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Inzynieria Biatek

Inzynieria biatek

InZynieria

« Dziatalnos¢ polegajaca na projektowaniu, konstrukgji, modyfikacji
i utrzymaniu efektywnych kosztowo rozwigzan dla praktycznych
problemdéw, z wykorzystaniem wiedzy naukowej oraz techniczne;.
Dzialalno$¢ ta wymaga rozwigzywania probleméw réznej natury
oraz skali. Bardziej ogolnie, inzynieria zajmuje si¢ tez rozwojem
technologii.

« '... projektowaniu, konstrukcji, modyfikacji’ biatek i enzymow.

« '... zwykorzystaniem wiedzy naukowej oraz technicznej’, tj. metod opartych o
narzedzia bioinformatyczne.

« '... rozwigzywania probleméw réznej natury oraz skali’, tj. utrzymanie integralnosci
strukturalnej i/lub modyfikacja aktywnosci enzymatycznych.




Podejscie klasyczne...

« Synteza nowo zaprojektowanych biatek poprzez wykorzystanie technologii
rekombinowanego DNA i chemiczng synteze kwaséw nukleinowych.

Kierunkowa
mutageneza

Qczyszczanie

BIALKO

Charakterystyk
a

Podejscie wspolczesne...

- Faldowanie bialek - proces
faldowania, chaperony, biatka
patologiczne.

o Dynamika bialek - analiza
struktury, analiza dynamiki.

« Modelowanie konformagji
biatek.

« Chemiczna synteza
polipeptydow.

« Projektowanie modyfikacji

biatek.




MozliwoSci...

« pozwala na zmiany i optymalizacje kluczowych wiasciwosci biatek:
« stabilnosci
- selektywnosci
« powinowactwa
« aktywnosci
- odpornosci na degradacje proteolityczna
« rozpuszczalnosé
« poziom ,ekspresji”
« dzieki metodom inzynierii mozna wyizolowa¢ pojedyncze funkcjonalne domeny (najmniejsze aktywne fragmenty) z
« wielodomenowych biatek
« opornych na hydrolize
« stabo rozpuszczalnych

- mieszaniny sfaldowanych/ lokalnie niesfaldowanych/ niesfaldowanych

. metody powodujace wzrost rozpuszczalnosdci, stabilnosci i zdolnosci do krystalizacji moga pozwoli¢ na wykorzystanie
technologii upakowania (compaction technology) opartej na usuwaniu z biatka nie-kluczowych luznych petli — w rezultacie
otrzymuje si¢ mini-biatka o lepszych wilasciwosciach terapeutycznych (biatka terapeutyczne, przeciwciata). Techniki te
wykorzystuje sie do rozwoju szczepionek antywirusowych i w badaniach nad lekami przeciwko bakteriom

Ulepszony enzym...

Projektowanie Mutageneza Transformacja

Ekspresja Oczyszczanie BIALKO




Ulepszony enzym...

Losowa mutageneza - biblioteki

BIALKO

Poprawianie stabilnoSci

« Na stabilnos¢ biatka wplywaja:

. aminokwas N konicowy
(Met, Gly, Ala, itp dlugie zycie;
Leu, Phe Lys, itp krétkie zycie)
Table10.2 N-Terminal Rule for Protein Stability
. SekWeane PE ST destablllzu] ch _ sekwencje N-Terminal Residue Approximate Half-Life (Minutes)
L . Met, Gly, Ala, Ser, Thr, Val 120
10-60 AA w $rodku biatka bogate w Pro, Glu, o T o
Ser i Thr — one s rozpoznawane przez i, o 10

Leu, Phe, Asp, Lys, Arg 23

enzymy proteolityczne

o najprosciej zmieni¢ aminokwas N-kornicowy —
wystarczy go dodaé np. w trakcie PCR insertu

- znacznie trudniej zmieni¢ sekwencje PEST nie
wplywajac na funkcje biatka

sczasami podniesienie stabilnosci biatka
powoduje, ze zaczyna sie ono nieprawidlowo
faldowaé, co przy duzej nadekspresji
prowadzi do powstania cialek inkluzyjnych




Poprawianie stabilnoSci

» pojawianie sig ciatek
inkluzyjnych oznacza
najczesciej, ze produkowane
biatko jest stabo
rozpuszczalne lub
produkowane zbyt szybko

-w takiej sytuacji najlepiej
wprowadzi¢ do  systemu
dodatkowe czaperony, ktore
zapewnig prawidiowe
faldowanie

Misfolded

by {0

Polypeptide (o)
chain

Proper folding
g \@

Molecular
chaperone

Poprawianie stabilnoSci

« mostki dwusiarczkowe nie tylko
determinuja ~ strukture  tréjwymiarowaq
biatka, zapewniaja takze jego stabilno$¢ i
podnosza odpornosé¢ na utlenianie (co w
warunkach przemystowych czyli
pozakomoérkowych jest bardzo istotne) —
wprowadzenie dodatkowych mostkow
podnosi stabilnosé biatka

« wprowadza si¢ dodatkowe cysteiny, ktore
w warunkach utleniajacych utworza mostek
— oczywiscie konieczna jest znajomosc¢
czwartorzedowej struktury biatka, zeby
wprowadzi¢ te aminokwasy w
odpowiednie miejsca

o zasadniczo im dluzsza petle tworzy
mostek, tym bardziej podnosi si¢ stabilnos¢

10
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Poprawianie stabilnoSci

! N
o mostki dwusiarczkowe nie tylko - / 1
determinuja ~ strukture  tréjwymiarowa

biatka, zapewniajg takze jego stabilnos¢ i
podnosza odporno$¢ na utlenianie (co w ;
warunkach przemystowych czyli
pozakomoérkowych jest bardzo istotne) —
wprowadzenie dodatkowych mostkéw

podnosi stabilnosé biatka

3
-

« wprowadza si¢ dodatkowe cysteiny, ktére
w warunkach utleniajacych utworza mostek
— oczywiScie konieczna jest znajomosc¢
czwartorzedowej struktury biatka, zeby

Wprowadzic’ te aminokwasy w Tablen.2 Disulfide Stabilization of T4 Lysozyme
OdeWledI’lle ].‘nIEJsca Protein — Disu"id;- ?g:ds Presen;l_142 Statzrilrinty as Activity (%)
. . . Original - - - 419 100
o zasadniczo im dluzsza petle tworzy i . z 2 w67 %
o . . . . z 2z 2 - + - 48.3 106
mostek, tym bardziej podnosi sig¢ stabilnosé - : . = :
4 + + - 57.6 95
5 - + + 58.9 0
11 e + + + 65.5 0
[ ] [ ]
rf"\, P
1e]sce aktywne _
ey \’ R e W @
N NAD | )
ASIA SR NEARBOTTON,

OF POCKET

« mozna zmieni¢ takze miejsce aktywne enzymu i
zmieni¢ specyficzno$¢ wiazania substratu albo

kofaktora

» przyklad enzymy z grupy dehydrogenaz, ktére majq NAD(P)
kofaktory NAD lub NADP - maja podobny e
mechanizm, ale NAD jest uzywany przez enzymy @;;{NH,' e 'k)lj
szlakéw degradacji i w taiicuchu oddechowym, 7 o . o b, !, o
natomiast NADP w reakcjach syntezy Nyl 7 ¢ N
o strukturalnie réznigq sie tylko grupa fosforanowa e D oo

absent in NAD

przylaczona do pierscienia rybozy NADP — powoduje
to ze NADP ma bardziej ujemny fadunek a enzymy,
ktore go ,,uzywajq” maja wigksze kieszenie wigzace z
dodatnio natadowanymi aminokwasami.

12




Miejsce aktywne

M

M

o] ol Bt

o P

Cofactor 7 Only NaD vy \ o/ i
binds N ) W | } ;

|NaDP

\ ]

S

\ T

NADP is
preferred

INTRODUCE LYS
NEAR BOTTOM

REPLACE
ASP BY SER

A
OF POCKET

Wild-type:
LDH

Hydrophobic
residue

» dehydrogenaza mleczanowa wigkszosci bakterii uzywa NAD ale nie NADP, w reakgcji
przeksztalcania pirogronianu w mleczan

« W miejscu wigzania kofaktora znajduje si¢ ujemnie natadowany asparaginian (co wyklucza
wigzanie NADP) — jezeli zamieni si¢ go na obojetny (np Ser) enzym bedzie mégt zwigzac
oba kofaktory. Jezeli zmienimy hydrofobowy AA w poblizu kieszeni na dodatnio
natadowany (Lys lub Arg) enzym bedzie preferowat NADP

« podobnie mozna zmieni¢ miejsce wigzania substratu — np. jezeli zamienimy trzy Ala na 3
Gly — miesjce zrobi si¢ wieksze i bedzie moglo zwiazaé czasteczke wigksza niz pirogronian.
Jezeli zamienimy reszty hydrofilowe (Lys i GIn) na hydrofobowe (Val, Met) miejsce stanie
sie bardziej hydrofobowe, Udowodniono, ze 5 i 6 weglowe zwiazki moga by¢ substratami

13

/miana architektury

Original polypeptide chain

« w enzymach miejsce aktywne buduje

stosunkowo niewiele AA FOLDING

Active

o pozostate stanowia tréjwymiarowe rusztowanie
odpowiedzialne za to, zeby odpowiednie reszty
znalazly sie¢ w odpowiednim miejscu w
przestrzeni

FNGINEER
SCAFFOLD

o bardzo czesto takie rusztowanie jest znacznie
wigksze niz trzeba — np. B galaktozydaza z E. coli
ma ok. 1000 AA, podczas gdy najmniejsze
enzymy hydrolityczne maja ok. 200-300 AA, co
oznacza, ze teoretycznie biatko to mogloby by¢
znacznie mniejsze co z przemystowego punktu ShortEacd cham
widzenia bytoby bardzo korzystne

FOLDING
. metodami typu phage display wybiera sie
krotkie

fragmenty biatka o okredlonej funkcji a reszte
usuwa %

14




Rekombinacja domen

Fokl endonuclease Gal4 activator

Ao, . &/
{ domain @ y

« faczy sie domeny funkcjonalne z r6znych biatek e oo

- enzymy restrykcyjne - polaczenie domeny tnacej RECOMBINE DONAINS
Fok I z inng sekwencyjnie specyficzna domena
wigzacg DNA. Fok I jest enzymem restrykcyjnym
II typu z domenami N koricowa ( rozpoznawanie
sekwencji DNA)i C koricowgq (cigcie DNA). Sama
domena endonukleazowa tnie niespecyficznie, ale
jezeli potaczy sie ja z domenag rozpoznajaca
sekwencje, to ona bedzie determinowaé
specyficznos¢ cietej sekwencji

Gald DNA
recognition
domain

» biatko Gal4 jest aktywatorem transkrypcji u
drozdzy. Ma domene aktywujaca i rozpoznajaca
15 pz sekwencje konsensusowa. Jezeli potaczymy
ostatnie 17 AA koniec Gal4 z domeng tnacg Fok I
powstanie biatko hybrydowe wigzace si¢ do
sekwencji  rozpoznawanej przez Gal4 i
przecinajagce DNA w tym miejscu

15

Rekombinacja domen

A) HYBRID Fokl Zn FINGER PROTEIN

« domene tnaca z Fok I tgczono
takze z domenami typu palca P
cynkowego (biatko moze mie¢ A
wiele palcow, kazdy wigze
trzy pary zasad) Ve

G JE—— I.A.
it PSS S S

Linker

« przykiad — 90 AA domena z € %”RB
trzema palcami rozpoznajaca )
specyficznie 9 pz polaczona z
domeng nukleazowg Fok I

( PREGTHTROHKQILDSSQSFSKGCEPCKY.
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Rekombinacja domen

Phusion DNA Polymerase i

Oprocz klasycznej domeny odpowiedzialnej za powielanie/kopiowanie DNA
zawiera dodatkowg domene odpowiedzialng za wigzanie.
W wyniku tego polymeraza stabilniej wigze sie z szablonem.

17

Modytikacja AA

B) pBpa ADDS A CROSS-LINKING SITE TO GST

Wild-ype Mutant = e
GST GST L
=

GST
homodimer
\
O
Add pBpa &
3

» nienaturalne aminokwasy majaq wiele r6znych grup, np
p-benzoilo-L-fenyloalaniny w jedna pozycje enzymu S-transferazy
glutationu, powoduje dimeryzacje enzymu pod wpltywem $wiatta UV

» w skali laboratoryjnej izoluje si¢ tRNA i podtacza do nich nienaturalne
AA a nastepnie dostarcza do sztucznego systemu translacyjnego

« na skale przemyslowa uzywa sig¢ transgenicznych komorek, ktére majq
juz tRNA dla dziwnych AA — najczesciej po prostu tworzy sie tRNA
wstawiajgce aminokwas w jeden z kodonéw stop

18




Biblioteki

A) MULTI-RECOMBINANT PCR

« znane sa miliony sekwencji DNA, ktére kodujg domeny i segmenty bialek o okreslonych
funkcjach

« mozna tez zaprojektowac zupelnie nowa domene i zsyntetyzowac sztucznie kodujacy ja DNA

« fragmenty DNA dlugosci ok. 75 pz (25 AA) Iaczy si¢ razem technikga PCR stosujac
odpowiednio przygotowane zachodzace na siebie stratery

« r6zne fragmenty mozna laczy¢ w sposéb zaplanowany [A] lub zupelnie przypadkowy [B]
dodanie sekwencji promotorowych i terminalnych spowoduje, Ze powstanie gen kodujacy nie
istniejgce w przyrodzie biatko — nalezy przeprowadzi¢ screening, sprawdzi¢ aktywnos¢,
wigzanie ligandow itp

19

Systemy ekspresji

« biatka rekombinowane mozna produkowaé w wielu systemach
— bakteryjnych, drozdzowych, w rodlinach, zwierzetach,
komorkach ssaczych lub owadzich

« Wybor systemu uzalezniony jest od tego jakie bialko chcemy
produkowa¢ - np jezeli bialkko ma mie¢ modyfikacje
potranslacyjne albo ma strukture, ktorej nie jest w stanie samo
przybrac to w przedbiegach odpadaja bakterie

20




Charakterystyka organizmow wykorzystywanych do
produkciji biatek rekombinowanych

. . Insect Mammalian
Characteristics E. coli Yeast
cells cells
Growth speed Fast (Tq ~ Fast (Tgq ~ Slow (T4 ~ Slow (T4 ~
20-30 90 min) 24-30 h) 24-30h)
min)
Growth medium Simple Simple Complex Complex
Cheap Cheap Expensive Expensive
Expression level High Low — Low — High Low —
High Moderate
Secretion Periplasm Medium Medium Medium
Post-
translational
modifications
N-linked no yes (high yes yes
glycosylation mannose) (simple, no (complex)
sialic acid)
O-linked no yes yes yes
glycosylation
Phosphorylation no yes yes yes
Acylation no yes yes yes
Acetylation no yes yes yes
g-carboxylation no no no yes

Characteristics of commonly used host organis%l for protein production.

Systemy ekspresji

SPEED

CosT

Trlmsgu) s

"
AN

GLYCO- e AN
SYLATION T\:m.\gmgfi‘s
| b d 3
\ BN

fotonic Q %‘ i ‘
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Pozakomorkowe systemy

ekspresji biatek

Cell

Extmct

Amino
acids

® . .
Water

Egjgg Additives
oF interest
<
[
[
NTPS CoFactors
sk ’ by @, L ]
shlaby § ~bebote ] 'S
= L
T 5 TR (el 50 T ’,
wwwwww S,
23
. . Cell Amfmo
» Cell-free protein synthesis Extract acids
® ®
(CFPS) system | ® . .
DNA Water
* Prosty
«Szybki Q ~ L
« Wrazliw E
y sg‘:;fg Uﬁ .
of interest
P
. [
«Pozbawiony bton ¢
komoérkowych NTPs COFactors
, ® en.
o ...system pozakomorkowej ksx, e £ Q.é
syntezy bialek. b ] -] * o &
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/ In vivo system

Gene of
Q + O interest in
plasmid
Competent
cell ‘L

Transformed
cells
ﬂ Growth of

' clones on
/ antibiotics plate

‘LCeII lysis

Production of
target protein

o ® o Centrifugation
& °. 2 &protein
N\ Wi purification
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/ CFPS system \

C |\ Cell growth
\
\LCeII lysis

\_ © 8 ‘/"'E

¢Centrifugation

Removal of cell
debris and DNA

b—

S

 Protein

DNA template, energy
source, cofactors, salts

Centrifugation &
\1’ protein purification

i

/. astosowanie

» Toksyczne i biologicznie
niebezpieczne biatka.

« Biatka btonowe.

« Enzymy szkodliwe dla
nosiciela

- Bialka terapeutyczne

« Wprowadzanie
nienaturalnych aminokwasow

26

Functional Genome/
Proteome Analysis

* Gene mutation/deletion analysis
(e.g., enzyme kinetics)

* Protein domain mapping
« Characterization of protein interactions
* Gel Shift EMSA

« Generation of protein arrays

Expression of Difficult-to-
Express Proteins

* Cell-toxic proteins, membrane protein,
viral proteins, kinases

Protein Evolution/

Enzyme Engineering

« Display technologies (e.g., ribosome,
mRNA display, in vitro compartmental
ization)

« Evolution of antibodies in vitro by
ribosome display

Analysis of Transcriptional/
Translational Regulation

= Structural RNA analysis such as char-
acterization of regulatory elements for
translation (e.g., UTRs, Capping, IRES)

* RNA virus characterization

Screenings

* Screening of chemical libraries for
effect on translation

+ Drug screening (e.g., antibiotics)

Protein Labeling

* Open systems allow
the incorporation of
labeled amino acids




Antibodies
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Figure 5. To produce membrane proteins through CFPS platforms, several membrane-mimicking structures are used. (A) Lipid bilayer,
(B) liposome, (C) micelle, (D) bicelle, (E) nanodisc, and (F) tethered bilayer lipid membrane. Figure reproduced with permission from

(Schoborg and Jewett, 2018) © John Wiley and Sons, Inc. 28




Amber-suppressing
tRNA

Brota Release
L factor 1
29
Komponenty sytemu
 Niezbgdne elementy: R {%“E] o
« Rybosomy b »
- tRNA
Cell-Free Translation - Cell-Free Transmphon/
« Aminoacylo-tRNA syntetazy g Y e
« Czynniki inicjacji, elongadji,
terminacji vV

« Aminokwasy
« Zrédta energii (ATP, GTP)
 Systemy regeneracji energii

»Sole i inne sktadniki, np. bufory

30
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Pochodzenie komponentow

o E. coli Lysate

« Wheat Germ

« CHO Cell Lysate

- Rabbit Reticulocyte Lysate

« Insect Cell Lysate
« HEK Cell Lysate

31

Sep-OTS expressed
during growth N

NTPs
por e % Amino acids
\éﬂ ’t§ W
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Salts
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GORGLE

33

INSULINA ooskonsey
Insulina Insulina
dzis 100 Lat temu

POCZATKILECZENIA INSULINA:

X Insulina pozyskiwana byta z trzustek zwierzat é’)“g

X

Q

X Lek byt stabo oczyszczony g

X Czesto pojawiaty sie powiktania skorne

X Lek byt niewystandaryzowany
(nie zawsze dziatat z taka sama sita) @

X Zastrzyki byty bolesne

X Nie dysponowano insuling bazalna i dopositkowa,
byt jeden lek, ktory obnizat poziom cukru we krwi.

( INSULINOTERAPIA DZISIAJ: j

V Insulina pozyskiwana jest metodami inzynierii genetycznej

v Dysponujemy insulinami o réznym czasie i poczatku dziatania
V Insuliny bez szczytu dziatania minimalizuja ryzyko hipoglikemii
V¥ Insuliny analogowe zmniejszaja ryzyko przyrostu masy ciata
V Lek podawany jest w wygodny, praktycznie bezbolesny sposéb

v Powiktania skorne przy rotacji miejsc iniekcji nie wystepuja

( POLSKIE
Gy B TI®
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IB w praktyce

Insulina

35

» Grupa choréb metabolicznych « Beelts
charakteryzujaca si¢ hiperglikemia Pancreas
(podwyzszonym poziomem glukozy
we krwi) wynikajaca z defektu
produkgji lub dziatania insuliny
wydzielanej przez komoérki beta Clucose~ @
tr;u'stkl.. Przewlekla hlperghkemla Glycogen Proteins Fats
wigze sie z uszkodzeniem, t) t t)
zaburzeniem czynnosci i Glucose  Amino  Fatty
niewydolnoscia réznych narzadéw, acids - acids
szczegoblnie oczu, nerek, nerwéw, serca
i g i § Clucose
i naczyn kr.‘/vlonos.nych. Ze wzglec.iu na Ctshe by cells 1
przyczyne i przebieg choroby, mozna Blood glucose }
wyrdznic c'ulfrzyce ty.p'u 1, typ.u.Z, _ fStoragg cotmpounds:
cukrzyce ciezarnych i inne [Wikipedia]. o ;
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Insulina

o (tac. insula, czyli wyspa, od
wysepek Langerhansa, ktore jq
wytwarzajg)

« Anaboliczny hormon
peptydowy o dzialaniu
ogOlnoustrojowym
odgrywajacy zasadnicza role
w metabolizmie
weglowodandw (takze biatek i e
tluszczéw) [Wikipedia].

glikogenu
ukozy
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Terapia insulinowa

« Czy musze zaczad brac insuling, poniewaz nie poradzitem/am sobie z
leczeniem cukrzycy?

« Czy wstrzykniecia bola?

- Czy stosowanie insuliny oznacza, ze moja choroba postepuje?

« Czy przybiore na wadze?

» Jak mam si¢ nauczy¢ wstrzykiwania sobie insuliny?

» Czy bede mie¢ zbyt niskie stezenie glukozy we krwi (hipoglikemie)?

 Czy trzeba bedzie zmieni¢ prace lub zrezygnowac ze swoich zainteresowan?

« Czy stosowanie insuliny jest skomplikowane?

38




Produkcja

* 1922 odkrycie
* 1923 Eli Lilly, USA wprowadza pierwszg insuline do obrotu

* 1923 Nordisk Insulinlaboratorium, Dania rozpoczyna produkcje insuliny z
trzustki wotowe;j

* Za date rozpoczecia produkcji w Polsce przyjeto rok 1924, gdy w
Panstwowym Zaktadzie Higieny uzyskano pierwsze 315 000 jednostek
insuliny. Uruchomienie produkcji w oparciu o technologi€ opracowang w
Kanadzie odbyto sie w latach 1928-1929. Polska byta czwartym krajem w
Europie (po Anglii, Danii i Niemczech), ktéry uruchomit produkcje insuliny.

* Po Il wojnie Swiatowej produkcja insuliny byta kontynuowana przez
Zjednoczenie Wytworni Surowic i Szczepionek ,,Biomed” w Warszawie.

* 1953 produkcja w zaktadach Polfy Tarchomin

2023 39

Insulin sales kit, Eli Lilly and Company, 1940s
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PANCREAS PANCREAS
GLANDS GLANDS

Cut into strips Ground fine

to show original in acid alcohol
structure. 3 water mixture.

These are now s The liquid
processed is separated
as further from the glands
described. by filtration.

2023 41

CRUDE ILETIN CRUDE ILETIN
(INSULIN, LILLY) (INSULIN, LILLY)

Filtrate from No. 2 Solution in water
is concentrated and . £ th (it
material insoluble y el
in acid water
removed. Solutionis further purification
then saturated with : by oleahdi
sodium chloride >
and the precipitate
formed contains
Tletin (Insulin, Lily).

3

from No. 3 after

fractionation.
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ILETIN
(INSULIN, LILLY)

This is the colorless
finished product in
oneof the commonly
used strengths.
This very highly
purified colorless
solution is obtained
through repeated
iso-electric
precipitation of
solution No. 4.

5

ILETIN
(INSULIN, LILLY)
made from
zinc-Insulin
crystals.
This represents a
solution of pure
zinc-Insulin
crystals. The
crystals used have
been prepared
from lletin (Insulin,
Lilly) and zinc.

6

. Made from
c-Insulin Crysts

2023

PROTAMINE,
ZINC & ILETIN (INSULIN, LILLY)

This product is prepared by
adding protamine, zinc, and
phosphate buffer to lletin
(Insulin, Lilly).

g

u’llld['a., Tudiapspeiit

o
Sha

mg. zine per 14

ke Well 000
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Bioton, Macierzysze pod Warszawg
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Bioton

Fabryka BIOTON w Macierzyszu pod
Warszawa to jeden z najnowocze$niejszych
zaktaddw biotechnologicznych na $wiecie. To 08
w niej powstaje insulina — zaréwno substancja [
czynna, jak i gotowe formy leku. BIOTON
produkuje insuline najwyzszej jakoSci na
skale komercyjna, zapewniajgc pacjentom
bezpieczne i skuteczne leczenie cukrzycy.

Posiadamy dwa zaktady produkcyjne: Zaktad PROCESY PRODUKCYJNE
Produkcyjny Nr 1 zajmujgcy sie produkcjg
form gotowych oraz Zakfad Biotechnologii —

wytwarzajgcy substancje aktywng (API).

[Matriaty prasowe]

wwwwwww
uuuuuu
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Rodzaje insuliny

« U zdrowego cztowieka trzustka produkuje w ré6znym czasie r6zne
ilodci insuliny. W okresie miedzy positkami i w nocy insulina jest
wytwarzana w mniejszych, mniej wiecej stalych ilosciach (insulina
bazowa). Po positkach wytwarzane sa wigksze ilosci insuliny
(insulina okolopositkowa). Takie wydzielanie insuliny zapewnia
prawidlowgq kontrole glikemii przez cata dobe.

« W zwiazku z tym, ze u 0séb z cukrzycq organizm nie produkuje
wlasnej insuliny lub produkuje jej za mato, moze by¢ konieczne
stosowanie wigcej niz jednego preparatu insuliny, aby uzyskac efekt
podobny do sytuacji u zdrowego cztowieka. R6zne rodzaje insuliny
maja r6zny profil dziatania.
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blood glucose serum insulin
. mmol/L pmol/L
Insulina gk B
rekombinowana | — gucosebood levels )
) - - i = insulin blood levels o + 350
Analogi ludzkiej insuliny otrzymuje sie na - ) -
drodze modyfikacji genetycznej. 126 704 == starch"-rich food (*[glucose],)
Rekombinowane sg komérki drozdzy lub & s sucrose-rich food (*glucose-fructose) L 300
Escherichii coli. 654 i
Od ludzkiej insuliny analogi réznig sie 050
strukturg chemiczng zwigzku, ktéra wplywa 108 6.01
na wiasciwosci farmakologiczne,
przyspieszajgc lub zwalniajgc wchtanianie 55+ L 200
hormonu z tkanki podskérne;j.
0t
9 5 [ 150
4571
- 100
72 401
- 50
35T
mgdL 7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00 21:00 23:00 1:00 3:00 5:00 7:00
Tbreakfast Tlunch Tdinner based on [Daly98]
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Historia insuliny farmaceutyczne;

1922
odkrycie

- 1923 Eli Lilly, USA
wprowadza pierwsza insuling
do obrotu

1923 Nordisk
Insulinlaboratorium, Dania
rozpoczyna produkgje
insuliny z trzustki wotowej
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alanine

pig insulin

threonine

human insulin




Charakterystyka fizykochemiczna

« 1926-1953
« krystalizacja [Abel, 1926]
» okreslenie masy molowej [Sjogren and Svedberg, 1931]

« potwierdzenie istnienia wigzan dwusiarczkowych [Sanger,
1949]

» wyznaczenie struktury [Crowfoot, 1935]
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Struktura pierwszorz¢dowa

» Laricuchy polipeptydowe:
+A21 AA BlFVNQHLCGGERGFFVTP N

K

T

A @OVE@OODs | cELY@UEMY ¢ N Az B
R R

E

+B30AA «

QLSGELALPQLSGAGPGGGLEVQGVQLDEHA

- Wigzania dwusiarczkowe:
«CysB7-CysA7
«CysB19-CysA20
+CysA6-CysAll

« Sanger and Tuppy, 1951

» Sanger and Thompson, 1953
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Synteza

« 1960

- w ramach eksperymentu z tkankg rakowa zdolna do produkcji insuliny wykazano istnienie 2
komponentéw ciezszego (9-10kDa) i 1Zejszego

« 20 lat poznie;...

« potwierdzono istnienie biatek nalezacych do subtilizym zdolnych do proteolitycznego cigcia proinsuliny

« Steiner and Oyer, 1967;
« Steiner et al., 1967
« Smeekens and Steiner, 1990;

« Smeekens et al., 1991
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Struktura

+ 1969 Dorothy Hodgkin

o ‘The B-chain consists of an N-terminal
segment (residues B1-B6), a type 11
p-turn (B7-B10) a central o-helix oo a5 momonod o (P08
(B9-B19), a type 1 p-turn (B20-B23), o oy o oy
and a C-terminal p-strand (B24-B28), D ; e
followed by residues B29 and B30, which
are less well ordered (Figure 2A). The
A-chain consists of an N-terminal
o-helix (A1-A8), a non-canonical turn
(A9-A11), a second a-helix (A12—-A18),
and a C-terminal segment (A19-A21).

(C) Structure of a high affinity N-MeAlaB26

human insulin mutant (PDB entry 2WRX, solid

colors) overlaid on that of wild-type hormone

(gray). (D) Structure of the so-called R state form of
porcine insulin (PDB entry 1ZNI), with the
N-terminal extension of the B-chain helix shown
in blue.
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Inzynieria insuliny

° Cele:
° Z’I‘(’)CHO
« biatko rekombinowane vs. naturalne

«czas dzialania

« uwalnianie produktu

« wydluzenie dzialania S
PDB ID: 1TRZ
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Uwalnianie produk}u

» fuzja z biatkami
zmniejszajgcymi
rozpuszczalnos¢ (protaming)

« wprowadzenie mutacji:

«2xArg, Asp-Gly

.Glargine (Lantus™) R e P
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o Insulin vs. glukagon

- spadek stezenia glukozy we krwi
powoduje uwolnienie glukagonu z
trzustki i stymulacje watroby do
‘produkgji” glukozy

» wzrost stezenie glukozy we krwi
powoduje uwolnienie przez trzustke
insuliny, ktéra stymuluje
wchianianie glukozy przez komoérki

« Receptor

« dimer polgczony w dwoma
czasteczkami kinaz
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PDB ID:3LOH
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Insulina rekombinowana

*E. coli
* Brak modyfikacji potranslacyjnych (PTM), np.: glikozylacji, fosforylacji,
kompatybilnej proteolizy, formowania mostkéw dwusiarczkowych.
* Niski poziom ekspresji ze wzgledu na inne wykorzystanie kodonéw DNA.
* Degradacja biatek rekombinowanych przez natywne proteazy.
» Akumulacja w ciatach inkluzywnych.
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Insulina rekombinowana

* DrozdZowe systemy ekpresji
np.: Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris
* Kompatybilne PTM.
* Ekspresja w formie rozpuszczalnej.




Source E. coli E. coli S. cerevisiae P. pastoris

Destination of product Cytoplasm Secreted Secreted Secreted
VBiomass cell dry weight (g/l) . 80, in bioreactor with fed-batch culture » 1.2, in shake flask with batch culture ' 5, in shake Flask with batch culture » 59, in bioreactor with fed-batch culture
Typical spec. growth rate (1/h) 0.08-0.12 not specified <033 <0.03

Typical spec. production rate (mg/gh) 14.2 34 0.21 0.375
VProduct concentration (g/L) ] 434 v 0.009 v 0.075 v 3.075

Productivity (mg/L h) 1,085 4,01 1.04 17

Reference 1] [72] [19] [13]
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« Front. Endocrinol., 22 November 2011
DOI:10.3389/fend0.2011.00076

« Diabetes/Metabolism Research and Reviews
DOI: 10.1002 /dmrr.2763

« Molecule of the month
DOI:10.2210/rcsb_pdb/mom_2016_2
DOI:10.2210/rcsb_pdb/mom_2015_2
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IB w praktyce

Katalizatory
enzymatyczne

63

Kataliza przemyslowa

« Rodzaje katalizy:

« homogeniczng — kiedy katalizator
znajduje si¢ w tej samej fazie
termodynamicznej co substraty (np.
jest razem z substratami
rozpuszczony w ukladzie)

« heterogeniczng — kiedy katalizator
znajduje si¢ w innej fazie
termodynamicznej niz jeden lub
wszystkie substraty (np. katalizator
jest osadzony na powierzchni ciata
statego)

64




Katalizator

» Wsparcie:

» umiejscowienie miejsc aktywnych na no$niku pozwalajacym
zmaksymalizowac jego powierzchnie aktywna

« Odpornosc¢:

- minimalizacja wplywu substancji deaktywujacych
katalizator /inhibitoréw

« Regeneracja:

- odnowa katalizatora pomiedzy cyklami produkcyjnymi
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Katalizator enzymatyczny

« Wsparcie:

- na szkielecie komorek wytwarzajacych biatko
« Odpornosé¢:

« stabilizacja poprzez czeperony
« Regeneracja:

- ciggla ekspresja katalizatora
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Katalizator enzymatyczny
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Sekrecja u bakterii
cram-ujemnych

BAKTERIE GRAM UJEMNE (-)
grubos¢ 2-10nm

l l‘ta\

cyloplazma
68




Typy sekrecji

JTypl
' s . oM (
« Sekrecja Sec-niezalezna. To transport biatka przez IM

i OM z pominieciem periplazmy. Biatka biorace w nim udziat to:

-wewnatrzblonowy exporter ABC, IFF
-biatko MFP (ang. Membrane Fusion Protein), |

-biatko OMP (ang. Outer Membrane Protein).

Twory one kanat, przez ktéry zostaje wydzielone biatko, zakoriczeniu sekrecji IM M | 55; f',‘zn,t
struktura kanatu rozpada sie. - Complex
STyp I

« Sekrecja Sec-zalezna. To dwuetapowy proces, najpierw nastepuje transport biatek
przez IM za pomoca systemu Sec, nastepnie nastepuje przejscie biatka poprzez OM
przez sekreton-kompleks zakotwiczony w obu blonach, utworzony z 12-15 biatek.
To typ sekrecji biatek w pelni ztozonych. \V

<Typ III i

- Sekrecja Sec-niezalezna. Ten typ sekrecji wykorzystywany jest przez bakterie
patogenne w celu wprowadzenia czynnikéw wirulencji do komérek gospodarza.
Biatka muszg by¢ przetransportowane przez 3 bfony (2 bakteryjne i zewnetrzng oM
komorki zainfekowanej) z pominieciem periplazmy. Biatka przechodza przez kazat
utworzony z biatek o budowie pierécieniowej faczacy IM i OM oraz przez biatkowa
igle do cytoplazmy komérki gospodarza.

JTyp IV

« Sekrecja Sec-zalezna. Ten typ stuzy do wydzielania biatek (dwuetapowo) oraz
translokacji czgsteczek DNA (jednoetapowo) do komérek gospodarza.
Przeniesienie biatek do komoérki zainfekowanej umozliwia biatkowa struktura-pila.

Sec or Tat
Complex
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Typ V - autotransportery

: Typ V Autot
Autotransporter
« Autotransportery to bialka, ktére nie
potrzebuja do sekrecji biatek z periplazmy
dodatkowego aparatu. oM

« Autotransporter skfada sie¢ z: Ty .

« N-terminalnej sekwencji biatkowej, E

« domeny C-terminalnej, Sec or Tat
IM Complex

- wewnetrznej domeny funkcjonalnej.

o Mechanizm autotransportu nie wymaga
dostarczenia energii z zewnatrz.
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Typ V - autotransportery

glowa
region
LAautochaperon” {acznikowy domena
szyja B
HzN COOH
trzon
\_“(_J\ A i
N R
sekwencja domena wewnetrzna jednostka translokacyjna -
sygnalna
kotwica om
B cytoplazma
71
(a)
type Va type Vb type Ve type Vd type Ve

passengers

translocation
domains

complete

structures N/A c— —
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outside

YadA
prototypowy TAA (Trimeric Autotransporter Adhesin)

« Pochodzenie:

« bakterie z rodzaju Yersinia (Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis, Y. enterocolitica).

o Czarna Smierc — termin okreslajgcy jedng z najwigkszych
epidemii w dziejach ludzkosci, panujgcq w XIV-wiecznej
Europie. Obecnie za jej przyczyng uwaza sig bakterig
Yersinia pestis (zwangq tez pateczkq dZzumy), powodujgcg
dzume, na co wskazuje analiza DNA ofiar zarazy. Epidemia
czarnej §mierci wybuchla w Azji Srodkowej, by¢ moze
Chinach, skqd przez jedwabny szlak w 1346 dostata si¢ na
Krym, skqd prawdopodobnie rozniosty jq pasozytujgce na
zamieszkujgcych éwczesne statki handlowe szczurach
$niadych pchly. Szacuje sig, Ze szerzqc sig w Europie i
okolicach Morza Srédziemnego, przyczynita sig do $mierci
(w zaleznosci od szacunkoéw) 30-60% éwczesnej populacji
Europy, 0gdlnie zas przyczynita sig do spadku
ogolnoswiatowej liczebnosci ludzkiej styl do poprawy] z 450
milionow do 350-375 milionéw w XIV wieku.
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BadA

YadA

» Nalezy do bialek
adhezyjnych.

« Za jego pomoca bakteria po
przejéciu przez blone Sluzowa
jelita przymocowuje
si¢ do powierzchni i infekuje
organizm.

» Wiaze si¢ z kolagenem, laming
i fibronektyna.
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Typ V - autotransportery
mechanizm
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Bacterial display

» Technika pozwalajaca na umieszczenie na powierzchni bakterii
bibliotek peptydow.

« W zamysle technika pozwala na powigzanie funkcji biatka z
genem je kodujacym.
« Wykorzystywana do:
« identyfikacje powinowactwa
« mapowania epitopéw przeciwciat
« identyfikacje substratow

« dostarczania szczepionek
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region.
.Autochaperon” facznikowy - domena p

soon

SRR, A ’
A — ~
sekwencja domena wewnetrzna jednostka translokacyjna.
sygnalna
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Problemy...

« TAA (trimeric autotransporters adhesins)
» Mechanizm transportu - synchronizacja

« Konfiguracja domeny katalizatora
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PIIB w praktyce

Transaminazy

89

Deaminacja amino kwaséw

» Metabolizm amino kwasow
wymaga przede wszystkim
mozliwosci manipulowania
grupa NH,.

Several

pathways M

Clucose 2. $

\ /7

o]
'

[ Cysteine |~~~ Pyruvate &——{ Serine |+——{ Giycine
e / s -

P ittt N
1 Aceto- !
Coity —-|<—’ acetahe-] -
13 4
= 7 = = Ketone
body

Aspartat:ev ! :
Oxalo- !
- ._k_-’ acetate \ - —»‘
Phenyl-
\%@l | : : Pyruv
| | |
T 7; Fuma- Tricarboxylic | ! ! L
yrosine || ate acid cycle Leucine = Lysine| ! I
|
r I
Iso-
2-Oxo- z 1 !
et Vo St pitan]) - - »{TABnEE]
Valine | L
! Thcey ]! |
X N ]u Glutamate |+ — —— — - { Histidine
| ; A !
! IR Pmlionyl Glutamine +‘_ - - {iProsine
> Prop [N

[
ynnate +—[Gystene | +—+— |
| Serine | Arginine

Transamination

[ Glucogenic () Giucogenic
Ketogenic and ketogenic Oxidative deamination
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Hydrolytic deamination
Eliminating deamination




Deaminacja amino kwasow

« Transaminazy katalizuja
zarOwno anaboliczne jak i
kataboliczne przemiany w
faricuchu metabolicznym
aminokwasow.

« Przemiany te moga zachodzi¢
na drodze:

« transaminacji

« deaminacji oksydacyjnej
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o\c/o . 0\_‘:,0

> | |

H;N—(li— H O:?
Ry Ry
Amine acid | Oxoacid |

@ / N\ idoxamine
H;NM*.._EJ,“ phesphate

0., el 0., $/0
0=cC b Hy\l—$—H
k; Rz
Oxoacid 2 Amine acid 2
P Imine acid =3
0.0 0. .0
( a c

2 3 |
HIN—C—H [ ] HaN=C
R; Y R
% A N A

Amino acid (2] (2] bt H,0

X
NH C
Oxoacid 0=C

Trans aminacja

« Mechanizm sktada sie z trzech
etapow:

« w stanie spoczynkowym PLP zwigzany
jest z grupa NH, Lys enzymu

« w obecnosci aminokwasu tworzy si¢
addukt PLP-aminokwas, aldimina lub
zasada Schiff’a, ktéry chwilowo
wypiera Lys

« w wyniku przegrupowania i hydrolizy
uwalnia si¢ 2-oxokwas oraz powstaje
fosforam pyridoxoaminy

« W kolejnym etapie reakcja zachodzi w
przeciwnym kierunku
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/naczenie przemystowe

F
2 H NHLO
« W ponad 70% produktéw N/\F’N‘
farmaceutycznych wystepuja F LN N
chiralne zwigzki. CFs

« Aminy stanowia wygodne
punkty wyjscia dla syntezy
zwigzkow optycznie
czynnych.

Thalidomide
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Otrzymywanie czystych izomerow

« Ko-krystalizacja z chiralnymi B RN T ;»YOJ Y
aminokwasami. ° epste nen
PROBLEM: utrata 50%
materiatu!

« Aminacja redukcyjna.

PROBLEM: ol e A — K
- klopotliwe otrzymywanie
materialu wyjsciowego o o o Aeide -

. . . J eduction . s ‘ ,
- usunigcie podstawnika X ~7® R RTR RTR L RTR

94




Potencjal transaminaz

« Naturalnym substratem dla tej
grupy sa a-amino kwasy i
a-keto kwasy

» o-transaminany stanowia
szczegOlng grupe amino
transaminaz zdolnych do
przemiany prawie kazdego
ketonu/aldehydu w
odpowiadajacq im amine.

Jmel
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Strategia wykorzystania TA

EI\HZ o EI\HZ NH
o-TA 2
R3 ﬁHRA + R1JLR2 R3 5 R4 + R1/i§c\R2
/"\ 2 amine Jj\ co-
R3“"R*| acceptor R3" R4 product
rac- desired
amine enantiomer
. . . + ketone byproduct
« Rozdzit kinetyczny w oparciu
o odwracalnos¢ reakgji.
o NH, oTA NH, O ij R =Me
. Synteza asymetryczna w rore Rt rige o e
. . amine amine desired co-
oparciu o prochiralny keton acceplor  donor product  prodct
OH I) LDH
CO, + H,0 CO,” NADHgat .| R3 = Me

GDH/ | R4 = CO,H
glucose
VI) AlaDH,

NH;

(0]
Il) PDC
NADH recyclin )J\H <)—
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Strategia wykorzystania TA

R
a) 6-exo-trig
0 0 HTA NH, o spont. N
)J\/\/U\ )\/\/U\
Me R Me™ * R -H,0 Me™*
access to diastereoselective
(R)- and (S)-amine reduction of imine:

syn: d.r. = >95/<5 (Pd/C, H,)
anti: d.r. = 84/16 (LiAlH,4, Et3Al)

b)
(0] NH
J\ o-TA J\ 2 polymerization
RZ o~ > R1 * RZ ?
1,5-H-shift/

5-exo- i hi
X ’
NH, o trig Ny automerisation A\
NH, NH; — H,0 ~
3b H

3a H
c)  NH, 9 o) NH,
Rzt KH/OH . H‘/OH
O glyoxylate O glycine

glycine oxidase
NHa, Hy0, 0,, H,0

l HRP based assay

colored dye
monoamination of diketones for the diastereoselective synthesis of dihydropinidines. b) Screening assay with ortho-xylylenediamine as amine donor. ¢) Screening method with a glycine oxidase coupled with a HR
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Strategia Wykorzystania TA

a) galactose
(o] i -
oxidase o-TA I—2 NADPH MeOH esterase

R ; ;' ; ; NADP*
0, H,0, OMe
HRP/ABTS : f
NH,HCO,

R = aryl, vinyl or catalase H 0 Ala-DH/ NAD*
H,0 + 1120, FDH, NADH 5, NH,*
................................................................ - Ala-DH NADH
b) j’H ADH | j\ o-TA )NHz o) 0 M0
AI
R N:E)H [R Ala 3 R OH esterase @
NH, ! =0 (x)-TA =0

NAU & Pyr H
AlaBiH NH,CI MeOH H,0

Re=alkylarylvinyl . g
) i” ADH JOL o-TA )N\HZ
1 2 1 2 1 5]
RT R napH(RT R aig 1 ROR
NAD* Pyt

LDH

lactate

IDH = alanine dehydrogenase. ADH = alcohol dehydrogenase. NAD+/ NADH = nicotinamide adenine dinucleotide cofactor (oxidized/re- duced form). BVMO = Baeyer—Villiger monooxygenase. NADP/ NADPH
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Mechanizm TA

rLys NH,
Ny )\CO{
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Miejsce aktywne

a) L
PLP N

small pocket

large pocket

a) Schematic view of the binding site.

b) Active site of the o-TA from Pseudomonas putida with pre-opti- mized, docked substrate-PLP complex [PDB entry 3a8u].




