kex2 processing signalil Gene of interest
— e e e———>

TAAGCGGCCGC-3' L E K R X

ATTCGCCGGCG-5' 5-CTCGAGAAAAGANNN. ... TAAGCGGCCGC-3'
3-GAGCTCTTTTCTNNN...... ATTCGCCGGCG-5'

No
/

Xhol Xhol

SELECTION MARKER Y:
H > HIS4
Z - Zeocin™
A > ARG4
K = KanR/G418




