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Proteinas Recombinantes — A Escolha do Sistema de Expressao

Aula 2



A escolha do sistema de expressao

O sucesso na expressao de uma proteina recombinante depende, em
especial, de trés fatores:

Vetor ou cassete
de expressao

Célula
hospedeira

Condicoes de crescimento



Visao geral sobre os principais sistemas de expressao de rProteinas
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Figure 1: Different host systems available for the production of recombinant Proteins Fonte: Gomes et al., 2016



A preferéncia pelas células de mamiferos na producao de biofarmacos...
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Anticorpos Monoclonais
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Mieloma: cancer que se desenvolve na medula ossea, devido ao
crescimento descontrolado de celulas plasmaticas .




Principais fatores a serem levados em conta na escolha do sistema de
expressao de rProteinas:

- Conhecimento ja disponivel sobre o sistema na literatura

- Facilidade de manipulacdo genética (vetores, protocolos, etc)

- Capacidade de realizar a sintese protéica e modificacdes pds-traducionais

- Taxas de crescimento e nivel de expressao da rProteina

- Capacidade de secretar proteinas para o meio de cultura

- Aprovacao pelas agéncias reguladoras

- Potencial de uso comercial (custos, riscos, tecnologia disponivel, etc)

- Historico do grupo de P&D, empresa, etc.




A Informag¢ao Genética e a Sintese de Proteinas

O fluxo de informacao (Dogma Central da Genética Molecular)

e

TRANSCRIPTION

rRNA mRNA tRNA
(ribosomal) (messenger) (transfer)
L b|

TRANSLATION

Protein

Figure1.12 The “central dogma” of molecular
genetics: DNA codes for RNA, and RNA codes for
protein. The DNA — RNA step is transcription,
and the RNA — protein step is translation.

© 2006. Genetics. McGraw-Hill Science/Engineering/Math; 3 edition



O fluxo da informacao genética
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© 2004 Pearson Education, Inc.



Informacao Genética e Proteinas

Transferéncia de informacao: Procariotos vs Eucariotos
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© 2004 Pearson Education,
Inc.



Transcricao

A transcricao de RNA a partir do DNA envolve a enzima RNA polimerase. Essa é formada por varias
subunidades protéicas, sendo o “fator sigma” a subunidade que auxilia a enzima a reconhecer a
sequéncia de DNA onde a trascricao tera inicio (regidao promotora, localizada perto do inicio do gene).

Iniciacao Terminacao
Regiao
promotora
B’ y—-|—| 3
RNA polimerase g | Gene 1 | &

(nucleo da enzima}—l

Fator sigma 7 A\L 1 .

L
O fator sigma auxilia
no reconhecimento
do promotor e do
sitio de iniciacao.

A transcricao é
iniciada; o fator sigma
é liberado.

© 2004 Pearson Education, Inc.



Transcricao
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(nucleo da enzima)
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Transcri¢ao
Continuacao...
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Transcricao

A terminacao da Transcricao

TR DNA com

: repeticoes
AAAA invertidas.

Transcricao de
uma das fitas.

JUuuU uUu

estrutura secundaria.

l Dobramento originando uma

Estrutura de haste-alga no
RNA, imediatamente a
montante a varias
uracilas, levando a
terminagao da transcricao.

© 2004 Pearson Education, Inc.



O processamento de RNAs (continuacao)

Pré-mRNA (transcrito primario) Sitio de poliadenilagao
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Traducao

Caodigo Genético

E dito degenerado ou redundante pelo fato de existir, para um mesmo aminoécido,
mais de uma trinca de bases para codifica-lo.
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Fonte: http://biologyofmicroorganisms.blogspot.com/



O processo de sintese de proteinas nos ribossomos
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Tradugao

O processo de sintese de proteinas no ribossomo (continuacao)
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Traducao

O processo de sintese de proteinas (continuacao)
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Traducgao

O enovelamento (folding) de uma proteina pode ser “finalizado” por chaperonas
(complexo protéico com a funcdo de auxiliar o enovelamento).

Proteina com
dobramento
incorreto

ATP
Chaperona
molecular
(chaperonina)
ADP
Proteina
corretamente

dobrada




Traducgao
Muitas vezes, modificacdes pds-traducionais ainda sao necessarias para

a obtencao da nova proteina na sua forma ativa (Exemplo: insulina)

1 110
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(110 aminoéacidos) My l Remocao da
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30 34 21

Proinsulina l Dobramento
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peptideo C
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Modificacoes Pos-Traducionais

Table 2.7 Types of PTM that polypeptides may undergo. Refer to text for additional details

Modification

Example

Proteolytic processing

Glycosylation

Phosphorylation

Acetylation
Acylation

Amidation

Sulfation

Hydroxylation
v-Carboxyglutamate formation

ADP-ribosylation
Disulfide bond formation

Various proteins become biologically active only
upon their proteolytic cleavage (e.g. some blood
factors)

For some proteins glycosylation can increase
solubility, influence biological half-life and/or
biological activity

Influences/regulates biological activity of various
polypeptide hormones

Function unclear

May help some polypeptides interact with/anchor in
biological membranes

Influences biological activity/stability of some
polypeptides

Influences biological activity of some neuropeptides
and the proteolytic processing of some polypeptides

Important to the structural assembly of certain
proteins

Important in allowing some blood proteins to bind
calcium

Regulates biological activity of various proteins

Helps stabilize conformation of some proteins

Fonte: Walsh G., 2007



Modificacdes Pos-Traducionais - Glicosilacao

A glicosilacao é um processo enzimatico complexo (glicosil transferases) que leva a ligacao de um polissacarideo
(glicano) a uma molécula de proteina, lipideo ou outra molécula orgéanica. Estima-se que 50% das proteinas
secretadas sejam glicosiladas. Proteinas glicosiladas estao envolvidas em uma grande variedade de processos

bioldgicos criticos, como direcionamento, adesao celular, ligacdes proteina-proteina, etc.
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O papel das glicosilacdes nas Proteinas

Table 2.8 The potential roles and effects of the glycocomponent of glycoproteins. Reproduced from Walsh,
G. and Jefferies, R. (2006). Nature Biotechnology 24, 1241-1252

Role/effect

Comment

Protein folding

Protein targeting/trafficking

Ligand recognition/binding

Biological activity

Stability

Regulates protein half-life

Immunogenicity

Glycosylation can effect local protein secondary
structure and help direct folding of the polypeptide
chain

The glycocomponent can participate in the sorting/
directing of a protein to its final destination

The carbohydrate content of antibodies, for example.
plays a role in antibody binding to monocyte
F. receptors and interaction with complement
component Cl,

The carbohydrate side chain of gonadotrophins is
essential to the activation of gonadotrophin signal
transduction

Sugar side chains can potentially stabilize a
olycoprotein in a number of ways, including
enhancing its solubility, shielding hydrophobic
patches on its surface, protection from proteolysis
and by direct participation in intrachain stabilizing
interactions

High levels of sialic acid (a family of acidic sugars
that often caps sugar side chains) can increase
a glycoprotein’s plasma half-life. Exposure of
calactose residues can decrease plasma half-life by
promoting uptake via hepatic galactose residues.
Yeast glycosylation is of a *high mannose’ type,
which can also drive rapid removal from circulation
via specific cell-surface mannose receptors

Some glycosylation motifs characteristic of plant-
derived glycoproteins (often containing fucose
and xylose residues) are highly immunogenic in
mammals




A questao da glicosilacao na escolha do sistema de expressao de rProteinas

Bacteria Yeast
A A Fucose
o
Galactose
A
( ) Sialic acid
-
N-Acetyl
glucosamine
( Mzgwse
| &
g I Q ) g - Prote-i?
Insects Plants Mammals
Xylose

Fig. 1. Comparison of the glycosylation of recombinant proteins produced by different systems.



Exemplo de biofarmaco glicosilado (ou nao): Anticorpos monoclonais

Antigen

Q/Antlgen -binding site

RS YA

N

Antigens

Antibody

VariacOes recombinantes

Fab Fab' scFv di-scFv sdAb
(fragment antigen binding) (single-chain (single domain
variable fragment) antibody)

chemically linked BITE
! (bi- ific T-cell )
trifunctional antibody F(ab )2 et A



Glicosilacao em anticorpos monoclonais

’ Sialic acid
l o

oy

Fab

Galactose
L g
1= =
GleNAc
Mannose
3 Fucose
|Lﬁ ’

Asn 3

Trends in Immunology

Figure 1. Antibody and Glycan Structure. IgG antibodies are composed of two heavy chains (purple) and two light
chains (blue), which together form two functional domains:the antigen-hinding (Fab) and crystallizable/constant domains
(Fc). Each heawy chain Fe contains a glycan at Asn297. The glycan contains up to 13 monomers of N-acetylglucosaming
(GlcNAc, blue squares), fucose (red triangle), mannose (green circles), galactose (yellow circles), and sialic acid (pink
diamonds). The linkages orientation of the monomers are indicated in red. PDB accession code 11GY.

Fonte: Jennewein and Alter (2017)



Exemplo de glicoproteina - Glicocerebrosidase

Com glicosilacao Sem glicosilacao

Fonte: Stefan Wildt, Tilllman U. Gerngross. The humanization of N-glycosylation pathways in yeast. Nature Reviews Microbiology 2005.



Videos: A Informacgao Genética e a Sintese de Proteinas

Organelas Celulares, Transcricao e Traducao de Proteinas

(Do ADN a proteina 3D)

(Biology: cell structure medical media)



A escolha do sistema de expressao

Vetor ou cassete
de expressao

Célula
hospedeira

Condicoes de crescimento



Escherichia coli como sistema de expressao de rProteinas

Principais vantagens
* Amplamente estudada do ponto de vista bioldgico e de processo

* Rapido crescimento, elevada expressao (20-30% da proteina total)

* Linhagens seguras (nao patogénicas) ( oA
* Mutantes proprias para clonagem

e Mutantes proprias para expressao de rProteinas

- Deficientes em proteases

- Proprias para codons raros (tRNAs) Tite E-Coll Bactoriuim

- Sistema redox modificado
- Controle rigido sobre a expressao

- Crescimento sem antibioticos




Escherichia coli

Principais vantagens (continuacao)

* Amplamente usada para producdo comercial (geralmente pequenas
proteinas como a insulina e o glucagon ou fragmentos de
anticorpos, entre outros)

* \arios processos e produtos aprovados pelo FDA e EMEA (desde 1982)

* Até meados da década de 90 era o principal sistema de expressao da
indUstria farmacéutica




Escherichia coli

Principais desvantagens

* LimitacOes quanto a expressao de proteinas complexas contendo
modificacdes pds-traducionais g

* Ambiente redutor do citoplasma freqlientemente leva a enovelamentos
incorretos

* Presenca de cédons raros pode afetar expressao, mesmo em linhagens
especificas (ex. BL21(DE3)Rosetta)

* Limitada eficiéncia em secretar as proteinas produzidas (alguns
exemplos de sucesso existem)

* Manutencao dos vetores (plasmideos) exige presenca de um gene de
selecao (ex.: resisténcia a antibioticos)



Leveduras como sistema de expressao de rProteinas
(Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris)

Principais vantagens

S. cerevisiae

* Bem caracterizadas do ponto de vista da fisiologia celular e genética
(principalmente S. cerevisiae)

* Frequentemente usadas na industria (S. cerevisiae) e centros de
pesquisa (P. pastoris) para a expressao de proteinas recombinantes

* S. cerevisiae possui status de GRAS (“generally recognized as safe”)
dado pelo FDA

* Vetores comercialmente disponiveis e de simples manipulacao

* Mutantes préprios para expressao de rProteinas, com mutacdes que
permitem selecao e manutencao de plasmideos

* Possibilidade de producao intracelular ou extracelular

* Introducao de diferentes tipos de modificacdes pds-traducionais
(glicosilacao N-linked e O-linked, pontes dissulfeto, clivagem, etc)



Leveduras

Principais vantagens (continuacao)
* Ndo patogénicas e nao pirogénicas
* Meio de cultura de relativo baixo custo, quando comparado a células de mamifero

* Crescimento em altas densidades utilizando-se biorreatores




Leveduras

Principais desvantagens

* Ainda que capaz de realizar modificacdes pds-traducionais, o padrao
(tipo e numero) pode diferir daquele feito por mamiferos

* P. pastoris: preocupacao com “explosion-proof equipments”

P. pastoris

* Menores taxas de crescimento quando comparadas a E. coli

* Relativa baixa capacidade de expressao quando comparadas a
expressao em E. coli (em geral, mas nem sempre)

* Degradacao da rProteina por proteases quando secretada para o meio

* Secrecao de rProteinas maiores que 30 kDa é pouco eficiente
(principalmente S. cerevisiae)

* Maiores necessidades nutricionais se comparado a E. coli



Leveduras

Comparacao entre algumas leveduras ja aprovadas para uso industrial

Table 3 Comparison of some yeast characteristics (according to Swinkels et al. 1993, modified and extended)

Characteristic Sac. cerevisiae P pastoris K. lactis H. polymorpha

Industrial application 2 oy ° . d

Requirement of explosion-proofed equipment = f =
Food grade (GRAS)

Secretion efficiency

Hyperglycosylation f =
Episomal vector stability

Protease activity n secretion vesicles High Low Low Low

For examples, sec Table 1

PRecombinant proteomics-grade trypsin pmduumn at Roche (Miiller et al. 2002) . :
Bmlm, prochymosin (MAXIREN) in a 40 m® unit at Gist-Brocades (van den Berg et al. 1990) Fonte: Schmidt (2004)
YHepatitis B vaccine at Rhein-Biotech (Schult-Linkholt et al. 2002)

Curiosidade:
http://wolfson.huji.ac.il/purification/PDF/Expression_Systems/NEB_Klactiskit_manual.pdf



Plantas transgénicas como sistema de expressao de rProteinas

Principais vantagens
* Modificagdes pds-traducionais similares as de mamiferos

* Expressao da rProteina em niveis relativamente altos (até 10% TSP) a
baixos custos

» Sem risco de contaminacao por agentes patogénicos

* Facilidade de ampliacao de escala (basta aumentar a area plantada)

* Facilidade de recuperacao e purificacao g

Gy - -
* E I eva d a eSta b I I I d a d e n 0 a rm a Ze n a m e ntol S e rP rOte Iln a Cloning and expression Transformation Co-cultivation Nuclear Selection
. vector construction into agrobactenium  with agrobactenum  transformation
for produzida em sementes
i :
. . W - y ‘ r Eﬂfb"e R 5
* “Edible vaccines” A —
feation .~ T €
) P Al
‘_---"'-' 1% ',"Hc?}@ v Rageneration
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Plantas transgénicas

Principais desvantagens

* Padrao de glicosilacao diferente do encontrado em humanos, apesar de
esforcos de “humanizacao”

* Manipulacao genética ainda nao muito bem estabelecida

* Longo tempo de transformacao, identificacao e estabilizacdo das
linhagens de producao

* Longo tempo para producdo, em algumas culturas

* Riscos ambientais e riscos de contaminacao de cadeia alimentar
(confinamento)

* Menor aceitagcao por consumidores e ambientalistas

* Problemas quanto a falta de praticas industriais e incertezas quanto a
regulacao de biofarmacos produzidos em plantas transgénicas ainda persiste



Plantas transgénicas

Biotechnol Lett (2015) 37:265-279 275
?eillupme};:;? El-;tlsmll’t:l e inft ctal. 1987

: Fi ion of i ! in (Antibodies, MAbs) i
ierived biopharmaceuticals - eXprEssion. o cme related protein (Anti s s) in

Mason et al. 1992

First ever vaccine produced in plant: Virus surface antigen for Hepatitis

Modelska et al. 1998

Plant derived recombinant protein successfully immunized mice against

Miller et al. 2004

Is derived vaccine was approved for

i -,-. "'

Gleba et al. 2005

Magnifection: A novel approach was introduced for expressing

~ Kohl et al. 2007

First phase 1 human clinical trials of Anti-idiotype vaccine produced in McCormick et al. 2008

First Pre-clinical and phase I clinical trials of virus like particles (VLPs) |~ Laanger 2011 |

Plant cell bioreactors at the Protalix Recombinant glucocerebrosidase: A bio therapeutic expressed in carrot e
Biotherapeutics production plant. s ion cell culture approved by FDA to treat Gaucher’s disease
ClmicalTrials. gov
2014

Completed clinical trials of Autologous Vaccine for Follicular



Producao de rProteinas em células de mamifero

Principais vantagens

* Modificacdes pds-traducionais exigidas para proteinas
terapéuticas (proteinas funcionais e de baixa imunogenicidade)

* Técnicas de manipulacao genética bem estabelecidas

* Variedade de vetores comerciais disponiveis

* Niveis de expressao da rProteina relativamente sendo aprimorados
* Producdo extracelular (capacidade de secretar para o meio)

* Equipamentos e meios de cultura desenvolvidos para producao em larga escala



Células de mamifero

Principais vantagens (continuacao)

* Amplamente usada para producao comercial, geralmente (mas nao
apenas) de proteinas complexas, cujas modificacdes pds-traducionais
sdo importantes para a funcdo/atividade

* Varios processos e produtos aprovados pelo FDA e EMEA (desde 1986)

* Hoje é o principal sistema de expressao da industria farmacéutica (~65%)




Principais desvantagens

* Maior tempo para selecao dos clones mais produtivos

* Manipulacao delicada e maiores riscos de contaminacgao
* Menores taxas de crescimento

* Maiores custos associados a producao

* Riscos associados a presenca/contaminacdo por agentes patogénicos




Diferencas na glicosilacao de células animais e humanas

A »* ¢ OO 1 O

Mannose
GlcNAc
Neu5Gc
Galactose
Neu5Ac
Xyl
Fucose

animal

e

human

0

—— NeubACc

(Neu5Gce) vs

(NeuSAc)



Expressao de rProteinas por animais transgénicos

Principais vantagens

* Modificagbes pds-traducionais necessarias a proteinas
terapéuticas (proteinas funcionais e de baixa imunogenicidade)

» Capacidade de secretar a rProteina para fluidos selecionados, como o
leite (producao em glandulas mamarias)

* Guidelines ja disponibilizados por agéncias reguladoras para producao

em leite de animais transgénicos (produto comercial disponivel)

Table 5.7 Typical annual milk yields as well as time lapse between generation of
the transgene embryo and first product harvest (first lactation) of indicated species

Species Annual milk yield (1) Time to first production batch (months)
Cow 600049000 33-36
Gioat T00-800 1820
Sheep 400-500 |8-20
Pig 250-300 16-17

Rabbit 4-5 7




Animais transgénicos

Principais desvantagens

* Manipulacao genética delicada e técnicas pouco estabelecidas

* Longo tempo para selecao de animais produtivos

* Altos custos associados a segregacao e manutencao dos animais

* Riscos associados a presenca/contaminacdo por agentes patogénicos

* Baixa aceitacao por parte dos consumidores



Sistemas de expressao usados na producao industrial de biofarmacos glicosilados

Fonte: Lalonde e Durocher (2017)



Resumo dos Principais “Hosts” de Expressao de rProteinas

Principais caracteristicas, vantagens e desvantagens de diferentes sistemas de expressao

Expression system

Advantages

Limitations

Uses

Expressed proteins

Escherichia coli

Bacillus subtilis

Saccharomyces cerevisiae

Pichia pastoris

Baculovirus — Insect cells

Plant cells

Animal cells

Transgenic plants

Physcomitrella patens

Transgenic animals

Cell-free translation

Large number of genetic tools

available
High expression levels

Secretion capacity
Non-pathogenic organism

Non-pathogenic organism
Potential to scale-up

High expression and secretion

capacity

High expression levels
Low risk of pathogens

Simple media
Low risk of pathogens

Expression of complex
proteins

Secretion

Protein storage in seeds
Low risk of pathogens
Scale-up

Secretion capacity
Low risk of pathogens

Expression of complex
proteins

Secretion in body fluids (i.g.

milk)
Toxic proteins
Suitable for automation

No post-translational
modifications

No post-translational
modifications
Protein degradation

Glycosylation pattern
Hiperglycosylation
Low secretion capacity

Glycosylation pattern
Grown in explosion-proofed
equipment

Glycosylation pattern

Glycosylation pattern

High production costs
Low yields

Time consuming
Glycosylation pattern

Low expression levels

Time consuming
Expensive research and
development

Post-translational
modifications

Research
Commercial production

Research
Good potential for commercial
production

Research
Commercial production

Research
Good potential for commercial
production

Research
Commercial production

Potential for commercial
production

Research
Commercial production

Commercial production

Good potential for commercial
production

Good potential for commercial
production

Research/small scale

Non-complex proteins
Antibody fragments

Non-complex proteins
Antibody fragments

Complex proteins

Complex proteins

Complex proteins

Complex proteins

Complex therapeutic
proteins

Monoclonal antibodies
Complex proteins
Edible vaccines

Complex proteins

Complex therapeutic
proteins
Monoclonal antibodies

Non-complex proteins
Proteins with unnatural
aminoacids




