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Modificarea mesajului genetic.
IV. Ingineria genetica: producerea proteinelor recombinate

Prof. Dr. Marius Mihasan
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Vectori utilizati in ingineria genetica

Elementul cheie ce asigura livrarea unei molecule de ADN recombinat si replicarea acestuia intr-o celula gazda
este reprezentat de vector. Un vector este o molecula de ADN capabila se replice independent de cromozom(i)
organismului gazda sau sa integreze in ADN-ul genomic al acestuia, realizdnd propriu-zis ,transportul” unei
secvente de ADN ,noi/straine” din exterior catre interiorul organismului gazda, sau intre organsime gazda.
Termenul de vector are de asemenea si sensul structurii ce asigura ,transportul / vehicularea” unei secvete de ADN
de-a lungul tuturor etapelor / metodelor implicate in procesul de inginerie genetica.

De-a lungul timpului au fost creati diversi vectori cu roluri specifice. Dintre cei mai importanti vectori trebuie

mentionati:
A. Vectorii plasmidiali sau plasmidele

Plasmidele sunt sunt molecule de ADN circular ce se replica independent
de cromozomul bacterian. Plasmidele sunt vectori ce apar in mod natural au
dimensiuni cuprinse intre 5,000 to 400,000 pb, dar exista si numeroase
plasmide artificiale, create de cercetatori. Plasmidele pot fi preluate celulele
bacteriene printr-un process de transformare sau injectate cu ajutorul
curentului electric printr-un process numit electroporare.
Ambele procese au randament scazut, putine celule preluind de fapt
plasmidul. E necesar din acest motiv un mecanism de selectie a celulelor ce
contin plasmidul. Cea mai frecventa strategie este de a utiliza plasmizi ce
contin o gena esentiala organismului gazda in anumite conditii — gena numita
marker de selectie. Un exemplu de asemenea marker este o gena pentru
rezistenta la antibiotic — pe medii cu antibiotic, doar celulele contin
plasmidul cu markerul se vor dezvolta si vor fi astfel selectate. Un exemplu
de vector plasmidial este pBR322.
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in ingineria genetica

Vectori utilizati

B. Bacteriofagii

Bacteriofagul A este un virus capabil sa infecteze celule de E. coli si a
injecteze propriul sau ADN de 48502 pb in celula bacteriana. Fagul a fost
modificat si a devenit un vector eficient de tranfer a fragmentelor mari de
ADN 1n celulele de E.coli. Utilizarea s-a ca vector se bazeaza pe doua
aspecte cheie:

1. Aproximativ o treime din genomul fagului este neesential si poate fi
inlocuit cu ADN strain;

2. ADN-ul fagului este impachetat intr-o particula virala functionala doar
daca are dimensiunea cuprinsa intre 40,000 si 53,000 pb;

Cercetatorii au creat astfel vectori bacteriofagici ce pot fi clivati in 3
fragmente distincte: doua fragmente ce contin gene esentiale si care au
impreuna 30000 pb si un al treilea fragment ,de umplutura,, amplasat
intre fragmentele esentiale si care poate fi inlocuit cu succes cu orice alt
fragment de ADN.

Vectorii bacteriofagici permit clonarea unor fragmente de pana la 23,000
bp. Intre cele doud fragmente esentiale poate fi astfel ligat fragmentul
ADN ,,nou/strdin” pentru a produce fragmente de ADN fagic recombinat.
Dupa ce fragmentele esentiale sunt ligate cu ADN-ul strain, amestecul de
ligare este introdus intr-un extract complet de celule de E. colic ce contine
toate componentele necesare pentru a reface particla virala printr-un
proces numit impachetare in-vitro. insd, doar acele molecule de ADN ce
contin fragmentele esentiale si ADN-ul de interes vor si impachetate in
particule virale complete si deci vor fi capabile sa infecteze noi celule de E.

coli.
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Vectori utilizati in ingineria genetica

C. Cromozomii bacterieni artificiali (BAC, Bacterial Artificial Chromosome)
BAC sunt plasmide create special pentru a permite clonarea de fragmente
foarte lungi de ADN, in general intre 100000 si 300000 pb. Tn general acesti
vectori includ markeri de selectie cum ar fi rezistenta la antibioticul
cloramphenicol (cmR) si o origine de replicare ce mentine plasmidul in o
copie/ celula (asemanator cromozomului baterian).

D. Cromozomii artificiali pentru drojdii (YACs, Yeast Artificial Chromosomes)

Vectorii YACs contin toate elementele necesare pentru a functiona ca un
cromozom eucariot in nucleul unei celule de drojdii: o origine de replicare ce
functioneaza in drojdii, doi markeri de selectie si secvente specializate
derivate din telomeri si centromer. inainte de a fi utilizat in drojdii, un vector
YAC este replicat ca un plasmid circular in bacterii. Printr-o digestie cu
endonucleaze, din molecula de ADN circular se obtin doua fragmente de
ADN numite ,brate” ce au fiecare cate un marker selectabil si propriile
secvente telomerice. Fragmente de ADN de clonat, de dimensiuni pana la 2 x
10® pb sunt amestecate cu bratele vectorului si ligate, amestecul de ligare
fiind apoi utilizat pentru a transforma celule de drojdii. Pe medii ce contin
ambele antibiotice vor creste astfel doar acele celule ce contin YACs cu
bratele flancand ADN-ul de interes. Stabilitatea de lungul generatiilor a YAC
creste odata cu dimensiunea, comportandu-se asemanator unor cromosomi
normali.
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Exprimarea genelor clonate

De cele mai multe ori produsul unei gene clonate si nu gena in sine este de interes, in special cand proteina
are valoare comerciala, terapeutica sau este necesara in procesul de cercetare.

Clonarea unui fragment de ADN intr-un vector permite izolarea si multiplicarea respectivului fragment
odata cu vectorul. Daca fragmentul contine toata regiunea codificatoare a unei gene, informatia genetica
continuta de CDS poate fi utilizata pentru a sintetiza proteina codificata. Cel mai frecvent fragmentul clonat
este pus sub controlul secventelor reglatoare existente pe plasmidul de expresie. Acest lucru permite
controlul strict al momentului si nivelului de expresie a genei clonate. Secventele reglatoare din structura
plasmidelor de expresie sunt obtinute prin inginerie genetica si permit atingerea unor nivele de expresie
ce depasesc viteza de sinteza nativa din celule. Din acest motiv, spunem despre genele clonate ca sunt
supraexprimate.

MCS

Secventa terminatoare
\\

Tn procesul de clonare cele mai frecvent CDS
sufera mici modifica (prin creearea situsurile de
restrictie de exemplu), de proteinele produse vor
avea o secventa diferita de cele native — proteine

recombinate.
Marker selectabil

Structura unui plasmid de expresie
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Exprimarea genelor clonate

De departe cel mai folosit sistem pentru supraexpresia si obtinerea proteinelor recombinate este
bacteria E. coli, datorita faptului ca necesita pentru cultivare o dotare foarte simpla si medii de cultura
relativ ieftine.

Supraexpresia unei proteine recombinate in E. coli este strict dependenta de vectorii plasmidiali de
expresie. Gena clonata n acesti vectori este pusa sub controlul unui promotor puternic ce permite o
verificare foarte stricta a intensitatii si momentului expresiei. Cei mai importanti promotori utilizabili Tn
Escherichia coli sunt lac, tac si lacUV5 din sistemul T7.

Structura si functionarea operonului lac

lac operon
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in procesul de clonare genele pot fi de asemenea alterate
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Exprimarea genelor clonate

Un promotor este absolut necesar, dar nu si suficient pentru a asigura un nivel bun de expresie al unei proteine
exogene. Alte 2 componente necesare pentru asigurarea expresia unei proteine recombinate in E. coli sunt:

1. existenta unui semnal de terminare a transcrierii eficient, ce asigura o mai mare stabilitate a ARN-ului mesager;
2. diminuare procesele de proteoliza. E. coli prezinta numeroase sisteme proteazice localizate n citoplasma,
periplasma sau asociate cu membranele externa si interna care au rolul de a inactiva proteinele exogene. Utilizarea
unor tulpini de E. coli modificate genetic precum BL21, alaturi de cultivarea la temperaturi scazute sunt doua
abordari care pot fi utilizate pentru a diminua neajunsurile fenomenelor de proteoliza.

E. coli este un organism procariot si din acest motiv utilizarea sa pentru producerea de proteine din EK prezinta o
serie de dezavantaje. Celulele de E. coli nu pot procesa introni, nu pot realiza modificari post-transcriere complexe,
precum glicozilarea, miristilarea, fosforilarea, nu pot forma un numar mare de punti disulfidice si nu prezinta
sistemele specifice de tip chaperones necesare asamblarii moleculelor multimere. Sansele de obtinere a unei
proteine cu structura tridimensionala nativa atunci cand este supraexprimata in E. coli cresc daca:

1. organismul din care provine gena clonata este mai apropiat filogenetic de E. coli;
2. proteina are masa moleculara redusa, mai mica de 70 kDa;

3. proteina nu are resturi de cisteina libere;

4. proteina nu are mai mult de 3-4 punti disulfidice intramoleculare;

5. nu necesita modificari post-transcriere pentru activitate sau solubilitate.
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Conditii ce influenteaza supraexpresia

Tn general, pentru a mari randamentul de purificare si pentru a obtine rapid cantitati mari de proteina
pura este de dorit ca gena clonata sa fie exprimata cat mai puternic. Prin utilizarea unor promotori
puternici precum tac sau lac, nivelul de expresie atins este ridicat si poate duce la destabilizarea intregului
mecanism de sinteza proteica a celulei bacteriene. Ca masura de aparare, celulele de E. coli depoziteaza
proteina supraexprimata sub forma unor corpi de incluziune. Acestia reprezinta aglomerari masive
cuprinzand, in general, o singura proteina inactiva, depliata.

Esential pentru producerea proteinelor recombinate in E. coli este realizarea unui echilibruintre
intensitatea expresiei si solubilitatea acestora. Acest echilibru poate fi controlat prin variatia unor
parametri de cultivare a microorganismului precum:

- temperatura de cultivare — temperaturi mai joase franeaza metabolismul microorganismului si asigura
nivele de expresie mai reduse; in general, se porneste de la temperatura de 35°C si se coboara gradual
cu cate 2-3°C pana la valoarea de 20°C; odata cu reducerea temperaturii perioada de incubare va
trebui prelungita;

- nivelul de agitare —in timpul cultivarii agitarea poate sa influenteze solubilitatea proteinei
supraexprimate prin nivelul de aerare al culturii care, la randul sau, influenteaza viteza sintezei
proteice; in general, se utilizeaza o viteza de rotatie de 190 rpm care poate fi diminuata, dupa caz,
pana la 90 rpm;
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Conditii ce influenteaza supraexpresia

- nivelul de inducere a expresiei — este controlat prin concentratia de agent inductor adaugat in mediu;
pentru promotorii lac si tac agentul inductor este un derivat artificial al lactozei, izopropil B-D-1-
tiogalactopiranozid sau prescurtat IPTG; cel mai frecvent, concentratia de IPTG utilizata in mediul de
cultura este 1 mM, dar aceasta poate fi redusa pana la 10 uM;

CH,0H freon
OH N

o, S cHoH  OH
OH OH 0. 0O
OH OH
OH OH

- compozitia mediului de cultura — adaugarea in mediul de cultura a unor agenti care produc stres
osmotic precum sorbitol sau betaina poate conduce in unele cazuri la imbunatatirea solubilitatii unor
proteine exprimate sub forma de corpi de incluziune;

- tulpina de E. coli utilizata — distribuitori precum NEB, Fermentas sau Roche ofera o gama variata de
tulpini de E. coli modificate special pentru a permite expresia proteinelor exogene; astfel, tulpina BL21
(DE3) este recunoscuta ca fiind mai indicata pentru producerea de proteine recombinate decat XL1
Blue.
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Purificarea proteinelor prin IMAC

Proteinele se caracterizeaza printr-o variabilitate mare atat a structurii, cat si a proprietatilor specifice.
Din acest motiv a fost imposibil pana acum sa se realizeze un protocol de purificare valabil fara echivoc
pentru orice molecula proteica. Cunostintele acumulate in domeniul purificarii proteinelor au permis cel
mult conturarea unor reguli si principii generale de urmat in scopul adaptarii unei metode de purificare la
proprietatile fizico-chimice ale proteinei de interes.

Revolutia produsa de tehnicile ADN-recombinat in biologia moleculara s-a resimtit in domenii extrem de
variate, printre care si cel al purificarii proteinelor. Tehnicile de manipulare a ADN-ului permit acum
cercetatorului sa modifice secventa si implicit structura proteinei de purificat pentru a-i conferi proprietati
specifice care sa faciliteze purificarea. In acest sens, una dintre cele mai utilizate tehnici este cea care se
bazeaza pe atasarea la unul din capetele C sau N terminale ale proteinei de interes a unei ,,cozi” cu
afinitate pentru suporturi imobilizate. Aceasta , coada” are dimensiuni variate, putand fi reprezentata fie
de un intreg domeniu proteic, fie doar de un fragment de cativa aminoacizi. Proteina recombinata obtinuta
va prezenta aceiasi afinitate ca si ,,coada” pe care o contine, putand fi astfel purificata prin tehnici specifice
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Exemple de cozi de fuziune

“Cozi” de fuziune
Domenii proteice de fuziune
MPB!
Glutation S-transferaza
Proteina A
Represorul lac
GBP?
Cozi polipeptidice de fuziune
Poli-His
Poli-Asp
Poli-Arg
Poli-Cys
Strep-tag Il

IMBP-engl. Maltose-Binding Proteine
2 GBP —engl. Galatose-Binding Protein

Metoda de purificare

Afinitate fata de amiloza
Afinitate fata de glutation
Afinitate fata de I1gG

Afinitate fata de operatorul lac

Afinitate fata de galactoza

IMAC3

Cromatografie pe rasini anionice
Cromatografie pe rasini cationice
Afinitate pentru grupari tiolice

Afinitate pentru avidina sau streptavidina

3 IMAC —cromatografie de afinitate pentru metale imobilizate (engl. Immobilized Metal Affinity Chromatography)
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Purificarea proteinelor prin afinitate fata de suporturi imobilizate
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