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Escherichia coli

E o0 organismo mais
comumente utilizado
p/ expressao heterdlga.

Como escolher o melhor
vetor? A linhagem?

- 0 que é importante?

mo otimizar a




Expressao em E. coli
Escolhendo um vetor...

Informacdes sobre a proteina alvo sao essenciais
® pl; localizacao subcelular, pontes S-S...

Para expressdo heteréloga, os maiores “gargalos”
em E. coli ainda sao:

Incapacidade de fazer modificacdes pOs-
traducionais;

Capacidade limitada para catalisar pontes S-S



Os vetores de expressao
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* Mais comuns:

e Antibiéticos: ampicilina, canamicina,
cloranfenicol e tetraciclina.

Ampicilina: susceptivel a degradacao
enzimatica e a hidrdlise em funcao do pH.

* Sistemas de plasmideos antibiético-free
® Reduz custos e riscos de “espalhar” a resisténcia

© Delecao de genes essenciais, que sao colocados no
plasmideo (ex. Fator de iniciacao da traducao)




Promotores

|deais:
® devem conferir altos niveis de expressao,

e Ser induzivels (simples e de baixo custo) e
® Ter baixos niveis de atividade transcricional basal.

Promotores mais usados na expressao heterdloga em E. coli:

lac (lactose; Yanisch-Perron et al., 1985)

trp (triptofano, Goeddel et al., 1980)

hibridos derivados: tac, trc (trp/lac)

araBAD (inducao por L-arabinose)
Outros sistemas de expressao incluem:

promotores dos fagos: A P, e P, (Elvin et al., 1990);

e T/7: PT7 (Tabor e Richardson, 1985).



Table 4 Some E. coli promoter systems that are in use for heterologous protein production and their characteristics

Expression system Induction (range of inductor)  Level of expression  Key features Original
based on reference
lac promoter Addition of IPTG 0.2 mM Low level up to Weak, regulated suitable for gene Gronenbom
(0.05-2.0 mM) middle products at very low intracellular level (1976)
Comparatively expensive induction
tre and tac promoter Addition of IPTG 0.2 mM Moderately high High-level, but lower than T7 system Brosius et al.
(0.05-2.0 mM) Regulated expression still possible (1985)
Comparatively expensive induction
High basal level
T7 RNA polymerase Addition of IPTG 0.2 mM Very high Utilizes T7 RNA polymerase Studier and
(0.05-2.0 mM) High-level inducible over expression Moffatt
T7lac system for tight control of (1986)
induction needed for more toxic clones
Relative expensive induction
Basal level depends on used strain (pLys)
Phage promoter py. Shifting the temperature Moderately high Temperature-sensitive host required Elvin et al.
from 30 to 42 °C (45 °C) Less likelihood of “leaky™ uninduced (1990)
expression
Basal level, high basal level by
temperatures below 30 °C
No inducer
tetA promoter/operator Anhydrotetracycline 200ug/l  Variable from Tight regulation Skerra (1994)
middle to high Independent on metabolic state
level Independent on E. coli strain
Relative inexpensive inducer
Low basal level
araBAD promoter Addition of L-arabinose Variable from low Can fine-tune expression levels in a Guzman et al.
(Prap) 0.2 % (0.001-1.0 %) to high level dose-dependent manner (1995)

rhaPpgap promoter

L-rhamnose 0.2 %

Variable from low
to high level

Tight regulation possible
Low basal level
Inexpensive inducer

Tight regulation

Low basal activity
Relative expensive inducer

Haldimann et
al. (1998)

Appl Microbiol Biotechnol (2006) 72:211-222




Elementos de um vetor de expressao
procarioto
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Fig. 1 Schematic presentation of the salient features and sequence
elements of'a prokaryotic expression vector. Shown as an example is
the hybnd tac promoter (P) consisting of the 235 and 210 se-
quences, which are separated by a 17-base spacer. The arrow indi-
cates the direction of transcription. The ribosome-binding site (RBS)
consists of the Shine-Dalgamo (SD) sequence, followed by an A+T-
rich translational spacer that has an optimal length of approximately
eight bases. The SD sequence interacts with the 3" end of the 168
RNA during translational initiation, as shown. The three start
codons are shown, along with the frequency of their usage in Escher-

ichia coli. Among the three stop codons, UAA followed by U is the
most eflicient translational termination sequence in E. cofi. The
repressor is encoded by a regulatory gene (R), which may be present
on the vector itself’ or may be integrated in the host chromosome,
and it modulates the activity of the promoter. The transcription ter-
minator ( 77) serves to stabilize the mRNA and the vector. In addition,
an antibiotic resistance gene, e.g., for ampicillin, facilitates pheno-
typic selection of the vector, and the origin of replication (Or)
determines the vector copy number. The vanous features are not
drawn to scale

= =

I Microbiol Biotechnol (2005) 67: 289-29%




® A iniciacao da traducao requer um RBS, incluindo uma seq.
Shine Dalgarno (SD) e um cédon de iniciacao

e SD é localizada a 7+ 2 nt upstream do cédon de iniciacéo

a2

E o AUG nos sistemas eficientes de expressdo recombinante.

SD= UAAGGAGGG

A estrutura secundaria do RBS € muito importante para a
Iniciacao da traducao — a ec}‘ic'iA(:anc+a melhora com altos niveis
eAel

A iniciacao da traducao € influenciada pelo cédon seguinte ao
iniciador.

é abundante em genes altamente expres




Os niveis de expressao génica sao principalmente determinados
pela:

1. Eficiéncia da transcricao;
7. Estabilidade do mRNA:
3. Frequéncia da traducdo.

1 e 3 tém sido otimizados, mas 2 muito pouco...

A expressao do gene € controlada pelo decaimento do mRNA.
A Y vida média do mRNA em E. coli, a 37° C, varia de
segundos a 20 minutos.

Causas da degradacao do mRNA:

- ataque por nucleases (RNasell E)

/ incompleto: enovelamento, protecao pelo rib




¢ Terminadores de transcricao estabilizam o mRNA pela
formacédo de um stem loop no 3.

* Em E. coli, a terminacao da traducao é preferencialmente
mediada pelo cédon de parada “UAA”

codons de parada consecutivos ou prolongados (UAAU) sao
mais eficientes.

Combinacao de cédons de terminacao e fatores de liberacao:
e RF-1-UAG
e RF-2-UGA

® RF-1eRF-2-UAA




Consideracdes sobre a
liInhagem hospedeira




® A linhagem para expressao € muito importante;

Linhagens de expresséao deveriam ser deficientes na
maioria das proteases naturais problematicas e
manter o plasmideo de expressao estavel.

* BL21 é o0 hospedeiro mais comum p/ expressao
recombinante;

E robusta, mas nao patogénica;

deficiente em proteases ompT e lon




® Presenca de cédons raros na proteina de interesse...

Cbédons raros em E.coli

AGA, AGG, CGA, CGG.......ceeevennee. Arg

UGU, UGG, Cys
GGA, GGGveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, Gly




Cédons preferenciais sao reflexo do nivel de
tRNAs aminoacilados disponiveis no citoplasma.

® (Cbdons preferenciais = genes altamente expressos
® (Cobdons raros = expressos em baixos niveis.
© (Codons raros para E. coli em genes heterélogos:

- auséncia de expressao; erros de traducao (substituicao de aa;
mudanca de fase de leitura; terminacao prematura);




¢ Algumas proteinas recombinantes influenciam diretamente o
metabolismo celular;

® Mais comumente geram um aumento da carga metabdlica.

. B

Desviam recursos do metabolismo hospedeiro para manter a
expressao recombinante

Genes housekeeping podem ser down regulados;

Falta de aminoacidos e/ou cofatores

Aumento da protedlise in vivo




Degradacao proteolitica

Estratégias para contornar o problema:

 Linhagens deficientes em proteases

* Proteinas de fusao

« Condicoes de crescimento (baixas temperaturas)

» Co-expressao com chaperonas

 Direcionamento da proteina para o meio extracelular ou
espaco periplasmatico

* Mutagénese eliminando os sitios de reconhecimento.



O destir]o das protefnas Eﬁg‘gﬁfma
recombinantes: Secregao.

Gram-Positive Gram-Negative
Lipoteichoic acid

| Lipopolysaccharides
|

Teichoic acid

Peptidoglycan Outer

membrane layer

™~

Periplasmic space
|__—Cell membrane

Peptidoglycan

Lipoproteins

Membrane
protein

Cell
membrane

Membrana
protein



Citoplasma: alto rendimento

Tioredoxina e glutaredoxina reduzem Cys no citoplasma

Trx e glutationa redutases mantém essas proteinas reduzidas.

Bloqueio de trx B e gor, que codificam as redutases, facilita a
formacao de pontes S-S no citoplasma.

Linhagens disponiveis: AD494 (trxB-) Origami (trx- gor-)

Periplasma: catalise de pontes S-S, porém menor rendimento




120 H.P. Sprensen, K .K. Mortensen / Journal of Biotechnology 115 (2005) 113-128
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Fig. 3. Protein folding and secretion in E. coli. Pathways important for recombinant expression, secretion and disulfide bond formation are
shown. See text for details and references.




Exportacao e Secrecao

Maior parte da proteina que é exportada vai p/ periplasma

(via SEC)
> S

periplasma
Q

Requer uma sequéncia sinal (ex: PhoA, OmpA, OmpT, LamB,
OmpF) |

citoplasma

S Tr—



- Para o meio extracelular: N )
vias eficientes de translocacao através da
membrana externa sao ausentes.

® Requer sequéncia sinal (ex: hemolisina, pelB)

® algumas proteinas podem se difundir a partir do
periplasma p/ o meio.

® Transporte passiyo via membrana
desestabilizada
cels. velhas ou que co-expressam fatores de

secrecao @

Sec E e SecY




® Por ex. proteinas hetero-oligoméricas:

-CO-expressao em plasmideos separados;

Para a manutencao em E. coli, replicon deve ser
compativel.

- Co-expressao em plasmideos policistronicos

permite a expressao de mais de dois genes.




Duet™ Vectors let you

express up to 8 proteins in the same cell

l\‘u Novagen’

pAGYCDuet-1 Vector

TEAAS 104038

pACYCDuet™-1 15 deslgned for the cosxpression of two target genes. The vector
cantalre two multple cloning sites (MCS), sach of which s preceded by a TT

promotertioe aperator and fbosome kinding site (k). The vector also carfes the P1SA

Garl. Hu.
pACTCDuet-1 DNA Ti147-2
pACTEDel-1 saquenne landmarks
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Multipl cloning skes-1

Moz 1-A8 11 o188
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cambinatd on with pETOuet™.-1 (Cat. Mo, 7114643 In an appropiate hest strain for the
coexpresslon of up to J target genes. Genes Inserted nbo MOS1 can be saquenced using
the ACYCTuet TP Primer (Cat. Mo, T1ITEE) and DustDOWN 1 Pomer (Cat, Mo, 71178
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T1180-% and TT Terminator Pimer (Cat. Ho, BAS3T-30
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Sistemas de Expressao

Procariontes
Baseados na RNAP T7/



Sistemas de expressao baseados na RNAP
T7

® Plasmideos com o PT/_eram transcritos quando a cél. hospedeira era
infectada com o fago T7/.

g A RNAP gerada pelo fago agia in trans no PT7.

e Studier et al. (1990) desenvolveram sistemas de expressao usando o
gene 1 do fago T7: série pET

&

plasmideos p/ Expressao pela RNAP do T7

* 0O genel codificaa RNAP do T7, que € altamente especifica p/ o PT7 e
assim “dirigira” a transcricao dos genes sob o controle desse promotor.




Fstrutura da RNAP do T7 a 2,9A
(Nature, 2002)




Sistemas de expressao baseados na RNAP
T7

O sistema de expressao porém fica restrito ao
“fornecimento” de RNAP T7 exégena.

Como fazer isso?

® |nfeccao da linhagem hospedeira pelo fago T7/...
Morte celular em poucos minutos...

® Usar uma Iinhage%de E. coli que sintetize a RNAP T7/
Por ex., BL21(DE3)

gene 1 do T7 inserido no genoma de BL21







A linhagem BL21

® deficiente em:
- protease de membrana ompT (“cliva” a RNAP T7)
- protease citoplasmatica /onl.

® Ogenel emBL21 (DE3) esta sob o controle
do promotor lacUV5 — Induzivel por IPTG

® Desvantagem do sistema: nivel basal de
expressao da RNAP T7 ocorre na auséncia de
iInducéao...




Controle da expressao basal

( IPTG Induction IPTG lnvducllon\




BL21(DE3) pLysS e pLysE
Lisozima do T/ : um inibidor natural da RNAP T/

Proteina bifuncional —liga-se a RNAP T/,
! Inibindo a transcricao

|

“cliva” uma ligacao especifica da parede cel. de E. coli

Altos niveis endégenos sao tolerados em E. coli

pLysS e pLyskE sdo compativeis com os vetores pET




Rendimento

Varia com:

® a proteina expressa x sistema usado

Rendimentos usando o PT/7 em E. coli variam de
- Dezenas a centenas de mg/litro de cultura.

- A proteina alvo pode consistir de até 609% da
proteina total bacteriana apds a inducao.

|Isso pode ser as custas da insolubilidade...
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“Expression in Escherichia coli: becoming faster and
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