Producao de proteinas recombinantes

DNA Recombinante sao moléculas
de DNA geradas no laboratorio
através da fusao de fragmentos de
DNA derivados de duas ou mais
fontes, geralmente de espécies
diferentes.

Proteinas recombinantes sao
codificadas por DNA recombinante.




Expressao de proteinas recombinantes em E. coli

E. coli = hospedeiro mais
comum para expressao de
proteinas recombinantes

Vantagens:

-Tempo rapido de duplicagao (~20-30 min);
-Crescimento em meio de cultura simples;
-Proteinas de origem procariotica e
eucariodtica podem ser produzidas neste
organismo;

-Células de E.coli podem ser facilmente
lisadas para a purificacio das proteinas
recombinantes.

Desvantagens:

-E.coli nao realiza splicing

-E.coli ndo apresenta maquinaria de
processamento pos-traducional
(glicosilacao, fosforilagao etc).




Expressao de proteinas eucarioticas em E.coli
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E.coli nao realiza splicing, portanto genes eucarioticos com introns nao
podem ser diretamente expressos nas bactérias. Neste caso o RNAmM

processado do gene a ser expresso € purificado, convertido em cDNA e
clonado no vetor de expressao.




O sistema de expressao pET

Vetor de expressao: pET28a
E.coli: BL21(DE3) pLysS




Vetor de expressao

Os plasmideos para expressao $10(T7) /His{rtag
de proteina recombinante promoter ."’ JNCAIRSIE
possuem algumas diferencas \ 44('3.. $10 (T7)

Shine-Dalgarno terminator

com relacao aos de clonagem:

lac operator

Além da ORI, gene de selecao e
sitio multiplo de clonagem
(MCS) precisam de:

- regides que promovam e
regulem a transcricdo como
promotores e operadores

- uma sequéncia de término
da transcricao

- um sitio de ligacao ao
ribossomo (SD)




E.coli BL21(DE3) pLysS

-DE3 é um profago lambda que codifica o gene T7 RNA polimerase.

-A T7 RNA polimerase é altamente especifica para o promotor T7 e nao
reconhece eficazmente os promotores endogenos da E. coli.

-O promotor T7 é forte e fortemente regulado. Quando a transcricao €
ativada a partir deste promotor pela T7 RNA polimerase, o gene alvo é
transcrito com um elevado nivel de expressao - cerca de 5 a 10 vezes
superior a taxa de transcricao da propria RNA polimerase da E. coli

-A bactéria BL21 n3o apresenta algumas proteases (Lon e OmpT) que
poderiam degradar a proteina recombinante.

-pLys- A lisozima T7 suprime a atividade da T7 RNA polimerase, o que
reduz a expressao proteica de nivel basal do gene de interesse. Isto é
importante se a proteina for toxica para as células E. coli.




O sistema de expressao pET

Vetor de expressao: pET28a
E.coli: BL21(DE3) pLysS

BL21(DE3) with pLys plasmid
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Marcadores terminais fornecem instrumentos
para purificacao por afinidade
Ex: Cauda de histidina (His-tag).

Protein specific
sequence

5' ATG cat cat cac cat cac cac NNN NNN NN... 3

HIS tag

Start
codon




Purificacao por afinidade
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