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Abstract

Today, recombinant expression of proteins is used for a variety of purposes. One of these is
the production of allergens, which are vital components in allergy diagnostics. However,
traditional expression systems such as Escherichia coli and Pichia pastoris might not have
the capacity to express all proteins of interest. Thermo Fisher, which is a leading producer of
allergy tests, has requested an evaluation of different microorganisms and their capacity for
heterologous protein expression in order to expand their existing toolbox of expression
systems. This summary was made through a literature study, where twelve organisms were
evaluated. Six eukaryotic and six prokaryotic expression systems are compared based on
their ability to properly glycosylate protein, need for specific culture conditions, safety,
protease activity, duration, protein yield and protein solubility. The prokaryotic systems —
Corynebacterium glutamicum, Lactococcus lactis, Pseudomonas fluorescens,
Pseudoalteromonas haloplanktis, Ralstonia eutropha and Streptomyces lividans — are
characterized by being easy to cultivate, operating in different temperature ranges and
providing relatively high yields of recombinant protein. The eukaryotic systems — Aspergillus
fungi, the green algae Chlamydomonas reinhardtii, the yeast Hansenula polymorpha, the
parasite Leishmania tarentolae, the moss Physcomitrella patens and suspension-based
plant cells — all have very different morphology and properties. In comparison with the
prokaryotic systems, it can be concluded that they are generally better at folding and
providing the correct glycosylation patterns for mammalian and plant proteins. However, they
require more time and effort to establish a competent cell line. Furthermore, the resulting
protein yield is usually less than for the prokaryotic systems. The conclusion can be drawn
that no expression system is perfect. The solution is a toolbox, containing various expression
systems and vector systems, providing the basis for successful expression of all kinds of
complex proteins. Based on the evaluation of expression systems in this review, such
toolbox can be obtained.
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1. Inledning

Proteiner ar en grupp av makromolekyler med en oerhérd bredd av biokemiska funktioner.
Det har gjort dem viktiga inom omraden sasom lakemedels- och livsmedelsproduktion.
Dessa stora majligheter har drivit utvecklingen for att kunna isolera och producera enskilda
proteiner fér kommersiellt bruk. | dag finns tva tillvagagangssatt for proteinframstallning — det
ena ar att extrahera och rena fram malproteinet ur den naturliga kallan och det andra ar
genom rekombinant proteinproduktion. Att uttrycka proteiner rekombinant ger manga ganger
storre produktmangder an utvinning ur den naturliga kallan och ar saledes att foredra. Ett av
de mest etablerade expressionssystemen for rekombinant proteinuttryck ar bakterien
Escherichia coli (Ferrer-Miralles et al. 2015).

Thermo Fisher ar ett multinationellt foretag som bland annat tillverkar verktyg for
allergidiagnostik. | detta arbete kravs framstallning av allergena proteiner och idag utvinns
en del av dem ur den naturliga kadllan medan andra uttrycks rekombinant i vardcellerna
Escherichia coli och Pichia pastoris. Dessa system fungerar vanligtvis bra fér sma proteiner
med en enkel struktur, men vid framstallning av mer komplexa proteiner kan de vara
otillrackliga. Det beror exempelvis pa att de inte har samma maskinerier for
posttranslationella modifieringar som hoégre eukaryoter. Det kan saledes bli svart att uttrycka
exempelvis vaxtproteiner i bakterieceller.

For att kunna utdka sin katalog av heterologt uttryckta proteiner ar Thermo Fisher i behov av
expressionssystem alternativa till E. coli och P. pastoris. | den har rapporten beskrivs och
utvarderas tolv expressionssystem som kan underlatta produktionen av svaruttryckta
proteiner.

Projektmal
Att hitta och utvardera expressionssystem relevanta for Thermo Fishers produktion av
allergena proteiner utdver de som anvands idag.
- Relevanta expressionssystem som ska utvarderas ar prokaryota system utdver E.
coli och eukaryota system utdver P. pastoris, daggdjursceller och insektsceller. Totalt
ska minst 10 system presenteras.

1.1 Hur rapporten ska lasas

Den har rapporten utvarderar 12 olika expressionssystem. Dess egenskaper och de storsta
for- respektive nackdelarna ar sammanfattade i tva tabeller under avsnitt 4.1. Utifran
tabellerna kan lasaren sjalv bestamma vilket expressionssystem som ar intressant att |asa
vidare om. Rapporten behdver alltsa inte I&sas i sin helhet for att forsta varje system i sig.
Om rapporten lases i PDF-format ar namnen pa organismerna i tabellerna lankade till den
detaljerade utvarderingen. Aven rubrikerna i innehallsférteckningen ar lankade. |



diskussionen féljer en jamforelse mellan de olika expressionssystemen dar de stalls mot
varandra.

Ord markerade med en asterisk (*) i texten ar ord som finns férklarade mer ingaende i en
ordlista. Denna hittas i bilaga 2.

2. Bakgrund

| denna rapport definieras ett expressionssystem som en vardorganism som rekombinant
framstaller proteiner i produktionssyfte. Den gen som kodar for det protein som énskas
uttryckas fors in i ett expressionssystem och uttrycks sedan i detta. Genen 6verfors till
expressionsystemet via ett vektorsystem som till exempel kan vara en plasmid eller ett virus.

2.1 Rekombinant proteinframstallning — steg for steg

Produktionprocessen for rekombinant proteinframstallning varierar, i figur 1 presenteras ett
allmant arbetsfléde.

( * Isolering av en gen

( . Kloning i en expressionsvektor

. Transformation

% . Selektion

@ oding

Pa | av . Induktion

L A . o 2
s Utsondring eller lysering
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Figur 1: Overgripande steg i produktionen av rekombinanta proteiner. Se texten nedan fér férklaring av
respektive steg.



Isolering av gen av intresse
Den eller de gener som &r intressanta isoleras och amplifieras, till exempel med
polymeraskedjereaktion (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) (Cox & Nelson 2008).

Kloning i expressionsvektor

Generna klonas in i en expressionsvektor, vanligtvis en plasmid. Den nu rekombinanta
plasmiden amplifieras oftast i E. coli (Cox & Nelson 2008). Det finns tva typer av promotorer
som kan anvandas i vektorsystem; inducerbara eller konstitutiva. Hos en inducerbar
promotor kan genuttrycket regleras pa/av (Johns et al. 2016) och hos en konstitutiv promotor
ar uttrycket kontinuerligt (Liang et al. 1999).

Transformation

Transformation anvands som ett generellt begrepp for det tekniska steg da sjalva
dverféringen av plasmiden till expressionssystemet sker. Overféringen i bakterier kan till
exempel ske genom att en plasmid tas upp genom naturlig transformation, eller genom att
en virulent plasmid anvands for infektion av cellen (Cox & Nelson 2008). | bade prokaryoter
och eukaryoter ar en vanlig tranformationsmetod dessutom elektroporering.

Selektion av transformerade kloner

Vektorsystemen innehaller aven en selektionsmarkoér, till exempel antibiotikaresistens, som
gor att endast de transformerade cellerna dverlever vid tillsats av antibiotika (Cox & Nelson
2008).

Odling

De selekterade cellerna far vaxa under kontrollerade odlingsférhallanden med avseende pa
bland annat pH, tryck, temperatur, kolkéallor och naringsdmnen (Liu et al. 2015). Olika
vardceller nar sitt tillvaxtmaximum vid olika tidpunkter, och det ar vanligtvis da cellerna
skordas (Maike et al. 2014).

Induktion

Om vektorsystemet som anvands innehaller promotorer som ar inducerbara, det vill sdga
kan reglera nar proteinet ska uttryckas, kravs att kulturen induceras efter att den uppnatt
optimal odlingsdensitet. Induktionen innebar att en molekyl (eller annat som till exempel ljus
och temperatur) som aktiverar promotorn (inducerare) tillsatts vilket aktiverar genuttrycket.
Pa sa satt fas produktion av det rekombinanta proteinet vid den tidpunkt som énskas (Maike
et al. 2014).

Om vektorsystemet som anvands innehaller promotorer som ar konstitutiva utesluts detta
steg.

Utsondring eller lysering

Efter att proteinerna uttryckts i sitt expressionssystem maste de frigoras fran sin vardcell.
Detta gors antingen med utsdndring (proteinerna utséndras utan att vardcellen skadas) eller
med lysering (celler férstoérs och proteinerna frigors).



Vid utséndring transporteras det rekombinanta proteinet till 6nskad plats, ofta ut till
membranet. Detta goérs genom att genen for en signalpeptid, en molekyl inblandad i
proteinets transport, i en organism férs in expressionssystemet. Denna placeras intill genen
for proteinet som ska uttryckas. P& sa satt maojliggors utséndring av malproteinet. Da
gramnegativa bakterier har tva cellmembran, gar det inte alltid att utsondra alla proteiner. |
grampositiva ar detta betydligt lattare (von Heijne 1990).

Isolering och rening

For att underlatta reningen av proteiner kan olika typer av taggar adderas pa malproteinet.
Till exempel kan proteiner renas fram med hjalp av kromatografi via polyhistidin-tag (his-tag)
(Cox & Nelson 2008).

2.2 Att tanka pa vid val av expressionssystem

Idag uttrycks rekombinanta proteiner i en mangd olika expressionssystem. Daribland
eukaryota system som daggdjursceller, insektsceller, vaxter och jast samt prokaryota system
som bakterier (Schmidt & Hoffman 2002). Varje expressionssystem har sina fér- och
nackdelar. Viktiga faktorer att tdnka pa vid val av expressionssystem kan till exempel vara:

- Posttranslationella modifieringar

- Sakerhet

- Odlingsférhallanden och utrustningsbehov
- Kostnad

- Utbyte

Som en generell regel galler att proteinproduktionen i ett optimalt expressionssystem ska
efterlikna proteinets naturliga produktion. Till exempel &r det optimalt om ett eukaryot,
posttranslationellt modifierat protein uttrycks i en vardcell som ar eukaryot och utfér de
posttranslationella modifieringar som proteinet behéver foér att vara biologiskt aktivt (Price &
Nairn 2009).

Produktion av proteiner i ett expressionssystem som inte liknar proteinets naturliga vard,
eller dveruttryck av rekombinanta proteiner generellt, kan leda till bildandet av
inklusionskroppar (Price & Nairn 2009). Inklusionskroppar ar felveckade proteiner som
klumpar ihop sig och bildar olésliga aggregat i cellen. Detta kan bland annat bero pa att
proteinet som uttrycks ar stérre an de protein som uttrycks naturligt i vardcellen och kan
exempelvis vara fallet vid uttryck av daggdjursproteiner i bakterier. Det kan &ven bero pa att
proteinsyntesen sker for snabbt i cellen (Palomares et al. 2004).

Organismer utfor olika slags posttranslationella modifieringar
Posttranslationella modifieringar ar férandringar av proteiner som uppstar efter att
proteinerna translaterats i ribosomerna (Nature, post-translational modifications). Detta kan
innebara addering av olika funktionella grupper pa proteinerna sasom glykosylering, alltsa
tillfogning av kolhydrater pa proteinet (Nationalencyklopedin, glykosylering).



Posttranslationella modifieringar innebar aven veckningsprocesser, sasom bildandet av
disulfidbryggor, som behoévs for att proteinet ska fa en korrekt veckning och vara funktionellt
(Nature, post-translational modifications). Posttranslationella modifieringar ar ofta avgérande
for ett proteins funktion, stabilitet och antigena egenskaper (Nationalencyklopedin,
glykosylering).

Olika vardorganismer har férmagan att utféra olika posttranslationella modifieringar av
proteiner beroende pa om de ar prokaryota eller eukaryota, och posttranslationella
modifieringar varierar aven signifikant mellan olika organismer. Till exempel har
daggdjursproteiner ett visst glykosyleringsmonster som inte liknar det glykosyleringsmonster
som bildas pa proteiner uttryckta i jast (Dingermann 2008). Det ar darfor viktigt att, vid val av
expressionssystem, studera det protein som ska uttryckas och vilka modifieringar detta
specifika protein behdver for att vara stabilt och funktionellt.

Sakerhet

Vissa expressionssystem, framforallt bakterier, kan vara patogena vilket kan géra dem
farliga att hantera. Forutom detta finns risken att vardcellerna uttrycker toxiner, sdsom
endotoxiner, vilket kan férsvara reningen av proteinet. Manga organismer som anvands som
expressionssystem ar klassificerade som GRAS (eng. Generally Recognized as Safe), vilket
innebar att de sakert kan anvandas inom lakemedels- och livsmedelsproduktion (Lubertozzi
& Keasling 2009).

Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

Vardceller har olika levnadssatt och kraver olika férhallanden for att kunna odlas. Dessa
inkluderar bland annat pH, tryck, temperatur, kolkallor, naringsdmnen och ljus. Beroende pa
hur och under vilka forhallanden en vardcell behdver odlas, har ocksa expressionssystem
olika utrustningsbehov. Till exempel krdver manga suspensionsbaserade vaxtsystem odling i
fotofermentorer (Liénard & Nogué 2009), reaktorer som tillater genomslapp av ljus, eftersom
dessa organismer behdver ljus for att kunna utvinna energi. Ett annat exempel ar
daggdjursceller som kraver en steril labbmiljo for att inte riskera hotas av mikrobiell
kontaminering (Obom et al. 2014). Det finns aven risk att vardceller hotas infekteras av olika
slags patogener vid odling (Carrera Pacheco et al. 2018)

Kostnad
Det finns olika faktorer som kan komma att paverka kostnaden for framstallning av
rekombinanta proteiner i ett expressionssystem, dessa kan till exempel vara:

- Inkop av vardceller — sasom bakterier eller daggdijursceller

- Odlingstid — tiden det tar fér en vardcell att uppna en viss tillvaxt ar olika for olika
organismer

- Naringskallor/media

- Utrustning — till exempel avancerade fermentorer

Ar 2016 angavs till exempel den dvergripande kostnaden for vaxtbaserad proteinproduktion
vara omkring 50—1000 amerikanska dollar per gram protein, medan odling av



daggdijursceller ansags dyrast, namligen 1000-10 000 dollar per gram protein (Santos et al.
2016).

Utbyte

Utbytet, alltsa mangden protein som uttrycks, kan variera signifikant mellan olika
expressionssystem. Beroende pa hur mycket protein som ska uttryckas bor system valjas
utifran den mangd protein detta system har méjlighet att producera.

Varje expressionssystem kraver optimering

Inget expressionssytem ar perfekt och darfér kravs ofta nagon form av optimering for att
forbattra uttrycket av rekombinanta proteiner i ett system. Dessa inkluderar bland annat
samuttryck av chaperoner och signalpeptider, kodonoptimering, undvikande av proteaser
samt val av promotorer (Palomares et al. 2004).

Thermo Fisher vill kunna uttrycka allergener som naturligt harstammar fran manga olika
kallor, sasom vaxter och djur. Detta betyder att de proteiner som uttrycks kan komma att
krava helt olika slags posttranslationella modifieringar for att vara funktionella. Detta kraver
en bredd och diversitet av det expressionssystem som anvands. | denna rapport presenteras
forslag pa vardorganismer som skulle kunna utgéra framtida expressionssystem for
rekombinant proteinframstalining hos Thermo Fisher.

3. Metod

Projektet har utforts genom en litteraturstudie som delades in i tre olika faser, samt en slutlig
rapportskrivning och férberedelser infor presentationer. Den forsta fasen av litteraturstudien
bestod av att fa en inblick i amnet och vilka expressionssystem som skulle undersdkas. For
detta steg delades projektgruppen in i tva arbetsgrupper dar den ena gruppen sokte efter
prokaryota system och den andra gruppen efter eukaryota system. De sékmotorer som
anvandes for att hitta relevanta vetenskapliga artiklar var Scopus och PubMed. Foér
s6kningen anvandes gemensamma nyckelord. De expressionssystem som valdes att sOka
vidare kring bestamdes utifran de avgransningar som satts for projektet, vilka var:

- Odlingen ska vara suspensionsbaserad och fungera i fermentorer a 20 liter.

- Inte utvardera insektsceller.

- Inledningsvis inte utvardera daggdjursceller.

- E. colioch P. pastoris ska inte utvarderas som expressionssystem.

- Systemet ska vara etablerat och kommersiellt atkomligt fér Thermo Fisher.

- Systemet ska ge minst 50 mg/l rent protein i utbyte om proteinet utséndras, eller
nagra mg/g pellet om proteinet ar i cytosoliskt.

- Odlingen ska fungera foér temperaturer éver 5 °C.

Den andra fasen av litteraturstudien bestod av att fordjupa sig inom de expressionssystem
som blivit valda. Alla i projektgruppen sokte information, genom vetenskapliga artiklar pa
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Scopus och PubMed, om olika system. Den tredje och sista fasen bestod av att
sammanstalla de resultat som samlats in till en flytande text dar féljande punkter var i atanke
vid utvarderingen:

- Forvantat utbyte

- Renhetsgrad pa protein

- Kommersiell tillganglighet

- Utrustningsbehov

- Exempel pa proteiner som uttrycks i expressionssystemet
- Tidsatgang for odling och proteinuttryck

Utover informationssokningen dar vetenskapliga artiklar Iastes och utvarderades hdlls ett
mote med en specialist inom omradet rekombinant proteinframstalining fér att fa mer
inspiration och bli mer insatta i amnet.

Under rapportskrivningen hade olika personer i projektgruppen ansvar foér de olika delarna
sasom inledning, metod, bakgrund, resultat och diskussion. Ansvar delades aven ut gallande
forberedelser for posterpresentation och slutlig presentation. Parallellt med litteraturstudien
samt utformningen av rapporten och presentationerna hélls en kontinuerlig dialog med
handledare och bestallarrepresentant fér att fa aterkoppling och inspiration till arbetet. For att
se en mer utforlig projektmetod kan Projektplan ses i elektroniskt appendix.

4. Resultat

4.1 Utvardering av expressionssystem — en
sammanfattning

For att kunna utdka Thermo Fishers verktygslada av expressionssystem* har tolv forslag
utvarderats:

Prokaryoter — Corynebacterium glutamicum (grampositiv), Lactococcus lactis (grampositiv),
Pseudomonas fluorescens (gramnegativ), Pseudoalteromonas haloplanktis (gramnegativ),
Ralstonia eutropha (gramnegativ) och Streptomyces lividans (grampositiv).

Eukaryoter — svampslaktet Aspergillus, gronalgen Chlamydomonas reinhardltii, jasten
Hansenula polymorpha, parasiten Leishmania tarentolae, mossan Physcomitrella patens
och suspensionsbaserad vaxtcellsodling.

Dessa system har alla olika for- och nackdelar och tillsammans kompletterar de varandra,
men inget system ar perfekt i alla avseenden. Val av expressionssystem bor styras av
malproteinets natur, till exempel med avseende pa posttranslationella modifieringar och
toxicitet. For att férenkla valet sammanfattas har resultatet av utvarderingen fran varje
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system i form av tva tabeller. Tabell 1 listar de storsta for- respektive nackdelarna for varje
system och tabell 2 sammanfattar ett antal egenskaper. | avsnitt 5.2 och 5.3 presenteras
varje system mer ingaende.

Tabell 1: Sammanstélining av de stérsta for- respektive nackdelarna for varje expressionssystem.

Organism

Storsta fordelarna

Storsta nackdelarna

C. glutamicum
(grampositiv

Etablerad pa marknaden med lag
proteasaktivitet och inga endotoxiner!"!

Ganska lik E. coli i utbytesnivaer men
behéver odlas langre® och &r inte lika

bakterie) etablerad som E. coli "

L. lactis L&g proteasaktivitet och inga endotoxiner®, Oftast ganska laga utbyten, inga utbyten
(grampositiv har uttryckt manga allergener'*® dver 50 mg/l hittades i litteraturent*®
bakterie)

P. fluorescens | En verktygslada for screening ar tillganglig” | Gramnegativ bakterie som tenderar att
(gramnegativ och ger héga utbyten efter optimering! bilda inklusionskroppar®

bakterie)

P. haloplanktis

Alla proteiner som uttryckts har varit 16sliga

Annu inte sarskilt etablerat system och

(gramnegativ till skillnad fran de andra gramnegativa specialutrustning kan kradvas om odling
bakterie) systemen E. col'® och P. fluorescens® dnskas vid laga temperaturer %

R. eutropha Kan fermenteras till héga celldensiteter utan | Plasmidférlust &r vanligt fsSrekommande!'?
(gramnegativ att ansamla tillvéaxthdmmande syror!'"!

bakterie)

S. lividans Lag proteasaktivitet™ och effektiv Filamentts morfologi leder till langsam
(grampositiv enzymutséndring med bibehallen funktion™ | tillvaxt jamfért med andra bakterier!™™ och
bakterie) de bildar klumpar i mediet!"®
Aspergillus Snabbvéaxande!'! och ger héga utbyten!™® Ineffektiv utséndring av heterologa
(filamentos jamfort med andra eukaryoter proteiner* och hég proteasaktivitet!'®
svamp)

C. reinhardtii
(mikroalg)

Kan odlas hetero- och fotoautotroft!',
snabbvaxande jamfort med andra hela
vaxter!?

Uttryck i kloroplaster goér att den inte kan
glykosylera proteiner?"

H. polymorpha
(Jast)

Bra for uttryck av instabila och toxiska
proteiner??, snabb tillvaxt®!

Ibland lagre utbyten &n P. pastoris?*

L. tarentolae

Transgener kan uttryckas stabilt i flera

Ger ganska laga utbyten®®, endast tva

men ar snabbare att odla, kraver inte ljus, ar
billigare och ger hégre utbyten?*”

(protozoo) generationer®®, snabbvéxande®®® jamfort exempel har hittats med utbyte éver 50
med véxter mg/I?71128

P. patens Mycket effektiv pad homolog rekombination Maste odlas i fotobioreaktorer®’

(mossa) och ett av de mest anvanda vaxtsystemen®®!

Vaxtceller Samma veckningsmaskineri som hela véxter | Ar &nnu inte lika etablerat som manga

prokaryota system och déggdjurssystem®®”

* Siffrorna hanvisar till en separat referenslista. Denna hittas i bilaga 3.
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Tabell 2: Sammanstéllning av urval av egenskaper for varje expressionssystem. PTM &r férkortning fér

posttranslationella modifieringar.

Naringskalla Odlings- | Proteas- | Aerob/ Producerar Patogen Tid for Ungefarligt PTM
temp. aktivitet | anaerob | endotoxiner odling™ utbyte***

C. glutamicum | Kolhydrater, 30°C Lag Aerob!” [ Nej® Nejt® Snabb!"7! Hogtt38.9:101 Prokaryotal"
t.ex. glukos!"™? | (1345

L. lactis Kolhydrater, 30°C Lagi'd Aerob Nej*3! Nejt*! Snabb!™ Lagti™419] Prokaryotal™
t.ex. glukos [11.12] och
eller laktos!""! anaerob

(1)

P. fluorescens | Kolhydrater, 32°C Medel™® | Aerob Jald Nejt*8l Snabb!'"18 Hogt!'718 Prokaryotal®”
t.ex. [16-18] [18,19]
glycerol!'6-18

P. haloplanktis | T.ex. glukos®! [ -2,5-15 Ingen Aerob | Jal®! Ingen data | Snabbl??2627 | | agt — Prokaryotal®!

°C[23] data 1 hégt[23,28,29]

R. eutropha Oorganiskt 30°C Ingen Aerob Jakd Nej’"! Snabb — Medel®? Prokaryotal®”
och organiskt | (3132 data och medelt?
kol, t.ex. anaerob
fruktos och 176]
glycerolt3031

S. lividans Kolhydrater, 28-30°CP | Lagtssel AerobB! | Ingen data Nejt®d! Snabb — Medel — Prokaryotal®”
t.eX. 3,34] mede|[33,34] hégt[33.34.38]
glukos®:34

Aspergillus Kolhydrater, 30-40°C* [ Hog“! Aerob®? | Nejt? Toxiner Snabb!? Medel — Eukaryotal*®!
glukos, o kan hogt®o-84!
melass etc. existera

43]

C. reinhardtii Ljus + CO, 20-32°C Medel®! | Aerob“d [ Nej*4 Nej! Medel — Lagtie-5051 Eukaryotal*®!
eller organisk | s langsam“8l
kalla t.ex.
acetat! 4%

H. polymorpha | Metanol, xylos | 37-43°C Medel®® | Aerob® | Nej” Nej™® Snabb!®®! Hogt®257] Eukaryotal®®
etcl52.53] (54

L. tarentolae Kolhydrater, 26°C Ingen Aerob®? | Nej6062 Nejl©! Medel(®? Lagtls? Eukaryotal®
t.ex. glukos i [61-63] data
BHI-medium!®*:
60]

P. patens Oorganiskt 20-25°C Ingen Aerob®! | Nej® Nejlsel Langsam® | Lagt®'e2 Eukaryotal®®
kol, CO,, for 165] data
fotosyntes!®4

Vixtceller Kolhydrater, 20-28°C® | Lag - Aerob™ | Nej” Nejt’% Langsam® | Medel"74 Eukaryotal®”
t.ex. sukrosl® | @ medel® o

** Tid for odling definieras: snabb < 5 h, medel = 5-10 h, langsam > 10 h.

*** Utbytesmangd definieras: lagt < 50 mg/l, medel = 50-100 mg/l, hégt > 100 mg/I.

**** Siffrorna hanvisar till en separat referenslista. Denna hittas i bilaga 4.
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4.2 Prokaryota expressionssystem

En utforlig sammanstalining av bakterierna Corynebacterium glutamicum, Lactococcus
lactis, Pseudomonas fluorescens, Pseudoalteromonas haloplanktis, Ralstonia eutropha och
Streptomyces lividans som expressionssystem foljer har. | bilaga 1 listas ocksa andra
prokaryota expressionssystem som till en borjan tycktes intressanta, men som av olika
anledningar utesléts fran vidare studier.

4.2.1 Corynebacterium glutamicum — den grampositiva
Jjordbakterien

Corynebacterium glutamicum ar en grampositiv jordbakterie (Maike et al. 2015). Den ar
valetablerad pa marknaden da den har anvants i éver 50 ar, framst till aminosyraproduktion.
Den ar valstuderad och GRAS-klassificerad*. Tva exempel pa aminosyror som framstalls i C.
glutamicum idag ar L-glutamat och L-lysin. Dessutom ar C. glutamicum fabrik for organiska
syror, diaminer, alkoholer (Maike et al. 2015) och pharmaceutiska proteiner (Sun et al.
2017).

Bakterien ar fordelaktig att anvanda i fermenteringsindustrin eftersom den ar
icke-sporulerande, icke-patogen och inte producerar endotoxiner*. Dessutom kan den
utsdndra korrekt veckade proteiner direkt till cellmediet och har 1&g eller ingen
proteasaktivitet vilket gor den lamplig fér att producera just proteaskansliga proteiner. C.
glutamicums odlingsegenskaper, genetik och biologiska processer ar val studerade vilket
underlattar arbetet med bakterien (Liu et al. 2016).

4.2.1.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

Utrustningsbehov och odlingstemperatur

Eftersom C. glutamicum ar en bakterie som ar etablerad i industrin och fungerar bra att odla
i fermentor* (Date et al. 2006), kraver den inte nagon mer avancerad utrustning an den som
kravs vid rekombinant proteinframstallning med E. coli.

Den optimala odlingstemperaturen fér C. glutamicum ar 30 °C (Date et al. 2006, Maike et al.
2015, Siddiqi et al. 2017, Sun et al. 2017) och den odlas vid aeroba férhallanden (Maike et
al. 2015). Produktionen i C. glutamicum tycks inte svar att skala upp fran liten odling till
odling i fermentor (Siddiqi et al 2017).
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Tidsatgang jamfort med E. coli

En av nackdelarna med C. glutamicum ar att den har lag transformationseffektivitet jamfort
med E. coli (Sun et al. 2017), vilket gor odlingsprocessen langsammare. Tiden for odling ar
vanligtvis ungefar 24 timmar (Date et al. 2006, Maike et al. 2015).

Odlingsmedium
Det finns ett flertal media som kan anvandas vid odling av C. glutamicum. Nedan listas
nagra av dessa:

- CGXIl med glukos (Maike et al. 2015, Hemmerich et al. 2016)
- 2xTY (Maike et al. 2015)

- Fro (eng. seed) (Sun et al. 2017)

- Hjarn- och hjartinfusion (Date et al. 2006)

- Maltos och glukonat (Liu et al. 2016)

- MMTG (Date et al. 2006)

4.2.1.2 Optimeringsmetoder och vektorsystem

Proteinuttrycket i C. glutamicum paverkas av val av vardstam, vektor och odlingsmedium,
men ocksa fermentorparametrar sasom tryck, pH och temperatur (Liu et al. 2016).

Vektorsystemet med T7 RNA-polymeras samt induktion

Ett exempel pa ett vektorsystem® som utvecklats i C. glutamicum ar det T7-baserade
systemet* for stammen C. glutamicum MB001, som uttryckte gult fluorescerande protein
samt pyruvatkinas (PYK). Nar systemet inducerades med
isopropyl-B-d-1-thiogalactopyranosid (IPTG) blev uttrycket av gult fluorescerande protein upp
till 450 ganger storre an utan induktionen*. Nar samma experiment utférdes med E. coli och
resultaten jamférdes upptacktes att C. glutamincum bildade en mer homogen population.

Det nya vektorsystemet testades ocksa med genen PYK som fick en 40 gangers
aktivitetsdkning efter induktion jdmfort med utan. Fluorescensen (aktiviteten) mattes till fyra
ganger hogre med T7 RNA-polymeraset an nar tac-promotorn anvandes tillsammans med
det endogena* RNA-polymeraset. Sammanfattningsvis kan ett hogt genuttryck fas av de
tidigare namnda proteinerna genom anvandning av T7 RNA-polymeras-systemet som starkt
regleras av IPTG (Maike et al. 2015).

Fler exempel pa vektorer som anvaénts i C. glutamicum for rekombinant
proteinframstallning

Det finns flera vektorsystem for proteinproduktion i C. glutamicum, aven om det ar langt ifran
det antal som finns foér E. coli. Har foljer ett urval av dessa vektorsystem (Liu et al. 2016).

- pWLQN med tac-promotor
- pPGIFN med tac-promotor
- pPSPTG1 med cspB-promotor och CspA som signalpeptid*
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- pASJ103, pASJ104 med PorB-promotor och PorB som signalpeptid
- pH36M2 med H36-promotor och porB som signalpeptid

4.2.1.3 Utsondring och rening

C. glutamicum kan utsondra proteiner direkt till odlingsmediet

Generellt sett ger C. glutamicum ett lagre utbyte an E. coli. Dock kan den grampositiva C.
glutamicum, till skillnad fran E. coli, utséndra proteiner direkt ut till odlingsmediet (Sun et al.
2017). Detta underlattar rening och kan ge ett hdgre uttryck for vissa proteiner. C.
glutamicum saknar dessutom extracellular hydrolys- och proteasaktivitet, vilket underlattar
reningen och minskar risken for inaktiva inklusionskroppar (Liu et al. 2016).

Signalpeptider for att effektivisera utsondringen

For att optimera och effektivisera utsondringen* samt 6ka utbytet kan signalpeptider fran
exempelvis Bacillus subtilis anvandas for att utnyttja den generella Sec-utsondringsvagen®.
Signalpeptidscreening ar en effektiv metod for att avgora vilka signalpeptider som ar
optimala for att utsondra ett visst heterologt protein* med ett visst expressionssystem. Da
testas ett stort antal signalpeptider och den eller de som mest effektivt transporterar ut
malproteinet i mediet behalls. | en studie anvandes cutinase som modellprotein och aven har
anvandes IPTG for induktion. Studien visar att Sec-signalpeptider fran B. subtilis ar
funktionella aven i C. glutamicum, trots stor skillnad i bakteriernas GC-innehall. Detta
innebar att heterologa signalpeptidsbibliotek kan anvandas for att optimera rekombinant
proteinutséndring i C. glutamicum (Hemmerich et al. 2016).

4.2.1.4 Kommersiell tillganglighet och exempel pa uttryckta
proteiner

C. glutamicum ar valstuderad och kommersiellt tillganglig

Tack vare att anvandningsomradena av C. glutamicum ar breda, har bakterien stor potential
i rekombinant proteinframstallning. Inom omradet finns flertalet studier med framgangsrika
resultat, aven om ytterligare studier behéver goéras (Liu et al. 2016). C. glutamicum ar
nagorlunda etablerad pa marknaden. Pa grund av detta ar dess genetik och optimala
odlingsférhallanden valkanda och flertalet vektorsystem finns tillgangliga (Sun et al. 2017).
Det har gjorts satsningar for att studera genetiken hos C. glutamicum vidare for att optimera
produktion (Sun et al. 2017).

Stammen C. glutamicum ATCC13869 har kommersialiserats som ett expressionssystem av
ett japanskt foretag. Produkten heter CORYNEX™ och anvands for produktion av
antikroppsfragment, som effektivt kan uttryckas och utséndras i detta system (Date et al.
2006, Hemmerich et al. 2016).
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Exempel pa proteiner som uttryckts i C. glutamicum
Flertalet proteiner har uttryckts rekombinant i bakterien varav flera ar komplexa och humana.
Nagra exempel ses i tabell 3.

Tabell 3: Exempel pé proteiner som har uttryckts i C. glutamicum med tillhérande utbyte om data finns tillgéngligt.

Protein Utbyte Referens
Gammainterferon fran far Ingen data Billman-Jacobe et al 1994
Transglutaminas 235 mg/l Kikuchi et al. 2003
Humant epidermal tillvaxtfaktor 156 mgl/l Date et al. 2006
(hEGF)

Endoxylanaser (XynA-Ba, 615 mg/l An et al. 2013
XynA-St)

Gult fluorescerande protein Ingen data Maike et al. 2015
(EYFP)

Pyruvatkinas (PYK) Ingen data Maike et al. 2015
Antikroppsfragment (M18 scFv) 746 mg/| Yim et al. 2014
Kutinas Ingen data Hemmerich et al. 2016
B-glukosidas Ingen data Siddiqi et al. 2017

4.2.2 Lactococcus lactis — den grampositiva bakterien som ar ett
bra alternativ for uttryck av vaxtbaserade proteiner

Lactococcus lactis ar en GRAS-klassificerad*, grampositiv bakterie som har anvants mycket
inom matindustrin for fermentering av mejeriprodukter, men som aven har etablerats inom
rekombinant proteinframstallning pa en storskalig niva (Song et al. 2017). L. lactis anses
vara ett bra alternativ fér att exempelvis uttrycka utsdndrande proteiner, membranproteiner
och vaxtbaserade proteiner (Ferro et al. 2018). | och med att bakterien ar grampositiv och
darmed endast har ett cellmembran ar det enklare att utséndra proteiner direkt till den
extracellulara miljon. Detta kan jAmforas med extraktion av intracellulart uttryckta proteiner
som ofta ar svarare da proteinerna latt kan fastna i periplasman. Dessutom har bakterien
inga endotoxiner och endast ett extracellulart proteas™ vilket leder till en lagre risk for att de
heterologa proteinerna bryts ner (Song et al. 2017). L. lactis har en relativt enkel och valkand
metabolism och kan odlas i fermentor (Morello et al. 2008).
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4.2.2.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

L. lactis tillater manga alternativ for odling

L. lactis ar fakultativt anaerob, vilket innebar att den kan leva bade anaerobt och aerobt. Den
kan vaxa i flera olika medier, men det ar viktigt att mediet kompletteras med en kolkalla
(Villatoro-Hernandez et al. 2012). M17 ar ett vanligt anvant medium, tillsammans med 0,5 %
glukos eller laktos. Transformation* kan ske genom elektroporering®. Cellerna odlas vid 30
°C utan skakning (Villatoro-Hernandez et al. 2012, Zhang & Ai 2016, Ferro et al. 2018).
Tiden for odling ar ungefar 24 timmar (Yagnik et al. 2016).

Hur paverkas uttrycket av olika odlingsforhallanden?

Det har visat sig att odlingsférhallandena starkt paverkar hur uttrycket av olika rekombinanta
proteiner blir, i sdval utbyte och I6slighet som i konformation. Exempelvis har en langre
produktionstid visat pa 6kad aktivitet. Vid tre timmar efter inducering av proteinexpression
var ldsligheten av de uttryckta proteinerna 68 %, vilket ar valdigt hégt i jamférelse med
exempelvis E. coli som bara nar 10-18 % vid liknande férhallanden. Det visade sig dock att
optimala forhallanden for att fa sa mycket 16sligt protein som majligt var missgynnande for
den konformationella kvaliteten (Cano-Garrido et al. 2014).

4.2.2.2 Optimeringsmetoder och vektorsystem

Optimal odlingstemperatur

Vad galler optimal odlingstemperatur verkar skillnaden vara valdigt liten mellan 25 och 30 °C
nar det handlar om 18sligt och olésligt protein. Den specifika aktiviteten var dock markbart
hogre vid 30 °C an 25 °C. Vid en sankning av temperaturen till 16 °C sjonk bade uttrycket av
I8sligt och oldsligt protein, men den specifika aktiviteten* var i princip densamma som vid 30
°C. Detta var vid uttryck av ett fluorescerande protein benaget att bilda aggregat
(Cano-Garrido et al. 2014).

Det vanligaste vektorsystemet ar NICE

Det finns tre olika system som har utvecklats fér rekombinant proteinframstallning i L. /actis.
Dessa ar "the nisin inducible controlled gene expression” (NICE), P170 och zinksystem
(Cano-Garrido et al. 2014). Genom utveckling av olika vektorsystem som ar designade for
heterolog proteinproduktion i L. /actis, ar det mgjligt att uttrycka bade prokaryota och
eukaryota proteiner rekombinant i denna bakterie. Vektorsystemen kan antingen innehalla
en inducerbar promotor som reglerar uttryck, eller en stark konstitutiv promotor som standigt
ar aktiv (Villatoro-Hernandez et al. 2012).

NICE ar det vanligaste systemet som anvands for proteinframstallning i L. /actis idag och ar
kommersiellt tillgangligt. Inducerbara system, sasom NICE, ar att foredra i de fall da de
proteiner som 6nskas framstallas ar toxiska eller interagerar med vardcellens metabolism
(Ogaugwu et al. 2018). Exempel pa anvanda plasmider ar pMG36e, som har anvants vid
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uttryck av gront fluorescerande protein (Noreen et al. 2011), och pNZ8148, som har anvants
vid uttryck av membranproteiner (Frelet-Barrand et al. 2010).

L. lactis har aven uttryckt allergena proteiner

Vid uttryck av jordnétsallergenet Ara h 2 i L. lactis anvandes plasmiden pAMJ399. Tva
derivat av stammen L. lactis MG1363 testades, namligen CHW4 och CHW9. Den stam som
producerade mest rekombinant protein var CHW9, dar promotorn P170 anvandes (Glenting
et al. 2007). Vid uttryck av kvalsterallergenet Der p 2 anvandes pNZ8148 som plasmid i L.
lactis NZ9000. Transformationen skedde via elektroporering (Zhang & Ai 2016).

Optimering for uttryck av membranproteiner

Genom anvandning av NICE-systemet i L. lactis har membranproteinet yttermembranprotein
A (eng. outer membrane protein A, OmpA) uttryckts. NICE anses vara det mest optimala
systemet for heterolog proteinframstallning av membranproteiner, dock kravs det optimering
av flertalet faktorer for att uttrycket ska bli effektivt. Faktorer som anses spela en mycket stor
roll i optimeringen ar koncentration av inducerare, effekt av vardens proteaser samt
proteinutfallningsmedel (Yagnik et al. 2016).

Tva proteaser har identifierats hos L. /actis

Den mest begransande faktorn nar det kommer till stabil produktion av rekombinanta
proteiner med NICE-systemet ar proteolytisk nedbrytning. Tva stora proteaser har
identifierats hos L. /lactis-stammarna. Ett av dessa ar intracellulart, ClpP, och ett ar
extracellulart, HtrA. Genom att inkorporera en proteas-inhiberande blandning under uttryck
av proteinet OmpA kan nedbrytning av de rekombinanta proteinerna forebyggas. HtrA ar ett
protein som bryter ned felveckat protein pa cellytan. For att bekdmpa den oundvikliga
nedbrytningen uttrycktes OmpA i en HirA-defekt stam, vilket gav ett bra resultat. Nar det
galler proteinutfaliningsmedel var metanol battre I1dmpad foér uttryck av OmpA an vad
triklorattiksyra (TCA) var (Yagnik et al. 2016).

4.2.2.3 Utbyte och renhetsgrad

Uttryck och utbyte av membranproteiner och ett allergen

Utbytet av rekombinant protein visade sig vara tva till tre ganger sa stort vid induktion i 4
timmar vid 30 °C an vid 20 °C, vid uttryck av ett perifert och fem integrala membranproteiner.
For det perifera membranproteinet blev utbytet 5-10 mg/l och fér de integrala proteinerna
gavs ett utbyte pa omkring 30 mg/l (Frelet-Barrand et al. 2010).

Vid uttryck av ett av dessa proteiner, det perifera ceQORH, i E. coli brukar det bildas
inklusionskroppar och proteinet hittas inte associerat med membranet. Detta ar alltsa inte
fallet for L. lactis, dar den specifika aktiviteten for proteinet dessutom var hégre an i E. coli
(Frelet-Barrand et al. 2010).
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Vid uttryck av jordnétsallergenet Ara h 2 i L. lactis gavs ett utbyte pa 40 mg/I dar det
rekombinanta proteinets immunreaktivitet var jamférbar med det nativa proteinets (Glenting
et al. 2007).

4.2.2.4 Kommersiell tillganglighet och exempel pa uttryckta
proteiner

Uttryck av komplexa proteiner och alternativ 16sning for forbattrade uttryck
| en studie har 31 rekombinanta proteiner framstallts. Dessa proteiner ar olika antigen av
Plasmodium falciparum med en varierande storlek pa 9-90 kDa, olika mangder
disulfidbryggor och med olika komplexitet i struktur. Av de 31 proteinerna uttrycktes 17
stycken genom utséndring med ett hogt utbyte. | de fall dar expressionen misslyckades
bestod de flesta proteinerna av intramolekylara disulfidbryggor.

En 16sning pa problemet med de disulfidrika generna var att fusera dem till en integral
proteindoman som kallas GLURP-RO och ar ett transportprotein. Med denna I6sning gavs ett
utbyte pa 1—40 mg/l av de disulfidrika proteinerna. De proteiner som inte innehdll disulfider
gav ett utbyte pa 2—75 mg/l (Singh et al. 2018).

Ett exempel pa ett tidigare svaruttryckt protein i bade prokaryota och eukaryota system ar
Pfs48/45. Detta protein ar ett disulfidrikt protein och kandidat som vaccin mot malaria som
har uttryckts pa ett korrekt satt i L. /actis (Singh et al. 2018).

L. lactis — ett bra alternativ for rekombinant produktion av membranproteiner
L. lactis anses vara ett bra val for att uttrycka bland annat membranproteiner i och med att
de, till skillnad fran exempelvis E. coli, endast har ett membranlager. Vidare har bakterien ett
litet genom samt lag proteolytisk aktivitet (Song et al. 2017). Membranproteiner ar vanligtvis
svara att uttrycka i och med att de ar hydrofoba och har en lag naturlig férekomst i cellerna.
Nar dessa uttrycks rekombinant ar de ofta felveckade, giftiga for vardcellen och uttrycks med
ett 14gt utbyte. Dock anses L. lactis, som tidigare namnt, vara ett bra alternativ att anvanda
sig av for att kunna uttrycka dessa membranproteiner pa ett korrekt satt. Flertalet eukaryota
membranproteiner har uttryckts rekombinant i L. /actis (Frelet-Barrand et al. 2010).
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Exempel pa uttryckta proteiner
Listade exempel pa uttryckta proteiner i L. lactis kan ses i tabell 4, med utbyte om tillgangligt.

Tabell 4: Exempel pa uttryckta proteiner i L. lactis och utbyte déar data finns tillgéngligt.

Protein Utbyte Referens

ceQORH Ingen data Frelet-Barrand et al. 2010
Plasmodium falciparum antigen 20 mg/l Singh et al. 2018
MSP23Y7

Plasmodium falciparum antigen 40 mgl/l Singh et al. 2018
nMSP3*”

Plasmodium falciparum antigen 15 mgl/l Singh et al. 2018
MSPDBL2

Plasmodium falciparum antigen 5 mgl/l Singh et al. 2018
GAMA

Plasmodium falciparum antigen 10 mg/l Singh et al. 2018
RALP-1

Arah 2 40 mgl/l Glenting et al. 2007
Derp 2 Ingen data Zhang & Ai 2016

4.2.3 Pseudomonas fluorescens — en snabbvaxande bakterie
med mangsidig metabolism

Pseudomonas fluorescens ar en gramnegativ, stavformad bakterie som kan réra sig med
hjalp av flertalet flageller. P. fluorescens orsakar vanligtvis inte sjukdomar hos manniskor
men kan anda ge upphov till opportunistiska infektioner, det vill sdga infektioner vid nedsatt
immunforsvar (Nationalencyklopedin, pseudomonader). P. fluorescens ar klassad som
biologisk skyddsniva* 1, den lagsta nivan med avseende pa inneslutning av potentiellt farliga
organismer (Retallack et al. 2012).

P. fluorescens lampar sig inom biotekniken bland annat pa grund av att arten, i likhet med E.
coli, har férmaga till storskalig produktion av rekombinanta proteiner och férméagan att vaxa
till en hog celldensitet — éver 100 g/l (Chen 2012). Flertalet signalpeptider hos P. fluorescens
har identifierats, vilka tillater proteinveckning i periplasman. Detta ar fordelaktigt da
disulfidbindningarna lattare skapas i periplasmans oxidativa miljo (Chen 2012).
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4.2.3.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

P. fluorescens ar obligat aerob, men inte fermentativ. Vid syrebrist minskar darfor tillvaxt-
och proteinuttryckshastigheten utan att nagon problematisk ackumulering av acetat sker. Av
denna anledning ar P. fluorescens inte lika beroende av exakt kontroll av syre- eller
glukoskoncentration som exempelvis E. coli (Retallack et al. 2012, Chen 2012).

Anvanda stammar och transformationsmetoder

Exempel pa stammar av P. fluorescens som anvants ar MB214 (Huang et al. 2007), DC454
och DC1189 (Jin et al. 2011). Transformation av plasmider in i cellen sker oftast genom
elektroporering® (Jin et al. 2011). Selektion av transformerade celler sker genom selektion
for antibiotikaresistens mot exempelvis tetracyklin (Huang et al. 2007).

Odlingens skala och forhallanden for optimalt uttryck

P. fluorescens har odlats och uttryckt proteiner i saval milliliterskala pa skakinkubator, som i
1-liters och 75-liters fermentorer med normal syresattning. Oavsett hur stor skala odlingen
skett i har mineralsaltmedium anvants med temperatur pa 32 °C och pH mellan 6,5 och 7,0.
Glycerol ar den vanligaste kolkallan och for att inducera proteinexpressionen anvands
isopropyl-p-d-1-thiogalactopyranosid (IPTG) som inducerare (Huang et al. 2007, Jin et al.
2011, Retallack et al. 2012). Stammarna har odlats i mellan 24 och 48 timmar och mangden
uttryckt protein har analyserats omkring 16 timmar efter tillsats av induceraren (Jin et al.
2011, Retallack et al. 2012).

4.2.3.2 Optimeringsmetoder

Val av signalpeptider ar avgorande for proteinutbytet

En nédvandig metod for att i slutdndan erhalla bra proteinutbyte fran P. fluorescens ar att
studera olika signalpeptider som kan ta malproteinet till periplasman dar korrekt och effektiv
veckning kan ske. Da de exakta mekanismerna for nar en viss signalpeptid ar fordelaktig ar
okanda, kravs en screening* av manga sadana (Jin et al. 2011, Retallack et al. 2012, Chen
2012).

Da proteinet G-CSF skulle uttryckas rekombinant i P. fluorescens inleddes studien med att
skapa 17 plasmider med olika signalpeptider som sedan inférdes i P. fluorescens DC454.
Efter 24 timmars parallella uttryck i milliliterskala jamférdes utbytet fran dessa olika system.
Det visade att valet av signalpeptid hade stor inverkan pa proteinutbytet, dar CupA2, LAO,
Pbp och Pbp-A20 V gav hdgst utbyte (Jin et al. 2011). Da en optimal stam, med avseende
pa avsaknad av proteas, hittats testades 7 olika signalpeptider fér denna vid smaskalig
fermentering. Det visade att stammen CS529-901, med DsbA som signalpeptid i plasmiden
p529-016, gav det storsta utbytet av 16sligt och korrekt veckat Met-G-CSF. Fermentering av
denna stam skalades darfor upp till 1-liters fermentor och resulterade i periplasmisk
expression av l6sligt G-CSF (Jin et al. 2011).
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Proteasdefekta stammar och fermenteringsforhallanden optimerar
proteinuttrycket

Proteaser kan i varsta fall bryta ned det protein som uttrycks i vardcellen. Det har visat sig
fordelaktigt att screena mangder av proteasdefekta mutanter for att identifiera stammar med
lagre nedbrytande proteasaktivitet, och foljaktligen forhoijt proteinutbyte (Jin et al. 2011,
Retallack et al. 2012).

Fermenteringsférhallanden paverkar det erhallna utbytet och kan variera mellan stammar av
P. fluorescens. Olika fermenteringsférhallanden screenades vid en studie och visade sig ha
stor inverkan pa det resulterande proteinuttrycket (Retallack et al. 2012).

Aterldsning av inklusionskroppar kan goras effektivt

For att gora 16sligt protein av de inklusionskroppar som bildats vid uttryck av det insekticida
proteinet Cry34Ab1 i P. fluorescens testades tva olika metoder. Den mer traditionella
metoden ar att inklusionskropparna forst isoleras och darefter I6ses upp och aterveckas. | en
annan metod extraheras och uppléses inklusionskropparna direkt fran cellen. Den
sisthdmnda visade sig vara betydligt mer effektiv, 70 % extraktionseffektivitet jamfért med 20
% effektivitet hos den traditionella metoden (Huang et al. 2007).

Kombinationer av optimeringar ar den optimala I6sningen

En "verktygslada” med kombinationer av stammar, plasmider och signalpeptider for
rekombinant proteinuttryck i P. fluorescens har skapats. Med hjalp av denna och en effektiv
96-brunns-odling (parallellodling i milliliterskala) kan kombinationer av "verktyg” screenas.
Genom detta ska stammar som resulterar i hogt uttryck av ett 6nskat protein kunna
identifieras inom nagra veckor (Retallack et al. 2012).

Viktigt att notera ar att trots att screening av stammar i milliliterskala med 96-brunns-odling
kan visa att stammar ger liknande utbyte, sa kan stora skillnader i utbyte anda férekomma
pa fermenteringsniva. Av denna anledning ar det nédvandigt att testa flera
optimeringsvarianter aven i fermentor (Retallack et al. 2012).

4.2.3.3 Utbyte och renhetsgrad

Vid uttryck av proteinet Met-G-CSF i P. fluorescens erhdlls ett ungefarligt utbyte pa 350 mg/l
i 1-liters fermentor 16 timmar efter induceringen av proteinuttrycket. Aktivt G-CSF renades
genom kromatografi till 97 % renhet (Jin et al. 2011).

Cry34Ab1 och Cry35Ab1, tva insekticida proteiner med ursprung fran Bacillus thuringiensis,
har uttryckts i P. fluorescens med utbyte pa 3—4 g/l och rening till ver 98 %. Detta efter att
inklusionskroppar bildats och aterldsts. Aven vid uttryck i E. coli bildas inklusionskroppar, det
basta utbytet efter aterlosning darifran ar 100 mg/l (Huang et al. 2007).

Nitrilaser uttryckta av P. fluorescens ska ha uttryckts med produktutbyte pa hela 25 g/l (Chen
2012). Andra exempel pa renhetsgrad ar proteinet TcdB som har uttryckts med éver 90 %
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renhet och Fab som renades till dver 95 % renhet (Retallack et al. 2012).

4.2.3.4 Kommersiell tillganglighet och exempel pa uttryckta
proteiner

P. fluorescens har i omkring 20 ar anvants till produktion av proteiner foér
jordbrukstillampningar och vard (Retallack et al. 2012). Med hjalp av stamutveckling av P.
fluorescens genom parallell screening har Retallack et al. uppvisat 16slig expression av
svaruttryckta proteiner i 85 % av 75 fall som i andra system misslyckats eller skett i inaktiv
form. Exempel i tabell (Retallack et al. 2012).

Lésligt periplasmiskt Met-G-CSF uttrycktes i P. fluorescens, medan G-CSF uttryckt i E. coli

leder till bildandet av inklusionskroppar som darefter maste aterldsas (Jin et al. 2011). Foér
fler exempel pa uttryckta proteiner fran P. fluorescens, se tabell 5.

Tabell 5: Exempel pa uttryckta proteiner i P. fluorescens med tillhérande utbyte.

Protein Utbyte Referens

Granulocytkolonistimulerande 350 mg/I Jin et al. 2011
faktor (G-CSF)

Single-chain variable fragment >1 g/l Retallack et al. 2012
(scFv, antikroppsderivat)

Fragment antigen-binding (Fab, 1—2 gl Retallack et al. 2012
antikrippsderivat)
Circumsporozoite Protein, >5 g/l Retallack et al. 2012

malaria-vaccin (CSP)

Cowpea Chlorotic Mottle virus-like | 20 g/l Retallack et al. 2012
particle (VLP)

4.2.4 Pseudoalteromonas haloplanktis — den kalla bakterien

Pseudoalteromonas haloplanktis ar en gramnegativ, psykrotrof (kdldtolerant) (Parrilli &
Tutino 2017), aerob (Tutino et al. 2001) bakterie som har isolerats fran antarktiskt
havsvatten. Det var den forsta gramnegativa antarktiska bakterien att bli
helgenomsekvenserad och annoterad (Rippa et al. 2012). P. haloplanktis TAC125 ar den
stam som framst anvands vid rekombinant proteinframstallning och flertalet vektorsystem
har satts upp, trots att bakterien inte annu ar helt etablerad pa expressionsmarknaden
(Parrilli & Tutino 2017).

De proteiner som framgangsrikt uttryckts rekombinant i bakterien har varit bade I6sliga och

ratt veckade. Eftersom den ar psykrotrof och darmed har en annan livsstil an de
konventionella expressionssystemen har P. haloplanktis ocksa ett annat veckningssystem.
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Detta gor den lamplig for svaruttryckta proteiner. Uppskalning av proteinproduktion i P.
haloplanktis ar magjlig tack vare syntetiska medium och studier av optimala
fermenteringsvillkor. Att bakterien har kort odlingstid for att vara psykrotrof, i kombination
med att den kan uppna en hog celldensitet, gor den attraktiv for utveckling av
proteinexpression vid laga temperaturer (Parrilli & Tutino 2017).

4.2.4.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

Inklusionkroppar har aldrig upptackts i P. haloplanktis

P. haloplanktis kan uttrycka proteiner i temperaturer mellan -2.5 och 15 °C, vilket 6kar
mojligheten att forbattra kvaliteten och 16sligheten for proteinerna. Detta eftersom en sankt
temperatur destabiliserar de interaktioner som forekommer i aggregat (Sannino et al. 2017).
Av denna anledning har inklusionskroppar aldrig upptackts vid rekombinant
proteinframstallning i P. haloplanktis. En nackdel ar dock att speciellt anpassade fermentorer
kravs for att kunna odla i laga temperaturer. Dessutom tar odlingen langre tid an det gér med
exempelvis E. coli (Rippa et al. 2012, Sannino et al. 2017).

Exempel pa medium som anvands vid rekombinant proteinproduktion i P.
haloplanktis

- LIV-medium (leucin, isoleucin och valin) (Giuliani et al. 2011)

- GG-medium (glutamat och glukonat) (Sannino et al. 2017)

- MM (eng. minimal medium) (Parrilli & Tutino. 2017).

- TYP (medium containing bacto-tryptone, yeast extract, and NaCl) (Parrilli & Tutino.
2017, Rippa et al. 2012, Parrilli et al. 2010)

Fran minusgrader till jummet under ett dygn

| de studier som gjorts har odlingstemperaturen varierat; P. haloplanktis kan odlas i saval
-2,5 °C (Sannino et al. 2017), 0 °C (Sannino et al. 2017), 4 °C (Cusano et al. 2006, Parrilli et
al. 2010, Sannino et al. 2017) som 15 °C (Parrilli et al. 2010, Rippa et al. 2012, Sannino et
al. 2017).

Hur lange bakterierna odlas varierar beroende pa odlingstemperatur, men aven i vilket syfte
odlingen sker. Vanligen sker odling i 24 timmar (Rippa et al. 2012, Sannino et al. 2017) eller
langre.

4.2.4.2 Optimeringsmetoder och vektorsystem

Optimering av odling och uttryck i P. haloplanktis kan som vid all rekombinant
proteinproduktion goéras genom val av medium, temperatur och andra odlingsforhallanden.
Det gar i nulaget inte att optimera genom val av P. haloplanktis-stam da det hittills endast
har utvecklats en sadan, TAC125 (Giuliani et al. 2011).
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Ett valstuderat genom har lett till utveckling av flera vektorsystem

Med utgangspunkt i kartlaggningen av P. haloplanktis proteom och genom, har ett
optimeringsschema fér insertion och deletion utformats. Detta i syfte att underlatta
utvecklingen av nya varianter av bakterien. Dessutom har ett ganska stort antal gener for
tRNA och rRNA hittats, vilket bekraftar dess férmaga till translation vid laga temperaturer
(Parrilli & Tutino. 2017).

Denna forskning har gett upphov till ett antal vektorsystem, bade konstitutiva och
inducerbara. Ett exempel pa ett inducerbart vektorsystem ar pMAV-vektorn, som kan
regleras med D-galaktos. Med denna vektor lyckades uttryck av det rekombinanta proteinet
B-galaktosidas, till och med vid temperaturen -2,5 °C, vilket ar ett innovativt satt for att
uttrycka svaruttryckta proteiner. Uttrycket gav ett utbyte pa 120 mg/l och var sa val reglerat
att systemet aven skulle kunna anvandas till proteiner som ar toxiska for sjalva varden
(Sannino et al 2017).

4.2.4.3 Utsondring

Oldsliga aggregat av rekombinanta proteiner har aldrig patraffats i P. haloplanktis TAC125.
Detta tyder pa att bakteriens veckningsprocesser ar annorlunda jamfort med mesofila (ej
koldtoleranta) bakteier, samt att den ar lamplig fér produktion av svaruttryckta proteiner
(Parrilli & Tutino 2017).

Tre olika vagar for utséndring av proteiner

P. haloplanktis ar gramnegativ, vilket gor att det kravs mer arbete for utsondring direkt till
cellimediet jamfort med grampositiva bakterier. Det finns tre olika vagar ett protein kan
transporteras fran cytoplasman till periplasman; Sec-, Srp- eller Tat-vagen. Fran analys av
genomet visades att P. haloplanktis TAC125 innehaller alla genkodande komponenter som
kravs fér dessa utsdndringsvagar (Parrilli & Tutino 2017). Detta nyttjades i en studie dar
a-amylas fran P. haloplanktis TAC125 anvandes for att utséndra proteinet Ph DsbA via
Sec-utsdndringsvagen. Resultatet visade lyckad utséndring av 6ver 80 % av de
a-amylas-kopplade proteinerna, vilket ansags hogt (Cusano et al. 2006).

4.2.4.4 Kommersiell tillganglighet och exempel pa uttryckta
proteiner

Moijlighet till kommersialisering

P. haloplanktis ar en av fa vardorganismer som ar anpassade till kyla. Det 6kande intresset
for bakterien har lett till 6kat antal studier kring dess genom, fysiologi samt hur den bast
fungerar for proteinframstallning. Pa grund av detta finns idag kunskap for att kunna
kommersialisera bakterien (Parrilli & Tutino 2017). | nulaget ar den langt ifran lika etablerad
som andra prokaryota expressionssystem som E. coli, C. glutamicum, L. lactis, R. eutropha,
P. fluorescens och S. lividans.
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Komplexa proteiner har uttryckts

Trots att P. haloplanktis inte ar sa etablerad har ett stort antal proteiner uttryckts
rekombinant, daribland nagra komplexa humana proteiner. | tabell 6 foljer nagra exempel pa
uttryckta proteiner med P. haloplanktis som expressionssystem.

Tabell 6: Exempel pa proteiner som har uttryckts i P. haloplanktis, med tillhérande utbyte om tillgédngligt.

Protein Utbyte Referens

Ph DsbA 1,8 mg/l Cusano et al. 2006
B-Galaktosidas 120 mg/I Sannino et al. 2017
a-Glukosidas Ingen data Perrilli & Tutino 2017
a-amylas Ingen data Parrilli et al. 2010
B-Galaktosidas 620 mg/l Rippa et al. 2012
Humant nervtillvaxtfaktor Ingen data Vigentini et al. 2006
(hB-NGF)

AmyACt-BlaM Ingen data Cusano et al. 2006
Antikroppsfragment (ScFv) Ingen data Parrilli & Tutino 2017
Humant a-galaktosidas 77.4 = 0,3 ymol h™ mg™’ Unzueta et al. 2015

4.2.5 Ralstonia eutropha — den gramnegativa bakterien med stor
mojlighet till produktion av korrekt veckade proteiner

Ralstonia eutropha, aven kand under namnet Cupriavidus necator, ar en gramnegativ
bakterie som ar fakultativt kemolitoautotrof. Med andra ord kan den anvanda sig av kemisk
energi som energikalla och koldioxid som kolkalla, men detta ar inte ett maste (Gruber et al.
2016). R. eutropha har en mangsidig genuppsattning relaterad till metabolismen vilket
mojliggor tillvaxt under heterotrofa*, organoautotrofa® och litoautotrofa* forhallanden (Gruber
et al. 2016). Den ar fakultativt anaerob och kan alltsa utvinna energi under bade anaeroba
och aeroba férhallanden (Gruber et al. 2015).

R. eutropha ar icke-patogen och kan enkelt na en hog celldensitet vid odling i fermentor.
Dessutom har stammen R. eutropha H16 en stor verktygslada med genetiska verktyg for att
kunna mandvrera dess metabolism. Bakterien kan anpassa sig efter férandrade forhallanden
och kan snabbt vaxla mellan heterotrofa (organiska amnen som kolkalla) och autotrofa
(koldioxid som kolkalla) férhallanden pa grund av dess naturliga levnadsmiljo (Volodina et al.
2016).
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4.2.5.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

R. eutropha har manga alternativa odlingsforhallanden

Under litoautotrofa forallanden kan vatgas och koldioxid ansvara som enda energi- och
kolkalla for R. eutropha. Bakterien kan vaxa till hdga celldensiteter under litoautotrofa och
heterotrofa férhallanden vilket framjar dess anvandning for proteinuttryck. Stammen R.
eutropha H16 kan dessutom, till skillnad fran exempelvis E. coli, odlas i
hogcelldensitets-fermentorer utan att samla pa sig tillvaxthdmmande organiska syror. Detta
leder till hdgre produktutbyte, 6kad produktivitet samt minskade driftkostnader for
fermenteringsprocessen (Gruber et al. 2016). Exempel pa en fermentor som har anvants ar
en 3-liters “Applikon, Foster City, CA” (Barnard et al. 2004). Odlingstemperatur ar 30 °C
(Barnard et al. 2004, Aboulnaga et al. 2018) och pH-vardet 6,8. Tiden foér odling ar ungefar
40 timmar (Barnard et al. 2004).

Olika media som R. eutropha odlats i

Bakterien har bland annat odlats i kvdvebegransat mineralmedium med fruktos, olja eller
glycerol som kolkalla. Andra anvanda media ar lysogeny broth (LB) och tryptic soy broth
(TSB). For selektion har tva typer av antibiotika, kanamycin och gentamicin, anvants. De
vanligaste media fér stammen R. eutropha H16 ar TSB, LB och kvavebegransat
mineralmedium innehallande sojabdnolja eller fruktos.

Ofta forekommer en viss skillnad i exempelvis maximalt uttryck eller pa/av-férhallandena
(hur mycket genen uttrycks) beroende pa vilket odlingsmedium som anvands. Till exempel
minskade pa/av-forhallandet for ett system med L-rhamnos som inducerare fran 140 ganger
med LB-medium till 60 gadnger med mineralmedium (Aboulnaga et al. 2018).

4.2.5.2 Optimeringsmetoder och vektorsystem

Tva vektorsystem med reglerbar induktion i R. eutropha

Det finns en del konstitutiva och inducerbara promotorer fér heterolog proteinexpression i R.
eutropha (Sydow et al. 2017). Tva inducerbara vektorsystem designades dar bada
uppvisade onskade reglerande egenskaper och kan anvandas for proteinframstallining i R.
eutropha H16. Plasmiderna som anvandes var pKRL-P;-egfp och pKRC-P-efgp.
Transformationen till R. eutropha skedde genom konjugation* med hjalp av E. coli, dar den
tidigare transformationen till E. coli skedde genom elektroporering®. Systemet med den
forstnamnda plasmiden anvander sig av isopropyl-p-d-1-thiogalactopyranosid (IPTG) som
inducerare. Det andra systemet, med plasmiden pKRC-P-efgp, anvander sig av
cumate-induktion med p-cumate och kraver ingen aktiv transport eftersom induceraren
diffunderar genom membranet. Detta system ar valdigt langsamt, men daremot ar
induceraren p-cumate mycket billigare an IPTG (Gruber et al. 2016).
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Ett annat vektorsystem med manga fordelar

Ett vektorsystem som kan kontrolleras mycket strikt vad géaller genuttryck ar systemet med
vektorn pBBR-1. En av férdelarna med detta system ar att det kan kontrolleras val med en
hég dynamisk rackvidd, ungefar som ett pa/av-forhallande foér hur mycket genen uttrycks.
Detta leder till att systemet kan anvandas for skadliga metaboliska vagar och produktion av
toxiska proteiner. Dessutom ar induceraren, doxycyklin, forhallandevis billig. Systemet ar
effektivt vid ldga koncentrationer av induceraren vilket gér det anvandbart for storskalig
anvandning. Induktionen ar snabb och diffussionskontrollerad samtidigt som induceraren
inte interfererar med cellens egen metabolism. Transformationen av vektorn har skett genom
konjugation med hjalp av E. coli (Aboulnaga et al. 2018).

Alternativa I6sningar for att undkomma problem vid proteinuttryck i R.
eutropha

Ett system med L-rhamnos som inducerare har utvecklats for att dels méjliggdra uttryck av
komplexa proteiner, men aven for att undkomma de problem med plasmidférlust som
forekommer vid rekombinant proteinframstallning i R. eutropha. En alternativ I6sning till detta
problem ar att komplettera mediet med ratt mangd antibiotika. Dock ar R. eutropha valdigt
resistent mot manga olika antibiotika. En del vanligt anvanda antibiotika maste darfor
anvandas i valdigt hoga koncentrationer, vilket leder till att bakterien begransas nar det
galler industriella fermenteringsprocesser (Sydow et al. 2017).

4.2.5.3 Utbyte

Med R. eutropha som expressionssystem har enzymet organofosfohydrolas (OPH) uttryckts
I6sligt och aktivt. Bakteriens celldensitet vid fermenteringen uppgick till dver 10 g/l, vilket &r
omkring 100 ganger hogre an E. coli. Vid uttryck av OPH i E. coli bildas dessutom ofta
inklusionskroppar, medan R. eutropha GH29-8 gav ett utbyte pa 69 mg/I (Barnard et al.
2004).

4.2.5.4 Kommersiell tillganglighet och exempel pa uttryckta
proteiner

R. eutropha har kapacitet att, aven under stressiga forhallanden, uttrycka proteiner med ratt
veckning (Gruber et al. 2014). Daremot har utséndring av heterologa proteiner i R. eutropha
inte studerats (Gruber et al. 2015).

Induktionssystemet med p-cumate som inducerare i R. eutropha H16 anses vara ett bra
alternativ for att uttrycka gener med ett hdgt GC-innehall*, liksom gener som kodar for
toxiska proteiner. Anledningen till detta &r den hart reglerade cumate-baserade induktionen
som styr genuttrycket i bakterien. Ett exempel pa ett protein som har uttryckts med detta
system ar EstA (Gruber et al. 2016).
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Listade exempel pa uttryckta proteiner i R. eutropha ses i tabell 7.

Tabell 7: Exempel pa uttryckta proteiner i R. eutropha och tillhérande utbyte om tillgéngligt.

Protein Utbyte Referens
Organofosfohydrolas (OPH) 69 mgl/l Barnard et al. 2004
EstA Ingen data Gruber et al. 2016

4.2.6 Streptomyces lividans — den stabilt enzymutsondrande
jordbakterien

Det grampositiva slaktet Streptomyces

Slaktet Streptomyces ar stort och utgdr nastan 5 % av de ungefar 16 000 beskrivna
bakteriearterna (Spasic et al. 2018). Streptomyces ar filamentdsa och aeroba grampositiva
jordbakterier. Eftersom bakterierna lever i jorden ar de saprofyter (bryter ned organiska
foreningar). Av denna anledning utséndrar de manga olika extracellulara enzymer for att
kunna tillgodogora sig polymerer sasom cellulosa och starkelse (Sevillano et al. 2016).
Denna férmaga utnyttjas redan i industrin och stammar fran Streptomyces-slaktet producerar
over 80 % av alla bakteriella bioaktiva produkter som anvands i olika medicinska
sammanhang (Spasic et al. 2018), daribland flertalet antibiotika sasom streptomycin
(Nationalencyklopedin, streptomyceter).

Det som gor Streptomyces intressant i biotekniken ar just dess naturliga produktion av
antibiotika och andra biologiskt aktiva molekyler, dess férmaga att uttrycka gener med hogt
GC-innehall*, liksom den naturliga utséndringen av dessa. Viktig for dess tillampningar ar
ocksa den 6kade kunskapen om genetiska modifieringar (Sevillano et al. 2016, Gabarré et
al. 2017).

S. lividans tycks inte bilda nagra inklusionskroppar vid rekombinant
proteinframstallning

Inom slaktet Streptomyces ar det framforallt Streptomyces lividans som anvands som vard
for rekombinant proteinexpression (Noda et al. 2010, Gabarré et al. 2017). Denna art har
utséndrat heterologa proteiner av bade prokaryot och eukaryot harkomst (Hamed et al.
2017). Just S. lividans anvands framst pa grund av att den inte tycks bilda inklusionskroppar,
liksom sin laga produktion av endogena proteaser och brist pa restriktionssystem (Chen
2012, Gabarr¢ et al. 2017). De tva sistnamnda innebar att nedbrytning av malproteinerna
kan undvikas. Daremot innebar Streptomyces-slaktets filamentdsa karaktar en problematik
vid storskalig fermentering. Detta pa grund av langsam tillvaxt, hég viskositet och bildandet
av stora klumpar som gor det svart att skapa en homogen odling (Sevillano et al. 2016).
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Nyttjandet av utsondringsvagar hos S. lividans

Precis som andra grampositiva bakterier, har aven S. lividans olika utséndringsvagar. Vid
rekombinant proteinframstalining i S. lividans sammansvetsas vanligtvis den heterologa
genen till en signalpeptidsekvens, som normalt ar kopplad till ett annat naturligt protein med
hog expression och utséndring. Darmed kan signalpeptiden trigga transporten av det
Onskade proteinet till cellmembranet och méjliggéra utséndring direkt till mediet (Gabarré et
al. 2017, Hamed et al. 2017). Vanligast ar att utnyttja den generella Sec-utséndringsvagen.
Dock har aven Tat-utséndringsvagen anvants for heterolog proteinframstallning i
Streptomyces och kan vara en alternativ 16sning for de proteiner som inte kan uttryckas via
Sec-utsdndringsvagen (Liu et al. 2013).

4.2.6.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

Den forhallandevis ldngsamma tillvaxten hos Streptomyces kan begransa och fordrdja en
storskalig fermentering. Dessutom gar det at mer material och energi an hos manga andra
industriellt anvanda bakteriestammar (Liu et al. 2013). Odling med filamentdsa kulturer
sasom Streptomyces resulterar i viskdsa och klumpformande kulturer vilket &r ogynnsamt for
industriell fermentering (Sevillano et al. 2016).

| solida kulturer ar Streptomyces livscykel generellt sett problematisk da kedjor av sporer
bildas, darfér ar det viktigt att separera tillvaxtfas och produktionsfas med inducerbara
promotorer (Liu et al. 2013). Exempel pa hur sddana problem delvis kan kringgas finns
under rubriken "Optimeringsmetoder”. Har féljer en sammanstallning av odlingsférhallanden
och utrustning som anvants vid lyckade proteinuttryck i S. lividans.

Det finns flertalet stammar av S. lividans

Exempel pa stammar av S. lividans som anvants som utgangspunkt for rekombinant
proteinfamstalining ar S. lividans JT46, S. lividans JT66 (Liu et al. 2013), S. lividans 1326
(Noda et al. 2010, Noda et al. 2015, Sevillano et al. 2016), S. lividans TK21 (Gabarré et al.
2017) och S. lividans TK24 (Hamed et al. 2017).

Protoplaster bildas innan transformation

For att introducera de designade plasmiderna skapas protoplaster (celler utan cellvagg) av
S. lividans genom behandling med lysozym. Darefter sker transformation med hjalp av
polyetylenglykol (PEG*). Selektion av transformerade celler utférs genom selektion for
antibiotikaresistens, ofta med kanamycin (Noda et al. 2010, Hamed et al. 2017).

Flera val av odlingsmedium

Vilket odlingsmedium som anvands varierar mellan olika studier. Det vanligaste verkar vara
tryptic soy broth (TSB) (Noda et al. 2010, Noda et al. 2015). Produktiviteten av proteinet
CelA har studerats i olika medium, namligen MM, MMC,, MMC,, TSB, Bennet, NB, NB,,.
Det visade sig att nutrient broth (NB) resulterade i klart hdgst proteinproduktivitet av dessa.
NB-mediet har ett pH pa 6,9 och innehaller 5 g/l pepton och 3 g/l biffextrakt (Hamed et al.
2017).
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Optimala odlingsforhallanden och fermentorer

Odlingen och fermenteringen av S. lividans sker vid pH mellan 6,8 och 7,0 (Gabarré et al.
2017, Hamed et al. 2017) och temperaturer mellan 28 och 30 °C. Cirkulation sker med
omkring 200 rpm vid odling i E-kolv och omkring 500 rpm i fermentor. Mannitol eller glukos
anvands som kolkalla och trypton som kvavekalla. Odling eller fermentering av S. lividans ar
tamligen tidskravande och pagar i upp till 7 dagar (Noda et al. 2010, Hamed et al. 2017).

Ett exempel pa anvanda fermentorer ar 1-liters "Eppendorf DASGIP Parallel Bioreactor
System”, i denna testades olika medium som tas upp ovan (Hamed et al. 2017). Ett annat
exempel ar 3-liters respektive 7-liters "Applikon Bioreactor”, dar den stdrre anvandes for
fermentering med naringstillsats under fermenteringsforloppet (Gabarro et al. 2017).

4.2.6.2 Optimeringsmetoder
Optimeringsmetoder som kan tillampas for S. lividans ar bland annat féljande:

- Hitta starka inducerbara promotorer for att skilja pa tillvaxtfas och produktionsfas
(Chen 2012, Liu et al. 2013)

- Val och modifiering av signalpeptider for att optimera utséndring (Noda et al. 2010,
Chen 2012, Hamed et al. 2017)

- Val av odlingsmedium och odlingsférhallanden (Gabarré et al. 2017, Hamed et al.
2017)

- Paverka tillvaxten och celldelningen hos S. lividans (Liu et al. 2013, Sevillano et al.
2016)

- Ovriga genetiska optimeringar (Gabarré et al. 2017)

- Morfologiska modifieringar (Chen 2012)

Starka inducerbara promotorer gynnar proteinuttryck

Genom att valja starka promotorer kan proteinuttrycket optimeras. Vid uttryck av industriella
proteiner fran andra arter — xylanas fran Streptomyces halstedii, a-amylas fran Streptomyces
griseus och litet lackas (eng. small laccase) fran Streptomyces coelicolor — testades olika
promotorer. Det visade sig att xysAp fran S. halstedii JM8 var gynnsam. Denna promotors
inducerare ar olika kolkallor sasom xylos, xylan eller fruktos och dess repressor* ar glukos.
Aven pstSp fran S. lividans, som induceras av laga fosfatférhallanden och av olika kolkallor
sasom fruktos, xylos eller galaktos, var bland de mest effektiva och gynnade produktionen.
Bada dessa fungerade béattre an de vanligtvis anvanda Streptomyces-promotorerna ermE*p
och vsip (Sevillano et al. 2016).

Olika signalpeptider har olika utsondringseffektivitet

En annan stor optimeringsmdjlighet ar att valja bra signalpeptider eller modifiera dessa.
Exempelvis har det visat sig vara fordelaktigt fér utsondring av xylanas att byta ut
xylanas-signalpeptiden mot en amylas-signalpeptid (Sevillano et al. 2016). For flertalet andra
proteinuttryck i S. lividans har en lyckad metod varit att anvanda transkriptionselement och
signalpeptid som normalt tillhér ett subtilisin-inhibitorprotein fran Streptomyces venezuelae
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CBS762.70. Exempelvis utnyttjades detta vid utséndring av termostabilt cellulas (CelA), dar
designen tillampades genom plasmiden plJ486_vsi-celA (Hamed et al. 2017).

Vid uttryck av transglutaminas, B-glukosidas och endoglukanas i S. lividans anvandes
signalpeptiden fran fosfolipas D (PLD) hos Streptoverticillium cinnamoneum. Detta antydde
att PLD ar anvandbar for utséndrat uttryck av heterologa proteiner i S. lividans, da ett
vektorsystem med denna signalpeptid gav betydligt hégre produktion an tidigare studier
(Noda et al. 2010).

Val av odlingsmedium och odlingsférhallanden paverkar expressionen

Vid uttryck av proteinet CelA i S. lividans testades ocksé olika odlingsmedium (MM, MMC,,
MMC,,, TSB, Bennet, NB, NB,,), dar nutrient broth (NB) eller nutrient broth, dubbel styrka
(NB,,) visade sig vara det klart basta for att optimera proteinutsondring (Hamed et al. 2017).
En annan studie gjorde ocksa jamférelse av fermentering med och utan naringstillsatser
under fermenteringens gang. Detta visade att naringstillsatser under
fermenteringsprocessen var fordelaktigt ur produktivitetssynpunkt, sarskilt med tva
successiva mannitoltillsatser som kolkalla (Gabarr6 et al. 2017).

Den problematiska tillvaxten och celldelningen kan paverkas till det battre
Problem som ar kopplade till fermentering av filamentésa organismer ar langsam tillvaxt, hog
viskositet, problem med blandning pa grund av stora mycel-klumpar och komplex
reningsprocess. En del av denna problematik kan undvikas genom Okat uttryck av proteinet
SsgA i S. lividans da detta protein gynnar fragmenterad tillvaxt pa grund av 6kad celldelning.
Samma protein har @ven visat sig paverka utséndringsmaskineriet positivt. Okat uttryck av
SsgA i S. lividans 6kade den rekombinanta produktionen av xylanas med 40 % och amylas
med 70 % (Sevillano et al. 2016).

Flera genetiska modifieringar kan gynna proteinuttrycket

Deletion av andra gener kan optimera vardens proteinuttryck, daribland signalpeptidas vars
framsta uppgift ar att klyva signalpeptiden. Exempelvis har studier av en muterad stam av S.
lividans (TK21Y62) med defekt signalpeptidas SipY gjorts for expression av protein som
utsdndras via Tat-utséndringsvagen. Den SipY-defekta mutanten visade sig bland annat ha
fordelar vad galler extracellular produktivitet och specifik aktivitet* i jamforelse med vildtyp
(Gabarro et al. 2017).

Det har ocksa visats att S. lividans-mutanter med borttagna repressorer kan vara gynnsamt.
Exempelvis visade en variant av S. lividans med borttagen repressor BxIR en stor férbattring
for uttryck av proteinet litet lackas (eng. small laccase) (Sevillano et al. 2016).

4.2.6.3 Utbyte och renhetsgrad

Flera proteiner, daribland manga enzymer med termostabilitet och hég specificitet, har
uttryckts med hogt utbyte och renhet. Det tetramera proteinet streptavidin fran Streptomyces
avidinii uttrycktes med termostabilitet till ett utbyte av 56 mg/l (Noda et al. 2015). Cellulaset
CelA fran Rhodothermus marinus uttrycktes med 100-120 mg/g torr cellvikt* eller 50-90
mg/l, och renades till 98 % renhet (Hamed et al. 2017).
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Proteinerna transglutaminas fran Streptoverticillium cinnamoneum samt 3-glukosidas och
endoglukanas fran Thermobifida fusca YS har uttryckts i S. lividans med utbyte pa 64,3 mg/I,
114,4 mg/l respektive 230 mg/l utséndrat till mediet (Noda et al. 2010).

4.2.6.4 Exempel pa uttryckta proteiner

Uttryck av Streptavidin med bibehallen affinitet och cellulas med bibehallen
termostabilitet

Streptavidin ar ett tetramert protein med specifik affinitet for biotin och med biotekniska
tillAmpningar, tidigare rekombinant framstallt med E. coli. Streptavidin fran Streptomyces
avidinii har nu uttryckts rekombinant i S. lividans och utsdndrats med sin tetramera form och
bibehallen affinitet for biotin. Dessutom hade det uttryckta Streptavidin termostabilitet och
behdll sin affinitet efter kokning, vilket inte ar fallet for naturligt tetramert Streptavidin.
Produktiviteten av Streptavidin med detta S. lividans-system var 9,2 ganger hogre (5,6 mg
fran 100 ml odlingsmedium) an det jdAmférda E. coli-systemet (0,61 mg fran 100 ml
odlingsmedium). Sannolikt kan detta S. lividans-system ocksa anvandas for utséndring av
andra multimera proteiner* (Noda et al. 2015).

Ett annat enzym som uttryckts med bibehallen termostabilitet ar ett cellulas (CelA) fran
Rhodothermus marinus. Detta protein utsondrades av S. lividans TK24. Under optimala
forhallanden utsdndrades 50—-90 mg/l till mediet efter 7 dagar. Detta kan jamféras med
syntes av CelA i E.coli, dar en del stammar kunnat uttrycka sma mangder och en del
stammar inte lyckats syntetisera nagot alls (Hamed et al. 2017).

Hogt utbyte av 10sligt protein som inte lyckats uttryckas i E.coli
Transglutaminas uttrycktes genom utsondring fran S. lividans med ett utbyte av 230 mgl/l,
medan E. coli bildar inklusionskroppar vid uttryck av samma protein. Den
aterveckningsprocess som da kravs minskar aktiviteten hos transglutaminaset fran E. coli,
medan S. lividans utséndrar proteinet fullt veckat och aktivt direkt (Noda et al. 2010).
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Exempel pa uttryckta proteiner i S. lividans
Listade exempel pa proteiner som har uttryckts i S. lividans ses i tabell 8.

Tabell 8: Exempel pa uttryckta proteiner i S. lividans med tillhérande utbyte om data finns tillgéngligt.

Protein Utbyte Referens
Transglutaminas (Tgase) fran 230 mg/l Noda et al. 2010
Streptoverticillium cinnamoneum

B-glukosidas fran Thermobifida 114,4 mg/l Noda et al. 2010
fusca YS

Endoglukanas fran Thermobifida 64,3 mg/l Noda et al. 2010
fusca YS

CelA fran Rhodothermus marinus | 50—-90 mg/I Hamed et al. 2017
Xyloglukanas fran Jonesia sp. Ingen data Hamed et al. 2017
(kraftdjur)

Xylanas fran Streptomyces Ingen data Sevillano et al. 2016
halstedii

a-amylas fran Streptomyces Ingen data Sevillano et al. 2016
griseus

Litet lackas (eng. small laccase) Ingen data Sevillano et al. 2016
fran Streptomyces coelicolor

Streptavidin fran Streptomyces 56 mgl/l Noda et al. 2015
avidinii




4.3 Eukaryota expressionssystem

De eukaryota expressionssystem som studerats ar svampslaktet Aspergillus (A. niger, A.
oryzae, A. awamori), grénalgen Chlamydomonas reinhardtii, jasten Hansenula polymorpha,
parasiten Leishmania tarentolae, mossan Physcomitrella patens och slutligen
suspensionsbaserad vaxtcellsodling. | bilaga 1 listas ocksa andra eukaryota
expressionssystem som till en boérjan tycktes intressanta, men som av olika anledningar
utesléts fran vidare studier.

4.3.1 Aspergillus — svampslaktet som briljerar inom enzymindustrin

Aspergillus ar ett svampslakte som spelar en viktig roll inom industrin. De anvands for
produktion av heterologa och homologa enzymer, sasom cellulaser och amylaser. Slaktet
innefattar omkring 340 arter varav fem ar stora inom biotekniken, framférallt for fermentering
av livsmedel, enzym- och lakemedelsproduktion. Dessa ar Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae, Aspergillus nidulans, Aspergillus terreus och Aspergillus awamori (Park et al. 2017).
Av dessa ar A. niger och A. oryzae klassade som GRAS* av amerikanska livs- och
lakemedelsverket (eng. Food and Drug Administration, FDA) (Lubertozzi & Keasling 2009).
Pa senare tid har daremot skadliga sekundarmetaboliter upptackts i vissa stammar av A.
niger, till exempel ochratoxin A, och det ar darfor viktigt att underséka kapaciteten att
producera skadliga @mnen hos varje industriellt gdngbar stam (Park et al. 2017).

Anledningen till Aspergillus stora framgang vid enzymproduktion ar att de naturligt kan
utsdndra stora mangder endogena enzymer, till exempel mer &n 20 g/l amylas. Utbytena vid
heterolog proteinproduktion har dock inte uppnatt lika hoga nivaer. Aspergillus har ett
eukaryot posttranslationellt maskineri, men dess glykosyleringsmonster skiljer sig mer fran
daggdjurscellers an hégre eukaryoter sasom vaxter gor (Wiebe et al. 2001).

4.3.1.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

Filamentosa svampar har inga naturligt forekommande plasmider och de har ofta svart att
bibehalla en sjalvkopierande plasmid i flera generationer. Om ett stabilt uttryck av en
rekombinant gen ska bibehallas under en langre tid ar det vanligt att dess DNA inkorporeras
i vardens genom. For att gora detta ar de tva vanligaste transformationsmetoderna
polyetylenglykol- (PEG-) medierad transformation och elektroporering*. Andra metoder som
forekommer ar sa kallad mikroprojektilbombardering (eng. gene gun transformation) och
Agrobacterium tumefaciens-medierad transformation (Su et al. 2012). Dessa tva metoder
forklaras ingdende i avsnitt 5.3.2.2 respektive 5.3.6.3.
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Olika arter har olika krav pa odlingsparametrar

Aspergillus har generellt en optimal odlingstemperatur mellan 30 och 40 °C och pH omkring
6,5. Tiden for att aktivera sporer och fermentering varierar mellan olika underarter. Den
beror ocksa pa vilken typ av odlingsutrustning som anvands, exempelvis huruvida roterande
flaskor eller fermentorer anvands. Normalt brukar denna fermenteringstid variera mellan 3—7
dagar. Aspergillus kraver en syrerik miljé och odlingstiden ar kortare an for daggdjursceller
(Legastelois et al. 2016). Odlingsmedierna ar generellt billiga och baseras pa kolhydrater
sasom fruktos, glukos, melass eller starkelsehydrolysater (Najafpour 2007).

Foljande odlingsforhallanden ar exempel fran experiment och resultat fran
optimeringsstudier for olika underarter av Aspergillus:

- A. niger har optimal odlingstemperatur mellan 24 och 37 °C, optimala pH-varden ar
mellan 4 och 6,5 (Passamani et al. 2014) och fermenteringen for en sats (eng. batch)
tar sju dagar i fermentor (Priede et al. 2002).

- A. oryzae kan odlas i 30 °C och pH 5,5 under fem dagar i sa kallat Czapek
Dox-medium i skakflaskor, ett vanligt férekommande medium fér odling av
Aspergillus (Sugano et al. 2000).

Aspergillus odlas i fermentorer

Det vanligaste sattet att odla Aspergillus i industrin ar i fermentorer eftersom parametrar
sasom pH, temperatur och naringshalt ar enkla att kontrollera, vilket férenklar
uppskalningsprocessen. Designen pa fermentorn och omrérningen ar viktig for att fa en sa
effektiv syretillforsel som mojligt och det paverkar dven organismens tendens att antingen
bilda mycel (filamentosa tradar) eller klumpa ihop sig till pellets. De olika morfologierna
paverkar effektiviteten av proteinproduktionen och optimeringsarbete ar saledes viktigt vid
det har steget i processen (Musoni et al. 2015). Foretaget “Belach Bioteknik” saljer
fermentorer anpassade for svampar, till exempel omrérningsfermentormodellen (eng.
stirred-tank bioreactor) “Lars”, men aven luftomrdrningsgsfermentorer (eng. air-lift bioreactor)
som inte skadar cellerna lika mycket (Gizella Szabo, muntligen).

4.3.1.2 Optimering — det storsta problemet ar en ineffektiv
utsondring av heterologa proteiner

En stor fordel med Aspergillus ar att de utsdndrar artegna proteiner naturligt pa ett effektivt
satt, vilket gor att de slipper extraheras fran cellerna. Nar det daremot galler uttryck av
heterologa proteiner blir utbytet 10—1000 ganger lagre an for de artegna proteinerna (Su et
al. 2012). Det finns ett antal olika parametrar som kan ligga bakom detta problem.

Proteaser i omgivningen bryter ner malproteinerna

Ett av dessa problem ar att Aspergillus producerar en stor mangd extracelluldra proteaser,
vilka kan bryta ner det rekombinanta proteinet efter att det utsondrats i mediet.
Optimeringsarbete har gjorts genom att skapa nya stammar dar generna for nagra proteaser
ar borttagna eller nedreglerade. | en studie slogs fem gener fér proteaser i stammen A.
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oryzae KBN616 ut, vilket reducerade proteasaktiviteten till 1 % jamfoért med
ursprungsstammen. Den nya stammen fick namnet K04 (Kitamoto et al. 2015).

Samuttryck av fusionsproteiner och chaperoner kan effektivisera utsondringen
Ett annat satt att effektivisera utséndringen ar med hjalp av endogena fusionsproteiner®.
Detta ar proteiner eller proteinfragment som varden sjalv kan producera och som uttrycks
tilsammans med malproteinet. Tanken ar att fusionsproteinet som anvands ska kunna
utséndras mycket effektivt i vardcellen. Ett exempel pa ett sadant protein ar a-amylas i A.
oryzae eller A. niger. Detta fusionsprotein uttrycktes tillsammans med heterologa
daggdjursproteiner och 6kade proteinproduktionen tusenfalt (Su et al. 2012).

En annan optimeringsstrategi kan vara att samuttrycka det heterologa proteinet med
chaperoner, det vill sdga proteiner som hjalper malproteinet att fa ratt veckning. Aspergilli
tenderar namligen att bryta ner proteiner som ar felveckade eller har fel
glykosyleringsmonster via en mekanism som kallas for UPR (eng. Unfolded Protein
Response). Uppreglering av chaperoner kan saledes leda till ett stérre antal korrekt veckade
malproteiner (Su et al. 2012).

| en studie testades samuttryck av manganesperoxidas (MnP1) tilsammans med tva olika
chaperonproteiner, namligen kalnexin och det bindande proteinet BiPA, i A. niger MGG026.
Overruttryck av kalnexin gav 4-5 ganger hdgre utséndring av MnP1 &n tidigare, men
effekten fran uppreglering av BiPA hade istallet en negativ effekt pa utséndringen av MnP1
(Conesa et al. 2002). En annan studie visade emellertid att uttrycket av vaxtproteinet
thaumatin i A. awamori drygt fordubblades nar BiPA uppreglerades (Lombrafia et al. 2004).
Detta illustrerar komplexiteten i optimeringsarbetet kring heterolog proteinproduktion — alla
proteiner ar olika och det finns ingen generell 16sning som fungerar for alla proteiner (Hoang
et al. 2015).

4.3.1.3 Vektorsystem — promotorer och selektionsmarkorer

Selektionsmarkorer till en rad olika vektorsystem

En rad olika vektorsystem har utvecklats for Aspergillus med diverse selektionsmarkérer och
promotorer, bade konstitutiva och inducerbara. Exempel pa selektionsmarkdérer ar
resistensgener mot antibiotika, sasom hygromycin och kanamycin. Det ar aven vanligt med
naringsbaserade markorer. Dessa innebar att endast de celler som transformerats har
formagan att vaxa i mediet (Gémez et al. 2016).

Vektorer som kan anvandas i bade E. coli och underarter av Aspergillus
Nagra vanligt forekommande promotorer ar glaA, alcA och pkiA (Gémez et al. 2016). Det
finns aven kompletta vektorsystem kommersiellt tillgangliga fran exempelvis Takara Bio
USA, dar fardiga plasmider kan bestallas. Dessa heter pPTR | respektive pPTR Il och kan
anvandas i bade E. coli och underarter av Aspergillus (Takara Bio USA).
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Vektorer som gett funktionella proteiner

Nagra exempel pa vektorer som utvecklats i studier ar ANIp1, ANIp4, ANEp1, ANEp5,
ANEp7 och ANEp8. Dessa vektorer kunde anvandas for att uttrycka omkring 40 % av 87
olika heterologa proteiner utifran cDNA i A. niger. Alla dessa proteiner var dessutom
biologiskt funktionella (Storms et al. 2005).

4.3.1.4 Exempel pa uttryckta proteiner och utbyte

Som tidigare namnts ar Aspergillus ett slakte av stor vikt inom industrin. De verkligt hoga
produktmangderna fas dock vid produktion av metaboliter eller homologa proteiner, sdsom
citronsyra och amylas, medan nivaerna ar betydligt lagre vid heterologt uttryck. Su et. a/
sammanfattade i en recensionsartikel ett antal heterologa proteiner och erhallet utbyte fran
olika filamentdsa svampar i olika studier (Su et al. 2012). Se tabell 9 for proteiner uttryckta i
Aspergillus.

Tabell 9: Exempel pa proteiner som har uttryckts i tre underarter av Aspergillus

Organism Protein Utbyte Referens

A. awamori Humant laktoferrin 2000 mg/l Ward et al. 1995

A. niger Phanerochaete 100 mg/l Punt et al. 2002
chrysosporium
manganesperoxidaser

A. niger Humant interleukin-6 15 mgl/l Broekhuijsen et al. 1993

A. niger Humant 25 mgl/l Wiebe et al. 2001
plasminogenaktivator

A. oryzae Bovint kymosin 150 mg/kg fast medium Tsuchiya et al. 1994

(vete)

4.3.2 Chlamydomonas reinhardtii — den snabbvaxande
gronalgen

Encelliga eukaryota gronalger, aven kallade mikroalger, har formagan att syntetisera
kemiska energibarare sasom proteiner, lipider och kolhydrater. De senaste aren har
mikroalger blivit en intressant produktionsplattform som fabriker fér rekombinant
proteinframstalining (Gong et al. 2011).

C. reinhardtii — ett av de mest etablerade modellsystemen som kan utféra
komplexa posttranslationella modifieringar

Mikroalgen Chlamydomonas reinhardtii ar ett av de mest etablerade modellsystemen

av mikroalger for rekombinant proteinuttryck, férlagt antingen i kloroplasten eller i cellkarnan.
Molekylara verktyg for att gora detta ar utvecklade och finns tillgéngliga (Carrera Pacheco et
al. 2018).
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Av alla mikroalger ar C. reinhardtii ocksa den bast karakteriserade. Den har manga av de
egenskaper som dnskas hos ett expressionsysstem for rekombinant proteinframstallning.
Algen odlas billigt och enkelt samtidigt som den har en snabb tillvaxt jamfért med andra
vaxter (Rosales-Mendoza et al. 2012). Dessutom kan den utféra komplexa
posttranslationella modifieringar (Gong et al. 2011), vilket ar nédvandigt framst vid uttryck av
eukaryota proteiner.

C. reinhardtii ar GRAS-klassificerad* (Rosales-Mendoza et al. 2012). Detta baseras pa att
mikroalger ar fria fran bakteriepatogener, humana patogener, och endotoxiner (Carrera
Pacheco et al. 2018).

Uttryck i kloroplasten kan ge ratt veckade proteiner

Varje algcell innehaller en enda stor kloroplast som utgér cirka 40 % av hela cellvolymen
(Rosales-Mendoza et al. 2012). Sarskilt kloroplasten ar av intresse for att uttrycka proteiner i
C. reinhardtii, detta eftersom uttryck i cellkarnan har visat sig ge lagre proteinuttryck (Gong
et al. 2011). Kloroplasten har ett genom som ar 205 kb stort och innehaller endast 99 gener
(Dyo & Purton 2018). Uttryck i kloroplasten kan generera ratt veckade proteiner och forma
disulfidbryggor (Carrera Pacheco et al. 2018). En nackdel med uttryck i kloroplasten ar dock
att den inte kan utféra glykosylering av proteiner. Uttryck i kloroplasten passar darfor
rekombinanta proteiner som inte behéver glykosylering for att vara funktionella (Shamriz &
Ofoghi 2016).

4.3.2.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

C. reinhardtii kan odlas i fotofermentorer (fermentorer med ljustillférsel) (Dyo & Purton 2018)
under kontrollerade férhallanden med avseende pa temperatur, pH och naringsdmnen.
Odling i fermentorer forhindrar spridning av transgener* till omgivningen, vilket kan vara ett
problem vid odling av hdgre eukaryota vaxter (Gong et al. 2011).

Kan odlas bade heterotroft och fotoautotroft

C. reinhardtii har ocksa férmagan att odlas under bade hetero- och fotoautotrofa®
forhallanden. Under fotoautotrofa férhallanden anvands koldioxid som kolkalla (Carrera
Pacheco et al. 2018) och under heterotrofa férhallanden anvands ofta acetat som kolkalla
(Rosales-Mendoza et al 2012). Modifierade stammar av C. reinhardtii skulle dock kunna
odlas med glukos eller sackaros som kolkalla (Dyo & Purton 2018). Optimal temperatur for
odling av C. reinhardtii ligger runt 20-32 °C (Xie et al. 2013).
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Tidsatgang

Generellt sett tar det 24 timmar for mikroalger att dubblera sin biomassa. Fran generering av
transgena mikroalg-kloroplaster till uppskalning av volymer for storskalig produktion tar det
darfér nagra veckor (Gong et al. 2011). Det tar omkring 2—4 veckor att generera transgena
cellinjer av mikroalger. Det odlingsmedium som anvands bestar huvudsakligen av
oorganiska salter och bovint serumalbumin (BSA). Tillvaxthastigheten for alger liknar den for
jast (Carrera Pacheco et al. 2018).

4.3.2.2 Hur gar transformation i kloroplasten till?

For transformation av mikroalger utnyttjas ofta cellernas férmaga att temporart tillata
genomslapp av DNA-molekyler genom cellvaggen. Detta sker utan att cellen dér. Metoden
som ofta anvands kallas for mikroprojektilbombardering (eng. gene gun transformation).
Denna gar ut pa att guld eller tungsten belagda med DNA anvands som mikroprojektiler for
att fora in DNA i cellerna, med hjalp av en sarskild apparat. Detta fungerar for de flesta celler
oberoende av hur fast eller tjock cellvaggen ar. Det finns manga rapporter om framgangsrik
transformation vid anvandning av denna metod. Aven kloroplaster och mitokondrier har
transformerats med hjalp av denna metod (Gong et al. 2011).

Kloroplastens genom med manga kopior

Kloroplasten har ett helt eget genom och varje kloroplast har cirka 80 kopior av detta. For att
uppna stabil transformation bor alltsa alla 80 genomkopior omvandlas till den rekombinanta
formen. Detta gors ofta genom homolog rekombination (Rosales-Mendoza et al. 2012) och
mojliggor precis integrering av DNA i plastomet (kloroplasternas genom) (Dyo & Purton
2018). | kloroplasten sker alltsa transformationen genom homolog rekombination, till skillnad
fran transformation i cellkdrnan dar genomet integreras slumpvis (Gong et al. 2011).

Elektroporering* anvands for celler av C. reinhardtii som modifierats eller ar annorlunda pa
sé& vis att de har en tunn, eller helt saknar, cellvdgg. Aven polyetylenglykol- (PEG*) eller
Agrobacterium tumefaciens-baserade metoder kan anvandas for transformation av C.
reinhardtii (Gong et al. 2011).

4.3.2.3 Optimering — for att oka utbytet

Proteinutbytet kan optimeras pa manga satt

For att 6ka utbytet av rekombinanta proteiner undersoks satt att optimera expression i C.
reinhardtii (Gong et al. 2011). Nivaerna for proteinuttryck i kloroplasten av C. reinhardtii
ligger generellt sett omkring 0,02-5 % av totalt 16sligt protein* (TSP). Fér en kommersiell
plattform kravs ofta att utbytet ar >10 % av totalt 16sligt protein (Dyo & Purton 2018).
Effektiviteten hos proteinproduktion i C. reinhardii kan alltsa fortfarande férbattras signifikant
(Carrera Pacheco et al. 2018). Uttrycksnivaerna av rekombinant protein paverkas av manga
faktorer, sasom val av promotor, reglerande element, proteaser och genavstangning* (Gong
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et al. 2011). Omkring 20 ATP-beroende proteaser tros vara ansvariga for nedbrytningen av
proteiner i kloroplasten (Carrera Pacheco et al. 2018).

Exempel pa promotorer som ofta anvands for uttryck av heterologa proteiner i C.reinhardtii
ar
- Promotor fran virus som infekterar blomkal (CaMV35S)
- Endogena promotorer RbcS2 och PsaD
- Endogen promotor Hsp70A (stressprotein eng. heat-shock protein) (Gong et al.
2011)

Samuttryck med introner

Aven icke-translaterade regioner (UTRs) och introner kan spela en stor roll i stabilitet och
effektivitet av uttryck av heterologa gener. En intron frdn genen RbcS2 visade sig 6ka
uttrycket av bakteriegenen Ble da den integrerades till Ble-genen vid uttryck i C. reinhardtii
(Gong et al. 2011).

Kodonoptimering

Aven kodonoptimering* har visat sig vara framgangsrikt for att dka uttrycket av rekombinanta
proteiner i algkloroplaster (Gregory et al. 2016). Generellt sett leder 6kad forstaelse for
genreglering i kloroplasten, liksom utvecklingen av molekylara strategier, till hogre
proteinutbyten (Dyo & Purton 2018).

Ljusperioder kan dka proteinutbytet signifikant

C. reinhardtii ar mixotrof och kan alltsa utvinna energi fran bade fotosyntes och organiska
energikallor. Uttryck under fotoautotrofa férhallanden har dock visat sig ge hégre utbyte an
under mixotrofa eller heterotrofa forhallanden (Carrera Pacheco et al. 2018). Genuttryck i
kloroplaster regleras till stor del av ljus. Dess intensitet samt kontinuitet och olika ljusperioder
kan darfor paverka rekombinant proteinproduktion i C. reinhardtii signifikant. Den optimala
ljusperioden under fotoautotrofa forhallanden for uttryck av gront fluorescerande protein
(GFP) visade sig vara 9 timmar per dag. Efter 5 dagar var da utbytet av GFP 6,0 mg/l och
utbytet av GFP-PlyGBS 2,1 mg/l. Detta motsvarade alltsa cirka 1,2 mg/l for GFP respektive
0,42 mg/l fér GFP-PlyGBS per dag (Carrera Pacheco et al. 2018).

4.3.2.4 Exempel pa uttryckta proteiner

Manga produkter befinner sig fortfarande i forskningsstadiet

Over 40 olika l6sliga och bioaktiva terapeutiska proteiner har framgangsrikt uttryckts i
kloroplasten hos C. reinhardtii. Daribland humant vaxthormon, terapuetiska cancerproteiner,
autoantigener och antibakteriella enzymer (Dyo & Purton 2018). De flesta rekombinanta
produkter fran C. reinhardtii ar fortfarande i forsknings- och utvecklingsstadiet. Det ar bara
nagra fa av dessa produkter som testats pa djur (Shamriz & Ofoghi 2016).

Ar 2011 fanns inga rekombinanta proteiner producerade i mikroalger tillgéngliga pa
marknaden. Daremot ses mikroalger som ett framtida alternativ fér kommersiell produktion
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av rekombinanta proteiner for anvandning i terapeutiskt eller industriellt syfte (Gong et al.
2011).

Kostnaden for att producera antikroppar i mikroalger uppskattades ar 2011 till 0,002
amerikanska dollar per gram. Detta kan jamféras med produktion av rekombinanta
antikroppar i daggdijursceller som uppskattats till 150 amerikanska dollar per gram (Gong et
al. 2011).

En attraktiv plattform for uttryck av allergener

Ett omrade dar GRAS-klassificeringen av C. reinhardtii kan vara anvandbar ar inom
allergenspecifik immunterapi (Dyo & Purton 2018), eftersom det mdjliggoér oralt intag av
algen. Ett jordnoétsallergen, Ara h 1, som framgangsrikt uttrycktes i C. reinhardtii orsakade
akut allergisk reaktion i mus (Gregory et al. 2016). Vaxter ar en attraktiv plattform for att
producera just allergener eftersom manga av dessa finns i, eller harstammar fran, olika typer
av vaxter.

For exempel pa uttryckta proteiner i C. reinhardltii kloroplast, se tabell 10.

Tabell 10: Exempel pa proteiner uttryckta i C. reinhardtii och utbyte om tillgéngligt.

Protein Utbyte Referens

Fusionsprotein* innehallande virus | 3 % TSP Sun et al. 2003
som orsakar hostblasor (FMVD)
och koleratoxin B-subenhet (CTB)

H6g mobilitet grupp protein B1 2,5 % TSP Rasala et al. 2010
(HMGB1)
Bovine mammary-associated 5% TSP Manuell et al. 2007

serum amyloid (M-SAA)

Ara h 1 — jordnétsallergen Ingen data Gregory et al. 2016

IgG1 human monoklonal antikropp | 100 ug renat protein per gram torr | Gong et al. 2011
(mAb) biomassa

4.3.3 Hansenula polymorpha — den termotoleranta jasten som ar
ett bra val for uttryck av instabila och kansliga proteiner

Hansenula polymorpha ar en termotolerant (Stasyk 2017), aerob (Dusny & Schmid 2016)
jast som kan vaxa i upp till 45 °C och ibland aven vid hogre temperaturer. Den ar dessutom
resistent mot tungmetaller och oxidativ stress. Detta gor den val anpassad for att producera
rekombinanta proteiner som ar termostabila (Stasyk 2017). Den optimala temperaturen for
tillvaxt ar 37—43 °C. Denna relativt hdga temperatur kan vara till férdel vid uttryck av
daggdjursproteiner och reducerar dessutom risken for kontaminering vid storskalig
fermentering (Nel et al. 2009). Jast kan utféra bade O-lankad glykosylering i golgiapparaten
och N-lankad glykosylering i endoplasmatiskt retikulum (ER). Just H. polymorpha ar en bra
kandidat fér rekombinant proteinframstallning pa grund av dess sallsynt férekommande
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hyperglykosylering* (Adivitiya et al. 2017). Jasten ar aven ansedd som saker for
rekombinant proteinproduktion, da den blivit GRAS-klassificerad* (Wetzel et al. 2018).

4.3.3.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

H. polymorpha har olika metaboliska vagar och kan uppna hoga celldensiteter
H. polymorpha omsatter metanol som kol- och energikalla pa samma satt som den
etablerade jasten P. pastoris gor, men har utdver det ocksa en metabolisk vag for
nitratupptag (Celik & Calik 2012). Jasten kan aven fermentera xylos vid hdga temperaturer
och har anvants i 50-liters fermentorer (Adivitiya et al. 2017). P4 samma satt som for P.
pastoris kan H. polymorpha uppna hdga utbyten i biomassa vid odling i fermentorer (Stasyk
2017). Genom anvandning av H. polymorpha som expressionssystem och vid odling i
fermentorer kan hoga celldensiteter pa 150 g/l torr cellvikt* uppnas (Bredell et al. 2016).

Exempel pa odlingsforhallanden vid uttryck av olika proteiner

Vid uttryck av ett rotavirus VP6-protein anvandes stammen H. polymorpha NCYC 495.
Transformationen skedde genom elektroporering*. Fermenteringen agde rum i 1,3-liters
fermentorer av market “New Brunswick Bioreactors” med temperaturen 37 °C, pH-vardet 5,0
och med 30 % l6st syre (Bredell et al. 2016).

Vid rekombinant produktion av streptavidin i H. polymorpha fermenterades jasten i "Sixfors
fermentation system by Infors HT” med en volym pa 0,5 |. Odlingen skedde vid 30 °C och
med ett pH som varierade mellan 4,6 och 3,4. Naringstillsats skedde med glukos och efter
48 timmar inducerades odlingen av metanol. Da glycerol anvandes som naringskalla gavs
en 6kad mangd biomassa men minskat produktutbyte (Wetzel et al. 2016).

Beroende pa vilken naringstillsats som anvands varierar aven tillvaxthastigheten. Vid en
studie var cellernas dubbleringstid 4,5 timmar vid tillsats av metanol och 1 timme vid tillsats
av glukos (van Zutphen et al. 2010).

4.3.3.2 Optimeringsmetoder och vektorsystem

Vanliga stammar och promotorer som anvands av och for H. polymorpha

Tre vanliga stammar ar CBS4372, NCYC495 och DL-1. Alla dessa stammars
genomsekvenser finns tillgangliga. De populéraste promotorerna ar P, oy, Ppuas 0Ch Pryp.
Den férstnamnda promotorn, P,,.., har resulterat i ett av de hégsta utbytena for glukoamylas
(1,4 g/l) samt fytas (13,5 g/l). Fér denna promotor anvands metanol som inducerare
(Adivitiya et al. 2017). Inom biotekniken ar det oftast stammarna CBS4372 och DL-1 som
anvands (Stasyk 2017).
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Optimala odlingsforhallanden

Vid rekombinant proteinframstallning av streptavidin testades tva olika odlingstemperaturer,
30 °C och 37 °C. Det visade sig att odling vid 30 °C gav mellan 1,2 och 1,9 ganger storre
produktutbyte. Ett skiftande pH-varde mellan 4,6 och 3,4 gav ocksa ett hogre produktutbyte i
jamforelse med ett konstant pH-varde pa 4,6 (Wetzel et al. 2016).

H. polymorpha kan kontrolleras pa ett effektivt satt genom att anvanda glycerol istallet for
metanol vilket kan goéra den till ett battre alternativ for storskaliga fermenteringsprocesser
(Mack et al. 2009).

4.3.3.3 Utbyte och renhetsgrad

Uttryck av ett protein i H. polymorpha, P. pastoris och E. coli for jamforelse
dem emellan

H. polymorpha kan na en hog celldensitet och effektivt utséndra proteiner med en
molekylvikt pa upp till 150 kDa (Celik & Calik 2012). Vid en studie uttrycktes ett rotavirus
VP6-protein i tre olika vardorganismer for jamforelse. Det visade sig att uttryck av proteinet i
kontrollerad miljé sasom en fermentor gav en 6kad aktivitet for alla system; E. coli, P.
pastoris och H. polymorpha, i jamférelse med odling i skakflaskor. Dock sjénk den specifika
aktiviteten for E. coli och P. pastoris men inte for H. polymorpha (Bredell et al. 2016).

Vid odling i skakflaskor gav P. pastoris battre resultat an bade H. polymorpha och E. coli
men vid odling i fermentorer gav H. polymorpha ett battre resultat. Under odling i fermentorer
gav H. polymorpha ett hégre utbyte, cirka 3350 mg/l, i jamférelse med P. pastoris som gav
ett utbyte pa cirka 1430 mg/l samt E. coli som gav ett utbyte pa cirka 469 mg/l. Daremot gav
P. pastoris ett hogre varde pa biomassa (cirka 150 g/l) i jamférelse med H. polymorpha
(cirka 90 g/l) och E. coli (cirka 27 g/l) (Bredell et al. 2016).

Uttryck av daggdjursproteiner i H. polymorpha och P. pastoris

Tva modell-daggdjursproteiner, ett NK1-fragment pa 22 kDa av humant
hepatocyt-tillvaxtfaktor och en extracellular doman pa 28 kDa av musvavnadsfaktor (MTF),
uttrycktes for jamforelse mellan H. polymorpha och P. pastoris. Med P. pastoris som
expressionssystem gavs ett utbyte pa 5,7 mg/l av NK1-proteinet och i H. polymorpha 1,6
mg/l. Vid uttryck av MTF-proteinet gavs ett utbyte pa 1,2 mg/l fér P. pastoris och under 0,2
mg/l fér H. polymorpha (Mack et al. 2009).
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4.3.3.4 Exempel pa uttryckta proteiner och kommersiell
tillganglighet

Peroxisomer som underlattar uttryck av instabila och kansliga proteiner

Nar metylotrofa jaster, sasom H. polymorpha, odlas pa metanol bildas membranbundna
organeller som kallas for peroxisomer. Da metanol ar den enda kolkallan som anvands
ockuperar peroxisomerna upp till 80 % av cellernas volym (Smith et al. 2012). Att proteiner
samlas upp i peroxisomen ar bra om proteiner som ar toxiska mot jasten énskas uttryckas.
Detta eftersom proteinerna da ar skyddade av membranet hos peroxisomen.

En annan férdel med peroxisomerna ar franvaron av enzymer som kan modifiera de
uttryckta proteinerna pa odnskade vis, exempelvis genom odnskad glykosylering. Det ar
dessutom bra vid uttryck av proteiner som ar instabila och kansliga mot proteolytisk
nedbrytning i och med att de ar skyddade fran proteolys i matrixen hos peroxisomen (Nel et
al. 2009). Ett exempel pa en gen som uttryckts cytosoliskt pa ett lyckat satt i H. polymorpha
under metanolinduktion ar humant papillomavirus typ 16 (ChiAH-L2) (Smith et al. 2012).

Exempel pa proteiner som har uttryckts rekombinant i H. polymorpha
Produkter som har uttryckts i H. polymorpha och natt marknaden ar exempelvis insulin,
hepatit B vaccin och interferon alpha-2. Exempel pa andra proteiner som har uttryckts
rekombinant i jasten ar glukosoxidas, fytas, glykolatoxidas, isopenicillin-N syntas och
humant serumalbumin (Stasyk 2017). Ar 2013 blev uttryck av hepatit B vaccin i H.
polymorpha tillatet i Europa (Adivitiya et al. 2017). Aven tva modell-daggdijursproteiner har
uttryckts i H. polymorpha. Dessa var det 22 kDa stora NK1-fragmentet av humant
hepatocyt-tillvaxtfaktor och det 28 kDa stora extracellular doman fran musvavnadsfaktor
(MTF).

H. polymorpha kan utféra posttranslationella modifieringar, sdsom glykosylering, vilket ar till
fordel da aktiva och I6sliga daggdjursproteiner 6nskas uttryckas (Mack et al. 2009). For att

se fler listade proteiner som har uttryckts i H. polymorpha, se tabell 11.

Tabell 11: Exempel pa uttryckta proteiner i H. polymorpha med tillhérande utbyte om tillgéngligt.

Protein Utbyte Referens

Fytas 13,5 g/l Adivitiya et al. 2017
Glykoamylas 1,4 g/l Adivitiya et al. 2017
Humant serumalbumin Ingen data Stasyk 2017
Rotavirus VP6 3,35 g/l Bredell et al. 2016
NK1-fragment av humant 1,6 mg/l Mack et al. 2009
hepatocyt-tillvaxtfaktor

Extracellular doman av < 0,2 mg/l Mack et al. 2009
musvavnadsfaktor (MTF)
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4.3.4 Leishmania tarentolae — en parasit i manniskans tjanst

Tva morfologiskt skilda former av Leishmania

Leishmania ar ett slakte eukaryota, encelliga (protozoa) parasiter som férekommer i tva
morfologiskt skilda former. Den férsta formen ar den promastigota (extracellulara), som
bland annat aterfinns i magen hos sandflugan. Sandflugan har gjort Leishmania kand
eftersom den via vektorburen smitta av Leishmania ger upphov till olika former av
sjukdomen Leishmaniasis (Andrea-Anneliese et al. 2014). Den andra formen ar den
amastigota (intracelluléra) som lever i makrofager hos daggdjur. Overgangen fran
promastigot till amastigot sker efter att en promastigot som tagit sig in via infektion har
fagocyterats. Detta innebar en process dar daggdjurens fagocyter (immunceller) bildar en
membranbunden inneslutning kring parasiten i cellen, kallad fagosom.

Alla typer av Leishmania ar inte sjukdomsframkallande

Aven om det &r kant att omkring 20 av de totalt 30 kdnda extracelluléra
Leishmania-parasiterna kan ge upphov till olika typer av infektion hos manniskor, ar inte alla
patogena (Andrea-Anneliese et al. 2014). Ett exempel pa en icke-patogen art ar L.
tarentolae, av subpopulationen Sauroleishmania, som patraffats hos den vitflackade
geckooddlan (Legastelois et al. 2016). L. tarentolae har biologisk skyddsniva* 1, den lagsta
mojliga, med avseende pa att den inte ar patogen for oss manniskor (Jones 2015).

Vacciner och posttranslationella modifieringar

L. tarentolae har vackt intresse, inte bara fér dess potential till att producera
virulens-reducerade vaccin (Lacombe et al. 2018), utan ocksa for att den har visat sig val
ldampad for att uttrycka eukaryota proteiner. Detta med posttranslationella modifieringar som
liknar dem hos hdgre eukaryoter sasom daggdjur i stor utstrackning. Ett exempel ar
produktion av antikroppar (Taheri et al. 2016, Jones 2015).

L. tarentolae i egenskap av expressionssystem

L. tarentolae anses som lattodlad med mdjlighet till suspensionsbaserad odling samt att den
har en relativt kort generationstid i forhallande till andra eukaryota expressionsystem dar
generationstiden ligger pa omkring 5—6 timmar. Selektion gors oftast med hjalp av antibiotika
och malproteinerna kan antingen utséndras i mediet eller ske intracellulart. Med avseende
pa dessa egenskaper placerar sig darfér L. tarentolae i granslandet mellan prokaryota och
eukaryota organismer. L. tarentolae ar dessutom ett bra komplement till de mer etablerade
systemen E. coli och P. pastoris eftersom dessa, till skillnad fran L. tarentolae tenderar att
under- respektive dverglykosylera proteiner som uttrycks. Samtidigt uttrycks inga
endotoxiner, sasom lipopolysackarider, eftersom Leishmania saknar ett yttre membran
(Taheri et al. 2016). Leishmania ar sarskilt bra pa att uttrycka glykoproteiner, vilka normalt
utgor 6ver 10 % av den totala proteinmangden i cellen (Basile & Peticca 2009).
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4.3.4.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

Optimala odlingsforhallanden

L. tarentolae kan odlas i cellsuspension med hjalp av fermentor, vilket mojliggér en hog
celldensitet (>108 celler/ml). Odlingen sker oftast i en temperatur pa 26 °C (Davoudi et al.
2011, Taheri et al. 2016, Legastelois et al. 2016) med en generationstid pa 5—6 timmar
(Taheri et al. 2016).

Stabila transformationer

Da stammar av L. tarentolae med promotorsystemet T7*-TR infekterats av bakteriofager
barandes linjara DNA-element, vilka i jamférelse med cirkulart DNA lattare integreras i
genomet, har dessa bestatt under 90 generationer (omkring 2 manader). Detta utan storre
effekter pa varken strukturen eller mangden protein som uttryckts (Kushnir et al. 2011).

Integrerat i kromosomen har ett oférandrat uttryck setts av gronfloureserande protein (GFP)
pa upp till 6 manader (Bolhassani et al. 2011). Leishmania kraver heller inte sarskilt dyra
odlingsmedia. Oftast anvands hjart-hjarninfusion (eng. Brain Heart Infusion, BHI)
(Andrea-Anneliese et al. 2014, Langer et al. 2017) men aven andra typer av media, sdsom
M199, anvands (Bolhassani et al. 2011).

Tva exempel pa odlingsforhallanden
- Suspensionsbaserad odling med Leishmania-expressionssystem (LEXSY) i
BHI-medium tillsammans med 5 pg/ml hemin och 1 % penicillin eller streptomycin
(Andrea-Anneliese et al. 2014, Langer et al. 2017).
- Stammen L. tarentolae ATCC 30267 odlades i dess promastigota stadie vid 26 °C i
M199 medium tillsammans med 5 % FBS, 40 mM HEPES, 2 mM L-glutamin, 0,1 mM
adenosin, 0,5 yg/ml hemin och 50 pg/ml gentamicin (Bolhassani et al. 2011).

4.3.4.2 Optimeringsmetoder och vektorsystem

Tva metoder kannetecknar uttryck av protein i Leishmania. Den forsta ar konstitutiv
expression, dar transformation sker genom att via elektroporering® integrera generna av
intresse. Detta sker genom att satta in en expressionsvektor i kromosomen och tillata det
artegna RNA I-polymeraset skota transkriptionen. Den andra metoden ar ett inducerbart
system, dar T7 RNA-polymeras drivs via att en tetracyklinrepressor anvands (Legastelois et
al. 2016).

En genorganisation som inte kraver transkriptionsfaktorer

Kartlaggning av genexpressionen hos Leishmania har visat pa att proteinkodande gener ar
polycistroniskt organiserade, det vill saga att ett mRNA kan koda for flera olika protein.
Denna organisation leder till att transkription initieras vid andan av “switch™-regionerna i varje
kromosom. Detta helt utan definierade RNA-polymeras ll-promotorer eller andra typiska
transkriptionsfaktorer (Davoudi et al. 2011).
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L. tarentolae saknar naturliga transportvagar

Det har upptackts att utsondringsvagarna for den har typen av parasiter (trypanosomatida)
ar valdigt lika de hos hogre eukaryota organismer, sasom daggdjur (Davoudi et al. 2011).
Det visade sig dock att L. tarentolae saknade flera av de gener som kodar for proteiner
involverade i transportering, daribland 1/B2-adaptiner, p-adaptin samt e-adaptin. Dessa ar
involverade i formationen av klatrin-associerade adaptorprotein (AP) komplex i jamférelse
med andra medlemmar ur Leishmania (Raymond et al. 2012).

Dessa proteiner har en viktig roll nar det kommer till reglering och formation av
transportvesiklar for proteiner mellan golgiapparaten (golgiapparaten ar nagot som saknas
hos medlemmar av Leishmania Sauroleishmania till vilken L. tarentolae tillhér) (Carneiro
2016, Taheri et al. 2016), endosomer, lysosomer och plasmamembranet. Aven
kalciumberoende kopiner och Ras-liknande GTP-bindande proteiner, involverade i
cellsignalering och membrantransport, saknas (Raymond et al. 2012).

Inkorporering av nya transportvagar kan losa problemen med utsdondring

| L. tarentolae har detta l16sts genom att bland annat anvanda signalpeptiden LMSAP (eng.
Leishmania mexicana secreted acid phosphatase) fran L. mexicana (Kianmehr et al. 2016,
Klatt & Konthur 2012). Det finns ocksa kommersiellt optimerade system dar transportvagar
fran andra medlemmar ur Leishmania har anvants.

Ett sddant system ar sa kallat Leishmania-expressionssystem (LEXSY) fran Jena
Bioscience. Systemet har bland annat anvants for stabil GFP-produktion med hogt utbyte i
olika typer av Leishmania, daribland L. tarentolae, L. major och L. infantum.
Expressionsvektorn pLEXSY-EGFP har da den anvants for konstitutivt uttryck av GFP
bibehallet den fluorescerande aktiviteten efter 6 manader, aven i franvaro av antibiotika som
G418 (Bolhassani et al. 2011).

LEXSY har anvants for att uttrycka diverse proteiner, bade intracellulart och for transport ut
till mediet. Genom utséndring med hjalp av LEXSY-systemet har bland annat den manskliga
subenheten till histokompatibilitetskomplex 1l (MHC 1I-B) pa 30 kDa lyckats uttryckas, med ett
utbyte av 500 mg/l (Jena Bioscience, LEXSY-Eukaryotic Protein Expression).

Kodonoptimering och duplicering av gener

Kodonoptimering* har testats i L. tarentolae, med hjalp av systemet T7-TR, for att framstalla
darbepoetin alfa. Detta ar en hyperglykosylerad analog till den manskliga tillvéxtfaktorn
erytropoietin (EPO) pa 40 kDa. Resultatet var en 6kning fran 0,50 till 0,99 utifran
kodonadaptationsindex (CAl), dar GC-innehallet* 6kade fran 56 % till 58 %. Det bekraftades
ocksa att aktiviteten var jamforbar med motsvarande produkt uttryckt i aggstocksceller fran
kinesisk hamster (CHO-celler*) (Kianmehr et al. 2016, Langer et al. 2017). Proteinet
utséndrades i mediet, med hjalp av T7-promotorn och signalpeptiden LMSAP fran L.
mexicana, genom att inducera 10 pg/ml tetracyklin. For att gora detta anvandes vektorerna
pLEXSY_I-blecherry3 och pLEXSYDarbo (Kianmehr et al. 2016).

Ett annat satt att 6ka uttrycket ar att 6ka det kvantitativa antalet av den gen som dnskas
uttryckas. Detta har gjorts genom att transformera in ytterligare en expressionsvektor. Det
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medférde att antalet kopior av genen 6kade, vilket i sin tur resulterade i ett hogre utbyte
(Davoudi et al. 2011).

Sju vektorer som anvants for uttryck
Foljande ar exempel pa sju vektorer som anvants for uttryck i L. tarentolae:

- pLTEX-1-6 (Klatt & Konthur 2012)

- pLTEX-2_scFv-1 (Klatt & Konthur 2012)

- pLEXSY_sat2 (Klatt 2013)

- pLEXSY_hyg2 (Klatt 2013)

- LEXSY_I-blecherry3 (Kianmehr et al. 2016)
- pLEXSYDarbo (Kianmehr et al. 2016)

- pLEXSY-EGFP (Bolhassani et al. 2011)

4.3.4.3 Utbyte och renhetsgrad

L. tarentolae har en lag utséndringsniva av endogena proteiner eftersom organismen har
tappat dessa egenskaper (Raymond et al. 2012). Detta underlattar sannolikt reningen och
gor L. tarentolae lampad for expression och utséndring av rekombinanta proteiner, da dessa
utgor majoriteten av den totala proteinmangden i mediet. Utsdndringen kraver dock
integrering av utséndringsvagar, sasom LSMAP fran L. mexicana.

For rekombinanta proteiner ligger utbytet ofta omkring 0,1-30 mg/I (Taheri et al. 2016), aven
om utbyte pa 300 mg/l har uppnatts for GFP (Kushnir et al. 2011).

Har kan vidareutveckling av kodonoptimering eller utokning av antalet gener, via insattning
av fler expressionsvektorer vara en mdjlighet for att fa ett annu hégre uttryck. Vad galler
utsdndring finns det potentiellt fler signalsystem som kan anvandas i L. tarentolae,
harstammande fran nagon av de andra populationerna i Leishmania-familjen.

4.3.4.4 Kommersiell tillganglighet och exempel pa uttryckta
proteiner

Flera varianter av L. tarentolae finns beskrivna, daribland LEXSY som tillhandahalls av Jena
Bioscience (Jena Bioscience, LEXSY - Eukaryotic Protein Expression).

Rekombinant manskligt interferon-gamma (rhIFN-y) pa 25 kDa har uttryckts framgangsrikt.
Detta gjordes genom att motsvarande cDNA klonades in i tva expressionsvektorer, som
sedan kunde integreras in till den kromosomala 18S rRNA-genen hos L. tarentolae. De
transformerade klonerna selekterades i narvaro av antibiotikat nourseotricin, varpa 9,5 mg/I
rhIFN-y (ungefar 0,8 % av det totala proteinet) kunde erhallas (Davoudi et al. 2011).
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Ett annat exempel ar membranproteinet ABCG6 som ingar i en typ av

adenosintrifosfat-bindande (ABC) transportsystem. ABCG6 kommer i detta fallet fran L.

braziliensis men uttrycktes saledes i L. tarentolae med hjalp av vektorn pLEXSY. Men
forfattarna havdar att den metod som tagits fram skall moéjliggora uttrycket av vilket
membranbundet protein som helst (Gonzalez-Lobato et al. 2016).

Exempel pa uttryckta proteiner i L. tarentolae ses i tabell 12.

Tabell 12: | tabellen ses exempel pa uttryckta proteiner i L. tarentolae med utbyte fér vardera protein.

C-reactive protein, CRP)

Protein Utbyte Referens

rRAGE, receptor 1,5 mg/l Langer et al. 2017

hsGPVI 1,0 mg/l Langer et al. 2017

Laminin-332 0,5 mgl/l Niimi 2016

sHeV G, G-protein 0,5 mg/l Fischer et al. 2016

Pro-KLK2, Kallikrein-relaterat 0,9 mgl/l Skala et al. 2016

peptidas

Manskligt vimentin kopplat till 2,95 mg/l Jorgensen et al. 2014

antikroppsfragment fran kanin

(LOB7-rFc)

Murin laminin kopplat till 2,95 mg/l Jagrgensen et al. 2014

antikroppsfragment fran kanin

(A10-rFc)

Gront fluorescerande protein 300 mg/I Jena Bioscience,

(EGFP) LEXSY-Eukaryotic Protein
Expression

Histokompatibilitetskomplex 11- 500 mg/I Jena Bioscience,

(eng. major histocompatibility LEXSY-Eukaryotic Protein

complex Il B subunit, MHC II-R) Expression

C-reaktivt protein (eng. human 44 mgl/l Jena Bioscience,

LEXSY-Eukaryotic Protein
Expression
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4.3.5 Physcomitrella patens — mossan som &r ett lovande
alternativ till proteinproduktion i daggdjursceller

Mossan Physcomitrella patens, aven kallad muddermossa, ar en fotoautotrof* vaxt. Den har
lange anvants som modell for att studera tillvaxt, utveckling och celldifferentiering hos vaxter
generellt. P4 grund av dess formaga att effektivt utféra homolog rekombination, ar P. patens
en av de mest anvanda vaxtexpressionssystemen for rekombinant proteinproduktion
(Liénard & Nogué 2009). Denna unika férmaga, som inte finns hos andra vaxter, har fatt
mossan att kallas “gron jast” (Decker & Reski 2008).

P. patens anvander sig av transkription, translation och utséndring pa liknande satt som
daggdijursceller (Orellana-Escobedo et al. 2015). Precis som hogre eukaryoter utfér ocksa P.
patens posttranslationella modifieringar, sdsom glykosylering och bildandet av
disulfidbryggor. En annan férdel ar att mossan odlas i miljoer fria fran daggdjursvirus,
bakterietoxiner och andra patogener. Fér produktion av terapeutiska proteiner ar P. patens
ett lovande alternativ till daggdjursceller (Liénard & Nogué 2009).

En dominerande haploid fas gynnar proteinproduktionen

Den haploida (enkel kromosomuppsattning) och diploida (dubbel kromosomuppsattning)
fasen utgor P. patens livscykel. Under kontrollerade ljus- och temperaturférhallanden i
minerallésning tar det omkring 10—12 veckor for P. patens att genomga hela
utvecklingscykeln in vitro. Den kan hallas i sin haploida fas under en langre tid, saval i
I6sning som i fast medium (Liénard & Nogué 2009).

P. patens har manga egenskaper som gor den till ett etablerat system for produktion av
rekombinanta proteiner. Dess livscykel domineras av gametofyten, fasen da mossan ar
haploid. Den bestar da till storsta del av protonema, en filamentds vavnad dar cellerna
tradlikt vaxer fram ur sporer, som utnyttjas for proteinproduktion. Denna fas uppratthalls
genom att mossan i cellsuspension I6ses upp med jamna mellanrum (Decker et al. 2015).

4.3.5.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

P. patens kan enkelt odlas under kontrollerade forhallanden i fotofermentorer (fermentorer
med ljustillférsel) som cellsuspension (Liénard & Nogué 2009) i endast mineralmedium.
Ingen tillsats av antibiotika eller organiska kolkallor krévs (Reski et al. 2015), utan som enda
kolkalla ges luftburen koldioxid (Decker & Reski 2008). Mossan kan odlas i fermentorer
under god tillverkningssed (eng. Good Manufacturing Practice, GMP) upp till 500 liter for
produktion av farmaceutiska produkter (Orellana-Escobedo et al. 2015).

Standardtemperaturen for odling av P. patens brukar ligga runt 22 °C och ljusperioden runt

16 timmar ljus respektive 8 timmar morker, med ljusintensiteten 50—70 pmol/m?/s (Decker et
al. 2015). Ett sa kallat Knop-medium har anvants for att odla P. patens i cirka 20-25 °C (Hiss
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et al. 2014). Transfektionen av P. patens protoplaster ar ofta polyetylenglykol- (PEG-)
baserad* (Decker et al. 2015), vilket gor att vilken typ av vektor som helst kan anvandas for
transformation (Liénard & Nogué 2009).

4.3.5.2 Optimeringsmetoder

Signalpeptider kan anvandas for att utsdndra proteiner ut i odlingsmediet. Eftersom
odlingsmediet fér P. patens endast bestar av vatten och mineraler, ar det enkelt och
kostnadseffektivt att rena fram proteinet darifran. Olika promotorer kan ocksa anvandas for
att hoja nivaerna av uttryckt protein (Liénard & Nogué 2009). Bakteriepromotorer, endogena
promotorer och frévaxtpromotorer har alla utvarderats for uttryck av transgener® i P. patens.
P. patens accepterar manga komponenter for genuttryck som utvecklades och optimerades
for uttryck i &ggstocksceller fran kinesisk hamster (CHO-celler). Aven endogena
signalsekvenser anvands for att féra rekombinanta proteiner till endoplasmatiskt retikulum
(ER) och sedan utsdndra dessa i odlingsmediet (Reski et al. 2015).

Optimering for att andra glykosyleringsmonster

De flesta rekombinant framstallda biofaremaceutiska proteiner ar komplexa manskliga
glykoproteiner. Av den anledningen ar utgangslaget for uttryck av dessa proteiner ofta
daggdjursceller, framst CHO-celler*. Uttryck av komplexa glykoproteiner i vaxter kan vara ett
alternativ eftersom vaxter har enkla odlingsférhallanden, billig produktion och inte hotas att
infekteras av patogener farliga for patienten (Reski et al. 2015). P. patens glykosylerar
proteiner genom att glykoepitoper, sasom a1,3-fukos och 31,2-xylos, satts pa de proteiner
som uttrycks i mossan. Dessa epitoper hittas inte pa manskliga proteiner (Liénard & Nogué
2009).

Glykosyleringsmonstret for proteiner som uttrycks i P. patens har hos vissa cellinjer
forandrats genom heterologt uttryck av glykosyltransferasgener, eller genom att sla ut dessa
(Orellana-Escobedo et al. 2015). For att efterlikna glykosyleringsmonstret hos det manskliga
proteinet erytropoietin slogs gener som paverkar glykosylering hos P. patens ut. Detta gjorde
att P. patens-stammen saknade de enzym som adderar a1,3-fukos eller 31,2-xylos. Darfor
kunde det manskliga proteinet uttryckas rekombinant med korrekt glykosylering (Liénard &
Nogué 2009).

Efter att P. patens genom blev sekvenserat ar 2007, kunde data pavisa att kodonoptimering*

i P. patens inte var nédvandig for uttryck av manskliga gener. Detta ar ndgot som behovs i
andra expressionssystem, sasom alger (Decker & Reski 2008).
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4.3.5.3 Kommersiell tillganglighet och exempel pa uttryckta
proteiner

P. patens anvands idag kommersiellt av foretaget “Greenovation Biotech” fér utveckling av
biofarmaceutiska produkter (Moustafa et al. 2016).

Ett multiepitopprotein fran HIV-virus har framgangsrikt uttryckts i P. patens, detta framkallade
en immunrespons i mus. Proteinet kallades poly-HIV och utbytet var 3,7 pg/g i

protonema-kulturer (Orellana-Escobedo et al. 2015).

For exempel pa proteiner uttryckta i P. patens se tabell 13.

Tabell 13. Exempel pé uttryckta proteiner i P. patens med utbyte for de proteiner dér data finns tillgdngligt.

Protein Utbyte Referens

Humant Alfa-galaktosidas A Ingen data Loh et al. 2017

(Moss-aGal)

Multiepitopprotein fran HIV 3,7 ug/g Orellana-Escobedo et al. 2015
(poly-HIV)

Humant erythropoietin (EPO) 0,5 mgl/l Weise et al. 2007

4.3.6 Suspensionsbaserad vaxtcellsodling — vaxtcellerna som
kan odlas i fermentorer utan solljus

Under det senaste decenniet har vaxter blivit ett alltmer attraktivt system for produktion av
rekombinanta proteiner. Vaxter ar eukaryota organismer och har ett utvecklat system for
posttranslationella modifieringar, med exempelvis liknande glykosyleringsmdnster som
daggdijursceller, och férmagan att producera stora proteiner med flera subenheter. Detta gor
dem battre anpassade till att uttrycka heterologa proteiner fran hégre organismer, an
exempelvis prokaryota system. En annan férdel med vaxter ar att odlingarna ar mindre
kansliga mot kontaminering jamfért med till exempel daggdjursceller som kraver en steril
miljo (Santos et al. 2016).

Vaxtceller moter kraven for god tillverkningssed

Vaxter kan anvandas for proteinproduktion pa olika satt — antingen som hela vaxter eller i
suspensionsbaserad odling av enskilda vaxtprotoplaster (vaxtceller utan cellvagg). Den
suspensionsbaserade odlingen har manga férdelar, exempelvis att odlingen sker i
kontrollerade fermentorer. Detta innebar att processen direkt kan anvandas enligt god
tillverkningssed (eng. Good Manufacturing Practice, GMP), till skillnad fran transgena* vaxter
som odlas fritt i vaxthus (Fischer et al. 2012).
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Fran tobak till morotter — alla kan anvandas

Vaxtceller odlade i suspension kan komma fran alla typer av vaxter och vaxtdelar. Nagra av
de vanligaste vaxterna inom forskning och industri ar tobaksplantan (Nicotiana tabacum), ris
(Oryza sativa), morot (Daucus carota) och artvaxten tornlusern (Medicago truncatula)
(Santos et al. 2016).

4.3.6.1 Odlingsforhallanden och utrustningsbehov

Transformation sker oftast via Agrobacterium tumefaciens

For att kunna fora in nytt DNA i en vaxtcell anvands ofta jordbakterien Agrobacterium
tumefaciens vektorsystem. Denna infekterar cellerna och de nya generna integreras till
genomet. Andra mdjliga transformationsmetoder ar elektroporering* eller sa kallad
mikroprojektilbombardering (se detaljer i avsnitt 5.3.2.2) (Huang & McDonald 2012).

Vaxtcellerna odlas i fermentorer och kraver inte ljus

Vaxtcellkulturer odlas i flytande medium i fermentorer. Till skillnad fran hela vaxter, som
kraver solenergi i odlingen, anvander de enskilda vaxtprotoplasterna energi fran
kolhydratbaserade odlingsmedier. Detta innebar att cellerna inte behdver odlas i
fotofermentorer (fermentorer med ljustillférsel). Odlingsmedierna innehaller generellt sett en
kolkalla sdsom sackaros samt vitaminer, oorganiska salter och vaxthormoner. Det finns
manga olika varianter kommersiellt tillgangliga som passar olika sammanhang. Manga av
dessa baseras pa det klassiska Murashige- och Skoogmediet (MS-mediet) (Santos et al.
2016).

Utbudet av fermentorer ar i standig utveckling och manga modeller kan anvandas foér odling
av vaxtprotoplaster. Ratt val av fermentormodell ar viktig for uppskalning av
produktionsprocessen. Fermentorerna maste erbjuda optimala férhallanden for en rad olika
parametrar, daribland temperatur, syresattning, pH och férandring av cellmorfologi under
odlingen. Cellmorfologin ar en viktig parameter da cellerna ofta ar runda i bérjan och sedan
blir mer avlanga, vilket paverkar hur homogen omrérningen i fermentorn blir. Vaxtceller vaxer
och induceras i temperaturer mellan 20 och 28 °C dar pH-vardet bor vara mellan 5,0 och

5,9. Gradienter i temperatur och pH kan bildas nar cellerna andrar morfologi vilket kan
paverka produktionen av proteiner.

Ett exempel pa fermentormodell som kan anvandas ar omrérningsfermentor (eng.
stirred-tank bioreactor) som erbjuder en homogen miljo, men ar ganska dyra. Ett annat
exempel ar luftomrérningssfermentor (eng. air-lift bioreactor) som ar billigare och gér mindre
skada pa cellerna, men som ar sdmre pa att skapa en homogen miljé (Huang & McDonald
2012). “Belach Bioteknik” saljer bada dessa modeller av fermentorer, till exempel modellen
“Lars” som ar en omrdrningsfermentor.
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Vaxtceller ar snabbare an daggdjursceller, men langsammare an prokaryoter
Odlingstiden for vaxtceller ar generellt sett snabbare an for daggdjursceller och hela vaxter,
men langsammare an for prokaryoter. En av de vanligaste cellinjerna av tobaksplantan N.
tabacum heter Bright Yellow 2 (BY-2) och den har en generationstid pa 16—24 timmar och
en kultur kan vaxa sig 100 ganger storre pa 7 dagar. Risceller har en generationstid pa
36—40 timmar (Santos et al. 2016). En mer tidskravande process ar dock framstallningen av
cellkulturerna och att undersoka vilken kultur som ar mest aktiv. | en studie om rekombinant
produktion av ett protein i risceller beskrivs processen, dar den totala tiden att ga fran
vanliga risfron till en transformerad cellkultur med effektivt uttryck tar 7 veckor. Nar en bra
riscellkultur identifierats kan den anvandas for produktion (Nam et al. 2017).

4.3.6.2 Optimering — framtiden kraver hogre utbyten

Jamfort med prokaryota system, som exempelvis E. coli, ar vaxtceller relativt nya
expressionssystem. Pa grund av detta har inte lika stora framsteg gjorts i
optimeringsprocesser for att maximera systemens utbyte. Optimeringsarbete sker bland
annat i utvecklingen av vektorsystem, fermentordesign, induktionsmetoder, sammansattning
av odlingsmedia, kodonoptimering* samt motverkning av att malproteinet degraderas i
cellerna eller mediet (Santos et al. 2016).

Mycket arbete har lagts pa optimering av glykosyleringsmonster
Glykosyleringsmdnstret i vaxter och daggdjursceller ar identiska i bérjan av
veckningsprocessen, men nar proteinet transporteras till golgiapparaten uppkommer sma
skillnader i sockerstrukturerna. Befarandet att dessa skulle vara skadliga i lakemedel for
manniskor gjorde att utvecklingen av mer humanlika glykosyleringsmonster tog fart. Dock
har brist pa bevis for skadlighet lett till minskat arbete inom detta omrade. Ett
glykosyleringsmdnster som inte ar anpassat for vardcellen kan daremot ge ett Iagre utbyte.
Om vaxtspecifika glykosyleringsmonster saldedes vill undvikas, kan produktionen av
rekombinanta proteiner riktas till endoplasmatiskt retikulum (ER) i cellen. Detta gor att
proteinet bibehaller den generiska glykosyleringen som ar identisk fér daggdjurs- och
vaxtproteiner (Santos et al. 2016).

4.3.6.3 Vektorsystem

Transformation via Agrobacterium kraver tva vektorer

Eftersom transformationen av vaxtceller oftast sker via infektion av A. tumefaciens ar
vektorsystemen som anvands baserade pa den virulenta plasmiden fran denna bakterie. For
att fa en effektiv gendverforing har ett binart vektorsystem utvecklats. Det innebar att tva
olika plasmider anvands for 6verféring. Den ena plasmiden innehaller genen, eller generna,
som ska integreras i genomet och kallas fér den binéra vektorn. Den andra plasmiden,
hjalparvektorn (eng. helper plasmid) eller Ti-plasmiden, innehaller virulensgenerna som
mojliggdr gendverféring och integrering till vaxtgenomet. Den bindra vektorn kan konstrueras
i andra enklare system sasom E. coli och sedan transformeras in i en A. fumefaciens-stam
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tillsammans med en lamplig hjalparvektor. Exempel pa binara vektorer och hjalpartvektorer
listas nedan (Huang & McDonald 2009).

- pGreen — selektionsmarkérerna ar resistens mot anitbiotika kanamycin och
hygromycin, sulfonylurea och fosfinotricin. Maste anvandas tillsammans med
hjalparvektorn pSoup for uttryck.

- pPZP200 — selektionsmarkérerna ar resistens mot kanamycin och gentamicin.

- pCambia — selektionsmarkdrerna ar resistens mot kanamycin, hygromycin och Bar.

Till skillnad fran den binara vektorn, som designas for att innehalla den intressanta genen,
har hjalparvektorn ingen unik funktion for varje nytt experiment. Detta beror pa att dess
funktion ar att hjalpa till att integrera generna fran den binara vektorn in i genomet. Av denna
anledning ar olika stammar av Agrobacterium transformerade med olika hjalparvektorer och
stam valjs saledes utifran vilken hjalparvektor som onskas. | tabell 14 listas nagra exempel
(Lee & Gelvin 2008).

Tabell 14: Vanligt férekommande stammar av A. tumefaciens och tillhérande hjélparvektor. Samtliga
selektionsmarkérer dr baserade pa resistens mot olika antibiotika.

Stam Hjalparvektor / Selektionsmarkor Referens
Ti-plasmid

AGL-1 pTiBo542 Rifampicin, karbenicillin Lazo et al. 1991

EHA105 pTiBo542 Rifampicin Hood et al. 1993

C58-Z2707 pTiC58 Kananamycin Hepburn et al. 1985

NT1(pKPSF2) pTiChry5 Erytromycin 2P(r;z(l)ez)nichelvam et al.

Promotorer och signalpeptider

Nagra vanliga promotorer for uttryck i vaxtceller ar CaMV35S, som ar en stark konstitutiv
promotor, och alcA, som ar inducerbar med etanol (Habibi et al. 2017). En vanligt
forekommande promotor for risceller ar Ramy3D som aktiverar genuttryck nar glukos inte
finns tillgangligt i miljén (Toyofuku Kyoko et al. 1998). Samuttryck av signalpeptider, som
mojliggor utsdndring av proteinet ut i odlingmediet, kan anvandas tillsammans med
promotorn. | en studie jamfordes effektiviteten och erhallet utbyte for tre olika signalpeptider,
dar 33KDsp visade sig vara bast for utsdéndring av rekombinanta proteiner (Huang et al.
2015). En version av samma promotor, aamy8, har bland annat anvants for att uttrycka
allergenet Der p 2 (Su et al. 2012).

4.3.6.4 Exempel pa uttryckta proteiner och utbyte

Den stora nackdelen med vaxtcellbaserad produktion ar att utbytet av rekombinanta
proteiner annu inte nar upp till de hdga nivaer som kan fas av vissa prokaryoter eller
daggdjursceller (Santos et al. 2016). | tabell 15 sammanstalls ett antal olika proteiner som
har uttryckts rekombinant i vaxtceller och hut stort utbytet blev.
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Tabell 15: Exempel pa uttryckta proteiner och utbyten i celler frén tobaksplanta respektive risceller.

(HGH)

Organism Protein Utbyte Referens

N. tabacum (BY-2) Hepatit B-antikropp 15 mg/l Sunil Kumar et al. 2007
(a-HBsAg)

N. tabacum (BY-2) 2G12 monoklonal a-HIV, | 12 mg/l Holland et al. 2010
antikropp

N. tabacum (BY-2) Humant tillvéxthormon 35 mgl/l Xu et al. 2010
(HGH)

O. sativa Humant a1-antitrypsin 100—247 mgl/| McDonald et al. 2005

O. sativa hCTLAA4Ig, 31,4 mg/l Lee et al. 2007
immunosupressor

O. sativa Der p 2-FIP-fve, allergen | 10,5 % TSP* Su et al. 2012
fuserat med
immunmodulator

O. sativa Humant tillvéaxthormon 120 mg/l Kim et al. 2008a

4.3.6.5 Kommersiell tillganglighet och kostnad

Det forsta lakemedlet som producerades rekombinant i vaxter ar Elelyso, aven kallat
taligluceras alfa, och producerades av “Protalix Biotherapeutics” i suspensionsodlade
morotsceller (Santos et al. 2016). Lakemedlet godkandes av amerikanska livs- och

lakemedelsverket (eng. Food and Drug Administration, FDA) ar 2012 fér anvandning i vuxna
patienter. Morotscellerna ar lanserade som ProCellEx™ och odlas i engangsfermentorer
bestaende av polyetylenpasar (Protalix, ProCellEx Platform). Elelyso ar i dagslaget det enda
lakemedel pa marknaden som har producerats i vaxtcellskulturer, men manga nya

lakemedel ingar just nu i kliniska tester for att kunna godkannas (Santos et al. 2016).

Celler fran tobaksplantan for suspensionsbaserad odling finns listad i Thermo Fisher
Scientifics databas for tillgangliga cellinjer (Thermo Fisher Scientific, Cell lines).

Den 6vergripande kostnaden for vaxtcellsbaserad proteinproduktion uppgavs ar 2016 vara

omkring 50—1000 amerikanska dollar per gram protein. Detta kan jamféras med odling av

hela vaxter som ar billigare (20—100 dollar/g) och daggdjursceller som ar dyrast (1000-10

000 dollar/g) (Santos et al. 2016).
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5. Diskussion

| denna rapport har tolv expressionssystem for rekombinant proteinproduktion presenterats.
Dessa expressionssystem ar alternativ till E. coli och P. pastoris for Thermo Fishers
produktion av allergena proteiner. Sex av systemen ar prokaryota och sex stycken ar
eukaryota. Alla system har sina for- och nackdelar och nedan stélls de mot varandra.

5.1 Prokaryoter vs. eukaryoter

Det finns manga skillnader mellan prokaryoter och eukaryoter som expressionsystem. En
gemensam faktor for alla system som presenterats har ar dock att de kan odlas i flytande
media i fermentorer, vilket mgjliggdr odling i Thermo Fishers lokaler. En stor fordel med
prokaryoter ar att de har en enklare och kortare odlingsprocess. Skillnaderna i odlingstid ar
dock mindre mellan encelliga eukaryoter, sdsom H. polymorpha (van Zutphen et al. 2010),
och prokaryoter (Maike et al. 2015) an for vaxtbaserade expressionssystem (Santos et al.
2016). Framforallt ar det forarbetet, att skapa ett stabilt och effektivt uttryck i eukaryoter, som
ar tidskravande (Nam et al. 2017).

De verkligt hdga utbytena har framst identifierats i prokaryota system, sdsom C. glutamicum
(An et al. 2013, Yim et al. 2014) och P. fluorescens (Jin et al. 2011, Retallack et al. 2012).
Det kan dock delvis bero pa att proteinerna som uttryckts var lattuttryckta, samtidigt som de
proteiner som testas i eukaryota system ofta ar proteiner som har varit svara att uttrycka i
prokaryoter. Jamforelserna i utbyte mellan organismgrupperna ar darfér svara att gora
rattvisa. En annan faktor till hégre utbyten i prokaryoter kan vara att dessa system har
funnits langre an exempelvis vaxtsystem och darfor har kommit langre i optimering for
maximalt utbyte.

En av de stora flaskhalsarna vid uttryck av komplexa proteiner ar vardcellens férmaga att
utfora posttranslationella modifieringar. Har ar eukaryota organismer fordelaktiga da de har
mer utvecklade maskinerier for proteinveckning och addition av molekyler sasom kolhydrater
och lipider. Eftersom manga allergener harstammar fran eukaryota organismer, kan
eukaryota expressionssystem resoneras vara battre [ampade for detta. Prokaryoter saknar
dock inte helt formagan att utféra posttranslationella modifieringar och alla allergener ar inte
beroende av dessa, vilket gor att prokaryota system inte ska uteslutas.
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5.2 De prokaryota systemen

Fordelar med de grampositiva bakterierna — utsondring och inga endotoxiner
Utav de prokaryota expressionssystemen som har utvarderats i denna rapport ar tre stycken
grampositiva och tre stycken gramnegativa bakterier. Det finns en del stérre skillnader
mellan dessa. Bland annat har de grampositiva bakterierna enbart en cellvagg, vilket
underlattar utséndring av proteiner direkt ut till odlingsmediet (von Heijne 1990). Detta kan
jamféras med gramnegativa bakterier som har tva cellmembran och dar proteinerna oftast
fastnar i periplasman vid utséndring (Song et al. 2017). Att de grampositiva bakterierna
lattare utsdndrar proteiner ar till férdel eftersom det underlattar reningen och kan ge hégre
utbyten. Dessutom producerar de grampositiva bakterierna inte nagra endotoxiner (Liu et al.
2016, Song et al. 2017) vilket de gramnegativa bakterierna gor i form av exempelvis
lipopolysackarider som ar en del av deras yttermembran (Taheri et al. 2016). Detta aterfinns
alltsa inte hos de grampositiva bakterierna som helt saknar yttermembran. Utifran dessa
synpunkter kanske en grampositiv bakterie ar att foredra framfér en gramnegativ for
rekombinant proteinframstalining.

Inklusionskroppar — ett av de stora problemen

Nar det kommer till problemet med inklusionskroppar kan det inte dras nagon slutsats om
huruvida dessa forekommer mer sallan i de grampositiva an i de gramnegativa bakterierna.
Dock tas problemet upp fér den gramnegativa bakterien P. fluorescens (Huang et al. 2007),
men inte lika mycket for de 6vriga. Exempelvis har bade L. lactis och R. eutropha, som ar en
grampositiv respektive gramnegativ bakterie, uttryckt I6sliga och aktiva proteiner som
tidigare har bildat inklusionskroppar i E. coli (Barnard et al. 2004, Frelet-Barrand et al. 2010).
Daremot kan P. fluorescens aterldsa inklusionskroppar pa ett effektivt satt (Huang et al.
2007). Det innebar dock ett ytterligare steg i processen och bidrar till en bade tidsméassig och
ekonomisk aspekt.

Med P. haloplanktis, en gramnegativ bakterie, som expressionssystem har inga
inklusionskroppar upptackts vid uttryck av rekombinanta proteiner (Sannino et al. 2017).
Denna bakterie ar psykrotrof vilket innebar att den ar kéldtolerant och kan vaxa i valdigt laga
temperaturer i jamforelse med andra bakterier (Parrilli & Tutino 2017). Med tanke pa detta
kan franvaron av inklusionskroppar bero pa den sankta temperaturen som destabiliserar de
interaktioner som férekommer i dem (Sannino et al. 2017). Att bakterien inte bildar
inklusionskroppar lika mycket som en annan bakterie behéver alltsa inte bero pa att
bakterien ar gramnegativ. Det verkar med andra ord inte finnas nagot samband mellan
bildandet av inklusionskroppar hos grampositiva eller gramnegativa bakterier.

Vilka sorters proteiner uttrycker de olika expressionssystemen?

| och med att olika proteiner ar olika svara att uttrycka kan det vara viktigt att se vilka slags
proteiner de olika expressionssystem har uttryckt. Vi vet inte exakt vilka proteiner Thermo
Fisher har problem med att uttrycka, eller vilka egenskaper dessa proteiner har. Darfér ar det
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svart for oss att avgora vilka specifika exempel pa proteiner som pavisar att ett
expressionssystem ar bra for just Thermo Fishers verksamhet.

L. lactis har med framgang anvants for att uttrycka ett jordnoétsallergen, Ara h 2 (Glenting et
al. 2007), och ett kvalsterallergen, Der p 2 (Zhang & Ai 2016). Férutom dessa allergener har
L. lactis uttryckt flera vaxtproteiner (Ferro et al. 2018), vilket kan vara till férdel eftersom
manga allergena proteiner harstammar fran vaxter. L. lactis ar ocksa ett bra alternativ for
uttryck av membranproteiner da flera eukaryota membranproteiner har uttryckts i denna
bakterie i aktiv form (Ferro et al. 2018).

Uttrycker expressionssystemen tillrackligt stora mangder protein?

For att kunna anvanda organismer som expressionssystem bér de kunna uttrycka tillrackligt
stora mangder av proteinet av intresse. Det ar svart att avgéra om det ar nagon bakterie
som ger battre utbyte an nagon annan i och med att de uttrycker olika proteiner. Om en
bakterie ger ett valdigt hdgt utbyte kan det bero pa att bakterien ar ett valdigt bra alternativ
att anvanda som expressionssystem. Det kan ocksa bero pa att proteinet ar valdigt enkelt att
uttrycka och att valdigt manga bakterier, exempelvis E. coli, skulle kunna uttrycka proteinet
med samma, eller kanske till och med hogre, utbyte. Utifran var utvardering kan dock ses att
C. glutamicum (An et al. 2013, Yim et al. 2014) och P. fluorescens (Jin et al. 2011, Retallack
et al. 2012) generellt ger héga utbyten medan L. /actis oftast ger laga utbyten (Singh et al.
2018). P. haloplanktis ger valdigt varierande utbyten, fran hogt till Iagt (Cusano et al. 2006,
Rippa et al. 2012, Sannino et al. 2017). Det finns nagra specifika exempel dar en del
bakterier har uttryckt proteiner med ett hdgre utbyte an vad E. coli har gjort (Barnard et al.
2004, Huang et al. 2007, Cano-Garrido et al. 2014).

Hur etablerade ar de olika systemen?

En annan aspekt som ar viktig att ta hansyn till ar hur etablerade systemen &r och hur
manga verktyg som finns tillgangliga for uttryck av proteiner. En del av de utvarderade
systemen ar mycket etablerade och har exempelvis manga vektorsystem som kan anvandas
vid uttryck av olika proteiner, medan det inte alls finns lika manga alternativ for andra.
Exempelvis ar C. glutamicum en mycket etablerad bakterie som har anvants i éver 50 ar
(Maike et al. 2015). For denna bakterie ar odlingsegenskaper, genetik och biologiska
processer val studerade (Liu et al. 2016), vilket kan vara till stor hjalp da manga olika sorters
proteiner dnskas uttryckas.

Aven L. lactis ar etablerad och har funnits pa marknaden inom fermentering av
mejeriprodukter en langre tid, men har pa senare tid ocksa etablerats inom biotekniken
(Song et al. 2017). For denna bakterie finns det ett val anvant och relativt studerat
vektorsystem, dar olika optimeringsstudier har utférts (Cano-Garrido et al. 2014). Daremot ar
inte P. haloplanktis lika etablerad och valstuderad som nagon av de andra bakterierna
(Parrilli & Tutino 2017), vilket bade kan vara till for- och nackdel. Expressionssystemet
kanske kan vara l6sningen till uttryck av komplexa proteiner, men det kanske ocksa kan vara
svart nyttja det till sin fulla potential idag. P. haloplanktis genom ar daremot studerat, vilket
underlattar vid fortsatta studier och optimeringsarbeten kring denna bakterie som
expressionssystem.
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5.3 Eukaryota expressionssystem — bra pa veckning
men arbetar langsamt

De eukaryota expressionssystemen uppvisar en stor bredd i egenskaper, men har ocksa
manga likheter. Den stdrsta gemensamma fordelen med dessa jamfort med prokaryota
system ar deras formaga att utféra posttranslationella modifieringar. Den storsta
gemensamma nackdelen ar att det ar svarare och tar langre tid att fa fram transgena celler,
dels pa grund av att generna dnskas inkorporeras kromosomalt och for att de vaxer
langsammare jamfért med prokaryoter (Legastelois et al. 2016).

Mikroalger, mossa och vaxtceller — nara slaktingar med skilda egenskaper

Till skillnad fran daggdjursceller ar vaxtbaserade system okansliga mot kontaminering av
virus som finns pa manniskor (Santos et al. 2016), vilket gér dem battre anpassade for
produktionslokaler som inte ar sterila. Trots det tillkommer vissa problem anda vid odlingen.

Mikroalgen C. reinhardtii och mossan P. patens kraver bada tva tillgang till ljus for
proteinproduktion (Liénard & Nogué 2009, Dyo & Purton 2018), vilket skulle innebara att
Thermo Fisher behdver utdka sin befintliga utrustning till fotofermentorer. C. reinhardtii ar
egentligen mixotrof och skulle alltsa darfér kunna odlas utan ljus i naringsmedium. Dock
regleras alla promotorer som anvands idag av ljus och hégst utbyte fas om produktionen
riktas till kloroplasten istallet for cellkarnan (Carrera Pacheco et al. 2018), vilket gor det
oundvikligt att anvanda den utan ljusenergi i dagslaget. Att proteinuttrycket bér riktas till
kloroplasten ar unikt for C. reinhardltii, eftersom denna organism har stérre kloroplast an
andra vaxter (Rosales-Mendoza et al. 2012). Kloroplastbaserad produktion innebar vissa
nackdelar, daribland att det ar svart att fa en effektiv genéverféring och att glykosylering inte
ar mojlig (Rosales-Mendoza et al. 2012, Shamriz & Ofoghi 2016).

Dessa problem finns inte i mossan P. patens dar transgener kan inkorporeras i cellkarnan
(Lienard & Nogué 2009). De har daggdijurslika glykosyleringsmdnster och optimering har
utforts for att kunna uttrycka proteiner med humant glykosyleringsmoénster (Liénard & Nogué
2009, Reski et al. 2015). Utifran dessa resonemang verkar P. patens vara ett mer attraktivt
system an C. reinhardtii, men C. reinhardtii har anvants for att uttrycka ett stort antal
allergena proteiner med ratt veckning. Det ska dock tillaggas att bada dessa system ger
mycket laga utbyten i dagslaget, men vidare optimeringsarbete kan komma att paverka detta
i framtiden.

Enskilda vaxtceller som expressionssystem kan jamféras med tidigare ndmnda mikroalg och
mossa. En stor fordel med véaxtcellerna ar att de kan odlas i naringsmedium och inte kraver
ljusenergi (Santos et al. 2016), vilket gér dem direkt applicerbara till Thermo Fishers redan
befintliga fermenteringsutrustning. Aven vaxtcellerna &r motstandskraftiga mot
kontaminationer i labbmiljéer (Santos et al. 2016). Vaxtceller har visats ge hdgre
proteinutbyten an P. patens och C. reinhardtii (McDonald et al. 2005), samtidigt som de har
formaga att utsondra proteiner (Huang et al. 2015) och géra posttranslationella
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modifieringar. Den dvergripande proteinproduktionen i vaxtceller sades ar 2016 vara billigare
an for hela vaxter och for daggdjursceller (Santos et al. 2016).

Vaxtsystem kan vara battre for Thermo Fisher an H. polymorpha och L.
tarentolae

Vid jamférelse av vaxter med andra eukaryoter, H. polymorpha och L. tarentolae ar den
stora nackdelen med véaxterna att de odlas mycket langsammare (van Zutphen et al. 2010,
Santos et al. 2016, Taheri et al. 2016) och att proteinutbytet ar lagre (Lee et al. 2007, Bredell
et al. 2016). Dessa nackdelar kan emellertid vagas upp med vaxternas direkta koppling till
Thermo Fishers arbete, det vill sdga att kunna producera allergener med ratt veckning. En
stor del av alla allergener harstammar fran vaxter, vilket skulle tala for att anvanda ett
vaxtbaserat system for uttryck av just vaxtallergener. Detta pa grund av att det ar mer
sannolikt att fa ett korrekt veckat heterologt protein i en vardcell som ar nara beslaktad med
organismen som proteinet harstammar fran.

5.4 Eukaryoter med prokaryota egenskaper?

Tva av de undersokta systemen tycks intressant nog placeras lite mittemellan pro- och
eukaryota system i avseende pa egenskaper. Dessa tva ar den grampositiva bakterien S.
lividans och den encelliga eukaryoten L. tarentolae.

L. tarentolae saknar eukaryota organeller

Eukaryota organismer innehaller normalt sett manga organeller som saknas i prokaryoter.
Ett exempel ar golgiapparaten i eukaryoter, som ar viktig for utséndring av proteiner och de
sista stegen i glykosyleringen av dessa. L. tarentolae saknar, likt prokaryoter, denna organell
vilket har varit problematiskt for att uttrycka exempelvis membranproteiner och
glykoproteiner (Carneiro 2016). Detta kan dock tillhéra det forflutna eftersom
optimeringsarbete havdas mdjliggora uttryck av alla slags membranproteiner i L. tarentolae.
Stammen LEXSY har arbetats fram for att kunna glykosylera och producera
membranproteiner (Gonzalez-Lobato et al. 2016). En annan egenskap som gor L. tarentolae
mer lik prokaryoter, forutom avsaknad av vissa organeller, ar den kortare dubbleringstiden
pa 5-6 timmar (Taheri et al. 2016). Denna tid kan jamféras med véxter, vars dubblering
generellt tar uppemot en dag (Santos et al. 2016). En kort dubbleringstid hittas dven hos
jastsvampen H. polymorpha, som kan dubbleras pa 1-4,5 timmar (van Zutphen et al. 2010).

Aspergillus — ett battre alternativ an S. lividans?

S. lividans ar prokaryot men visar stora morfologiska likheter med det eukaryota
svampslaktet Aspergillus. Den stora likheten ar att de bada bildar filament. Detta forsvarar
odlingsférhallandena i fermentorer da de tenderar att klumpas ihop, vilket kan leda till
férsamrat syre- och naringsupptag och darmed en ineffektiv produktion (Sevillano et al.
2016). En annan likhet ar att de har naturliga utséndringssystem (Su et al. 2012, Gabarro et
al. 2017). Det ar dokumenterat att Aspergillus har en ineffektiv utséndring av heterologa
proteiner jamfért med endogena proteiner (Su et al. 2012), medan nagot sadant pastaende
inte har hittats for S. lividans. Vid jamférelse av studier for heterologt uttryck i respektive
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system ar daremot skillnaderna i utbyte inte stora — bada systemen tenderar att producera
mellan 50—-100 mg/l protein (Punt et al. 2002, Noda et al. 2015). De tva systemen kan alltsa
anses vara ganska lika i odlingsférhallanden och utbyte, men tva stora skillnader finns. Den
ena ar att S. lividans har mycket lagre proteasaktivitet an Aspergillus (Kitamoto et al. 2015,
Gabarré et al. 2017), vilket skulle tala for att S. lividans ar ett battre system. Den andra stora
skillnaden, som mojligtvis ar av storre vikt, ar Aspergillus formaga att utféra eukaryota
posttranslationella modifieringar (Wiebe et al. 2001).

Hur ser framtiden for vara expressionssystem ut?

Det ar svart att sdga hur framtiden kommer se ut och vilka expressionssystem som kommer
att anvandas och inte. Idag ar generellt de prokaryota systemen de mest studerade och
anvanda. Detta innebar att de kommer narmare taket fér hur bra de kan bli, medan de nyare
systemen sasom suspensionsbaserade vaxtceller och andra eukaryoter inte ar lika
optimerade. Dessa kan dock utvecklas och optimeras vidare.

Daremot finns det bakterier som inte har undersdkts som expressionssystem, eller som inte
har studerats sarskilt mycket. Ett exempel pa detta ar P. haloplanktis som anses vara
lovande fér rekombinant proteinproduktion, men som inte ar sarskilt etablerad idag. Genom
fortsatta studier kring denna bakterie kanske manga idag svaruttryckta proteiner kan
uttryckas i framtiden.

| dagslaget ar daggdjursceller sd&som CHO-celler storst inom produktion av lakemedel, men
vaxtcellkulturer ar pa framfart. Lakemedlet Elelyso® finns redan pa marknaden och flera
andra produkter genomgar kliniska tester for att kunna séljas inom en snar framtid. Andra
menar emellertid att framtiden kommer domineras av sa kallade cellfria system for uttryck av
komplexa proteiner. Detta betyder att maskineriet fér proteinsyntes och veckning isoleras
och proteiner far syntetiseras in vitro. Pa sa vis elimineras faktorer som ineffektiviserar
utbytet i ett expressionssystem, sdsom degradering via proteaser eller ineffektiv utséndring
(Carlson et al. 2012).

5.5 Slutsats — inget system ar perfekt

Som tidigare namnt ar olika proteiner olika svara att uttrycka. En del expressionssystem kan
vara anpassade for att uttrycka ett visst protein medan andra system kan vara anpassade
for att uttrycka ett annat. En organism kan uttrycka ett protein som ar I6sligt och aktivt,
medan det bildas inklusionskroppar i en annan organism och vice versa. Detsamma galler
utbyte dar en del expressionssystem kan uttrycka ett protein med tillrackligt hogt utbyte,
medan det uttrycker andra proteiner med laga utbyten. Slutsatsen kan dras att inget system
ar perfekt. Det finns inget som kan uttrycka alla proteiner med ratt modifieringar och med ett
tillrackligt hogt utbyte, men med den presenterade verktygsladan innehallandes
expressionssystem som kompletterar varandra, kan alla svaruttryckta proteiner istallet bli
|attuttryckta.
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6. Etisk analys

6.1 Proteinframstallning och dess utveckling

Nar ordet protein for forsta gangen myntades i text, ar 1838 (Vickery 1950), trodde man att
det endast var nagot som producerades av vaxter och tog sig in i djurlivet forst nar djuren at
av vaxterna. Arbetet gick framat och ar 1926 kristalliserades for forsta gangen ett enzym.
Enzymet var ureas och hade isolerades fran en béna. Samtidigt visades det att enzymer var
proteiner vilket kom att resultera i ett nobelpris ar 1946 (Simoni et al. 2002,
Balasubramanian & Ponnuraj 2010). Ar 1953 sekvenserades sedan det forsta proteinet,
namligen insulin (Stretton 2002). Utvecklingen har gatt framat och i skrivandets stund finns
det 557 275 olika proteiner inférda i databasen Swiss-prot hos Uniprot (www.uniprot.org).
Idag har proteiner kommit att bli aktuellt for allehanda tilldmpningar dar de anvands i
teuraputiska syften saval som i matproduktion och vid berikning av dessa.

Det finns idag tva huvudsakliga metoder for att ta fram eller isolera proteiner av intresse.
Den forsta metoden ar att extrahera proteinet direkt fran en ravara eller naturprodukt genom
olika reningsprocesser. Den andra metoden ar att lata celler, ofta mikroorganismer,
rekombinant producera de proteiner vi ar intresserade av. Detta har blivit en alltmer
etablerad metod sedan olika former av DNA- och odlingstekniker tagits fram (Khan et al.
2016).

Ar 1997 tillat amerikanska livs- och lakemedelsverket (eng. Food and Drug Administration,
FDA) fler lakemedel baserade pa rekombinant teknik &n nagonsin tidigare, vilket har lett till
att manga lakemedel idag kommer fran just rekombinant proteinframstalining. Detta har i sin
tur banat vagen foér formagan att behandla olika sjukdomstillstand i stor utstrackning (Khan
et al. 2016).

Utan dessa tekniker och utan mojligheten att uttrycka proteiner for framstalining av vacciner,
mediciner eller diagnostiska verktyg hade vi sannolikt haft en betydligt samre livskvalitet
idag. Dessutom erbjuder rekombinant proteinframstalining inte bara en billigare och mindre
tidskravande process, utan ocksa en sakrare och jamnare slutprodukt (Khan et al. 2016).
Detta da tillgangen till protein fran naturlig kalla, i motsats till rekombinant
proteinframstallning, oftast ar sdsongsberoende samt kan variera kraftigt i bade kvantitet och
kvalitet (Yada et al. 2013).
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6.2 Traditionella metoder for proteinframstallning
vacker miljoetiska fragor

6.2.1 Rekombinant proteinframstallning kan minska
matsvinnet — ett konsekvensetiskt perspektiv

Produktion eller extraktion av 6nskade proteiner sker ibland pa bekostnad av ravaror som
annars skulle kunnat anvandas till matkonsumtion. Ett klassiskt exempel pa detta ar
framstalining av insulin i medicinskt syfte, som tidigare utvanns fran grisar. Detta kan
jamféras med dagens rekombinanta framstallning i mikroorganismer, sasom E. coli, dar
ingen potentiell féda gar till spillo (Nationalencyklopedin, insulin).

Samma sak galler fér Thermo Fishers framtagning av allergena proteiner, som traditionellt
sett sker genom att mala ned exempelvis atklara djur och vaxter till extrakt. Har kravs
konsekvensetiska avvagningar mellan nyttan med extraktframstallningen och den férlorade
matresursen. Med denna problematik som bakgrund kan det havdas att rekombinant
proteinframstallning i mikroorganismer ar ett battre alternativ, bade med avseende pa
specifik isolering av énskat protein och minimering av férlorade matresurser. Detta aven om
vissa fodoamnen som skulle kunnat anvandas av oss manniskor ingar i odlingsmedia till
mikroorganismer. Detta kan anses férsumbart i jamforelse.

6.2.2 Mikroorganismers och djurs egenvarde — ett
pliktetiskt perspektiv

Nar man tanker pa pliktetik och organismers egenvarde vacks istallet fragan om vilken
organism som lider mest? Ar det de djur som anvands for att ta fram extrakt, eller de
organismer som anvands vid rekombinant expression? Mikroorganismerna, i det har fallet
bakterier och jast, ar fler till antalet men har samtidigt inget nervsystem som kravs for att
exempelvis uppleva smarta. Aterigen kan exemplet med insulinproduktion anvandas, dar
manga grisars lidande stélls i proportion till manga fler bakteriers eventuella lidande.

Samma jamférelse galler givetvis for framtagandet av allergena proteiner till allergitester. Dar
kan exempelvis lidandet hos nermalda djur jamféras med eventuellt lidande hos de
mikroorganismer som uttrycker samma allergena protein. Nar det kommer till att gora extrakt
av djur anvands dock ofta produkter som annars anda skulle sdljas som mat, vilket skulle
kunna anses mindre problematiskt pliktetiskt men som fortfarande blir en fraga rérande
matresurser. Ett exempel pa extraktion fran naturprodukt &r en av de vanligast
forekommande allergenen i fisk, parvalbumin (Rosmilah et al. 2013), som extraheras fran
muskelvavnad (Jiaju et al. 2017). Det skulle kunna havdas att all anvandning av djur anses
oacceptabelt ur ett pliktetiskt perspektiv. Gér man det s& bor man aven lyfta fragan om
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djurforsok. Om djurférsék och anvandandet av extrakt fran djur skulle vara fel, vare sig
extraktet tas fran mattillgangar eller inte, skulle det innebara att dagens
sjukdomsbehandlingar inte alls hade varit tillgangliga i samma utstrackning. En del pliktetiker
skulle kanske havda att anvandningen av djur inte alls ar ett problem. Detta eftersom djuren i
sadana fall inte anses ha nagra rattigheter, eller ivartfatfall inte samma rattigheter som oss
manniskor.

Som tidigare namnts kan dessa eventuella problem oftast undvikas med rekombinant
proteinframstallning. Ett stallningstagande som dock kan tyckas mer komplicerat ar da
rekombinant framstallning sker i hégre eukaryoter, och da inte minst daggdjursceller.

6.3 Rekombinant proteinframstallning i
daggdjursceller — en fraga om egenvarden

Vid rekombinant proteinframstallning av eukaryota proteiner efterstravas en korrekt veckning
och posttranslationella modifieringar, som ofta inte kan astadkommas av prokaryota
vardcellers maskineri. Av denna anledning anvands ibland daggdjursceller, som ofta battre
kan uppna onskad kvalitet pa de uttryckta proteinerna. Detta innebar att celler fran daggdjur
pa ett eller annat satt extraheras, modifieras och odlas. Har vacks aterigen den pliktetiska
fragan om djurens egenvarde och den konsekvensetiska fragan om nytta och onytta. Ar det
okej att en del daggdjur gar at for att kunna uttrycka proteiner rekombinant som pa sikt kan
anvandas for diagnostik eller behandling som i sin tur kan radda manniskoliv? | detta
specifika fall kanske nyttan vager tyngst, men om syftet med de uttryckta malproteinerna ar
andra industriella applikationer kanske djurens lidande ar viktigare att ta hansyn till? Manga
konsekvensetiker skulle nog havda det, givetvis beroende pa hur nyttiga dessa industriella
applikationerna ar.

Samtidigt innebar utveckling av daggdjursexpressionssystem inte nédvandigtvis
massavrattning av daggdjur eftersom nya celler inte behéver extraheras nar en odlingsbar
cellinje vél etablerats. Ar detta en férmildrande omstandighet? Det kan helt klart tyckas
formildrande rent konsekvensetiskt att det inte ar sarskilt manga djur som kommer till skada.
Ur ett pliktetiskt perspektiv kan det dock tyckas oacceptabelt att nagot djur kommer till skada
Overhuvudtaget, samtidigt som en del kan havda att djur inte har nagra rattigheter och
darmed inte ser nagot problem.

Manga kan nog enas om att prokaryota expressionssystem kanns mer etiskt korrekt an
uttryck i daggdjursceller. Detta eftersom bakterier, trots deras livsviktiga instrumentella varde
i exempelvis alla hégre eukaryota organismers immunsystem, ofta inte anses ha samma
egenvarde och rattigheter som ett daggdjur (Cockell 2005). Faktum ar ju att vi manniskor
kallblodigt dédar mangder av bakterier varje gang vi stadar eller anvander handsprit. Det
finns nog ingen som vill havda att mikroberna inte har en betydande roll fér allt annat liv har
pa jorden (Cockell 2011). Fragan handlar i det har fallet inte om att ta dod pa
mikrobsamhallen i naturen, utan istallet att vid proteinframstallning odla populationer foér
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industriella tillampningar som ar till gagn for oss manniskor. | detta avseende kan det inte
anses att daggdjur och mikrober har ett lika stort varde. Daremot kan aven anvandandet av
mikroorganismer innebara dilemman, exempelvis vad géaller sékerhet. Detta da det galler
handhavandet eller skapandet av sjukdomsframkallande mikroorganismer. Dessutom finns
risker for att en modifierad organism skulle konkurrera ut en naturlig population, vilket skulle
kunna skada ekosystemet.

6.4 Riktlinjer kring sakerhet vid anvandningen av
patogena vardceller ar livsviktig

Extra forsiktighetsatgarder kravs vid hanteringen av vardceller som kan vara
sjukdomsorsakande for oss manniskor eller skadliga for naturliga ekosystem. Av denna
anledning klassificerar man organismer utifran deras virulens och patogenitet, varpa endast
en certifierad anlaggning som klarar detta har lov att anvandas vid proteinframstallning.
GRAS* ar en sakerhetsklassificering av organismer, utfardat av amerikanska FDA, som
innebar att de ar sakra att anvanda i ldkemedels- och livsmedelsproduktion (Lubertozzi &
Keasling 2009). En annan sakerhetsklassificering ar “biologisk skyddsniva”, som pa en skala
1 till 4 talar om vilka skyddsatgarder som kravs vid hantering av organismen (Janosko et al.
2016). Ytterligare en klassificering, utfardat av amerikanska Centers for Disease Control
(CDC), delar upp potentiella biologiska vapen i olika bioterror-kategorier samt tar upp risker
och prioriteringar vid forskning av dessa (Janosko et al. 2016).

Med andra ord finns det manga olika klassificeringar av organismer som ar kopplade till just
sakerhet. Dessa kan dessutom delvis skilja sig mellan lander, vilket kan géra det
problematiskt. Det galler alltsa att halla sig till de klassificeringar som galler for den aktuella
organismen i det aktuella landet. Givetvis maste avvagningar goras ifall man valjer att
anvanda potentiellt farliga organismer — ar det vart att anvanda en kraftigt patogen vardcell
for att uttrycka heterologa proteiner? Aven om det finns anlaggningar som uppfyller de krav
som kravs for hanteringen, finns det fortfarande risker och sannolikt innebar det dven héga
kostnader. Att foredra ar darfér helt klart organismer med GRAS-klassificering och lag
biologisk skyddsniva for att minimera riskerna for sjukdomsspridning, miljéforstéring eller
biologisk krigsforing. Fragan kvarstar dock — hur ska forskare hantera en situation dar det
visar sig att en livsfarlig organism samtidigt ar ett revolutionerande expressionssystem? Foér
att besvara denna fraga kravs goda kunskaper inom omradet, en utforlig riskanalys och ett
etiskt tankesatt.
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6.5 Forandra organismers genom — etiskt fel enligt
vissa

Utdver de ovan diskuterade jamférelserna kring lidande, mattillgang, egenvarde och
samhallsnytta ar det argument som av vissa kan anvandas emot rekombinant
proteinframstallning detsamma som kan anvandas emot hela biotekniken; att det ar oetiskt
att dverhuvudtaget férandra organismers genom.

6.5.1 Sarskilda fall — livsaskadningar

For detta argument ar det troligtvis flera olika livsaskadningar som ligger till grund,
exempelvis kulturella och religidsa livsaskadningar snarare an vetenskapligt baserade
argument (Hielscher et al. 2016). Faktum ar dock att vi har manipulerat vara grédor och
boskapsdjur med avseende pa vaxtféradling och avel sedan jordbruksrevolutionen omkring
12 000 ar sedan (Larson et al. 2014). Da 75 % av all varldens mat idag kommer fran tolv
vaxtarter och fem djurarter (FAO, What is Agrobiodiversity?) ar det svart att tro att nagon av
dessa bar mycket likhet till dess anfader. Dessa har ju dver tid genomgatt bestaende
foradling via selektion, bestralning eller andra etablerade metoder. Aven om det kan tyckas
finnas moraliska skal till att det skulle vara fel att manipulera arter sa ar det ett faktum att
nastan alla vara grédor och djur som vi nyttjar idag paverkats av oss manniskor i nagon
man. Vare sig de kanner till det eller inte.

6.5.2 Andra farhagor kring genomférandringar

Om argumentet handlar om negativ paverkan pa biodiversiteten sa ar inte tanken med
rekombinant proteinframstallning att i framsta syfte producera mat till djur eller manniskor.
Dessa mikroorganismer som producerar proteinet av intresse behdver dessutom speciella
anlaggningar, de ar darfér ingenting som “planteras” ute i naturen for att sedan avverkas.

Det argument som kvarstar ar framforallt risker, och som med allt annat som utgor en risk for
natur eller manniskor sa behovs en riskanalys géras varpa passande riktlinjer och metoder
kan tillampas vilket behandlas tidigare i texten (se rubriken “Riktlinjer kring sakerheten vid
anvandningen av patogena vardceller ar livsviktig”).
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6.6 Sammanfattande jamforelse mellan framstalining
rekombinant och via extrakt

Vid jamforelse av proteinframstallning fran de tva metoderna med avseende pa lidande,
mattillgang, organismers egenvarde och samhallsnyttan sa finns det inte sa mycket som
talar emot rekombinanta vardorganismer. Sakerhetsfragan ar alltid nagonting som maste tas
hansyn till i varje enskilt fall och darfor finns det etablerade sakerhetsklassificeringar. Tanken
ar att dessa skall underlatta just vilken praxis och metod som ar lamplig for att
sakerhetsstalla att ingen onddig skada tillkommer pa manniskor, djur eller miljon.
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Bilaga 1: Expressionssystem som inte nadde
hela vagen

1.1 Prokaryota expressionssystem som inte togs med

Bacillus subtilis

Denna bakterie ar icke-patogen och etablerad inom matindustrin (Saccardo et al. 2016).
Fordelarna med bakterien ar att den utsondrar proteiner effektivt, inte producerar
endotoxiner (Schumann 2007), har enkla och billiga odlingsmetoder samt har hég
celldensitet (Saccardo et al. 2016). Nackdelarna ar att utsdndringsnivan ar lag och inte ar
optimal for att producera humana proteiner med ratt veckning (Schumann 2007). Detta
expressionssystem valdes bort att ga vidare med dels for att den var forhallandevis lik C.
glutamicum men framst pa grund av tidsbrist.

Burkholderia glumae och Lactobacillus lactis
Detta expressionssystem valdes bort pa grund av brist pa information.

Pseudomonas aeruginosa

En bakterie som tillhor slaktet Pseudomonas, utbver Pseudomonas fluorescens som
diskuteras ovan, ar Pseudomonas aeruginosa. Denna ska ha ett bra, valstuderat
utséndringssystem och har uttryckt proteiner med mycket varierande resultat (Chen 2012).
Det tycks vara ett osékert system i avseendet att den helt misslyckats i uttrycket av en del
proteiner, tillsammans med det faktum att den ar patogen (Chen 2012). P& grund av detta
utesléts organismen fran vidare studier.

Pseudomonas putida

Ytterligare en bakterie ur slaktet Pseudomonas ar Pseudomonas putida. Stammen P. putida
KT2440 ar klassad som biosaker och har uttryckt flertalet protein som renats till renhetsgrad
omkring 95 %. Dock var dess utbyte lagt (under 5 mg/l) och dvertraffar inte andra system,
sasom E. coli (Chen 2012). P& grund av detta och behovet av avgransningar uteslots denna
organism fran ytterligare utvardering.

Streptococcus gordonii

En stor fordel gallande S. gordonii ar att ett allergen fran balgetingsgift har uttryckts med
denna bakterie som expressionssystem (Szatraj K. et al. 2017). Daremot finns det aven
information om att bakterien inte kan uttrycka hdga nivaer av rekombinanta proteiner (Lee et
al. 2009). S. gordonii valdes bort for att inte tillrackligt mycket information hittades samt pa
grund av tidsbrist.
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1.2 Eukaryota expressionssystem som inte togs med

Trichoderma

| arbetet om filamentdsa svampar undersoéktes initialt aven svampslaktet Trichoderma, men
pa grund av att detta slakte visade stora likheter med Aspergillus, valdes Trichoderma bort.
Aspergillus prioriterades dver Trichoderma eftersom det fanns mer litteratur om Aspergillus.
Det ska dock tillaggas att vissa studier visar att Trichoderma kan vara battre for att uttrycka
heterologa proteiner (Su et al. 2012).

Dictyostelium discoideum

En annan eukaryot organism som var intressant att undersdka var amdban Dictyostelium
discoideum da den har omnamnts i artiklar som ett lovande expressionssystem. Men
mangden forskning kring heterolog expression var mycket begransad da detta system framst
tycks ha anvants for forskning inom genetik.

Dunaliella salina

Ytterligare en eukaryot organism som utesléts var den gréna mikroalgen Dunaliella salina.
Detta pa grund av att den verkade ha liknande egenskaper som C. reinhardtii som aven
denna ar en gron mikroalg. D. salina ar aven mindre etablerad an C. reinhardtii och farre
artiklar fanns att lasa om organismen.

Lemna minor

Sotvattenvaxten Lemna minor uteslots pa grund av de fa artiklar som fanns att lasa om
organismen som expressionssystem for rekombinanta proteiner. L. minor uteslots aven for
att det var ovisst om vaxten kunde odlas i suspension eller inte.

Yarrowia lipolytica

Aven Yarrowia lipolytica fick uteslutas pa grund av tidsbrist. Dess férméaga att uttrycka
proteiner rekombinant har dock undersokts i Over tre decennier sa det finns mycket material
att tillga och éver 130 proteiner fran 80 organismer har uttryckts i Y. lipolytica. Som namnet
skvallrar om sa har den en saregen formaga att bryta upp fetter och lipider genom hydrolys.
Y. lipolytica skulle darfér aven kunna odlas med hjalp av olika kolvateféreningar saval som
for att omvandla dessa till mer eftertraktade oljor eller for att producera proteiner. Y. lipolytica
har aven anvants i livsmedel och for att producera olika organiska syror i storre utstrackning
samt som foder till boskapsdjur i och med att den ar rik pa bland annat olika fetter (Madzak
2015).
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Bilaga 2: Ordlista

% Totalt I6sligt protein — TSP (eng. total soluble protein)

% Totalt 16sligt protein ar ett matt pa hur stor andel av de I6sliga proteinerna i cellen som ar
malproteinet. Ofta kravs att utbytet &r mer an 10 % av totalt I6sligt protein fér en kommersiell
plattform (Dyo & Purton 2018).

Biologisk skyddsniva

Biologisk skyddsniva ar den grad av till exempel organisatoriska atgarder, arbetsrutiner,
lokaler och utrustning som ett biologiskt verksamt amne kraver. Laboratorier som jobbar med
biologiskt verksamma amnen kan delas in i fyra olika skyddsnivaer dar ett ar den lagsta och
fyra ar den hogsta nivan (Folkhdlsomyndigheten, skyddsatgarder).

CHO-celler
CHO-celler ar celler erhalina fran aggstockar hos kinesiska hamstrar (Reski et al. 2015).

Elektroporering

Elektroporering ar en transformationsmetod applicerbar pa bade prokaryoter och eukaryoter.
Cellerna behandlas med korta elektriska pulser som leder till att porer bildas temporart i
cellmembranet. Porerna ar tillrackligt stora for att cellen ska kunna ta upp DNA, ofta i form av
en plasmid, fran omgivningen. Nar de elektriska pulserna forsvinner kan membranet ofta
aterfa sin normala struktur, men manga celler dér av den héga spanningen. Darfor kravs ett
antal storre celler vid elektroporering an vid kemiska transformationsmetoder (Mahmood et
al. 2008).

Endogen

Med endogen menas nagot som kommer inifrdn en organism, alltsa har sitt ursprung i
organismen och inte frAn omgivningen eller annan organism (Nationalencyklopedin,
endogen).

Endotoxiner
Ett endotoxin ar ett toxin (giftigt amne) som finns i och bildas av manga gramnegativa
bakterier (Nationalencyklopedin, endotoxiner).

Expressionssystem
| denna rapport definieras ett expressionssystem som en vardorganism som rekombinant
framstaller proteiner i produktionssyfte.

Fermentor

En fermentor ar en reaktor med reglerbar temperatur, pH och syrehalt dar mikroorganismer
kan odlas (Nationalencyklopedin, fermentor).
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Fotoautotrof
En organism ar fotoautotrof om den kan utnyttja ljus och oorganiska kolkallor for att utvinna
energi (Nationalencyklopedin, fotoautotrofi).

Fusionsprotein

Ett fusionsprotein ar ett protein som placeras i ena terminalen av malproteinet. Funktionen
kan vara att forbattra 16sligheten av malproteinet, géra den detektionsbar (med till exempel
fluorescens), underlatta rening (med en affinitetsmolekyl), f& malproteinet att transporteras
till en speciell plats i cellen eller ge ett hdgre uttryck (The Wolfson Centre for Applied
Structural Biology, Fusion Tag/Protein).

GC-innehall
GC-innehallet hos en organism avser andelen cytosin-guanin-kvavebaser i dess genom.
Ofta anges denna i procent (Hemmerich et al. 2016).

Genavstagning

Genavstangning ar nar uttrycket av en gen regleras sa att det avbryts eller underuttrycks.
Detta kan ske pa bade transkriptions- och translationsniva (Svensk MeSH,
Genavstangning).

GRAS-certifikat
Att en organism ar GRAS (Generally Recognized As Safe)-klassificerad innebar att den

sakert kan anvandas inom lakemedel- och livsmedelsproduktion (Lubertozzi & Keasling
20009).

Heterologt protein

Ett heterologt protein ar ett protein som uttrycks av en heterolog gen, alltsa en gen som inte
naturligt uttrycks i en vardcell utan ar frammande for den organism proteinet produceras i
(Encyclopedia of Neuroscience 2009, Heterologous Expression).

Heterotrof
En organism som ar heterotrof utnyttjar organiska kolféreningar fér att utvinna energi
(Nationalencyklopedin, heterotrofi).

Hyperglykosylering

N-lankad glykosylering ar en typ av posttranslationell modifiering hos eukaryoter, men olika
organismer inom gruppen har olika glykosyleringsmoénster (se figur B2-1). Jastsvampar, i
synnerhet Saccharomyces cerevisiae, tenderar att bygga langre och flera kolhydratkedjor.
Detta kallas for hyperglykosylering och kan innebara en addering av 200-300
mannosgrupper (Conde et al. 2004).
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Figur B2-1: schematisk illustration av olika typer av glykosylering hos eukaryota organismer. Jastceller tenderar

att bygga langre kolhydratkedjor &n 6vriga organismer, representerat av bokstaven n i figuren dér n &r minst 200
fér definitionen av hyperglykosylering. Kélla: Bild hdmtad och modifierad fran Wikimedia Commons: (CC BY-SA
3.0

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a0/Variety of glycans.svg

Induktion/Inducerare

Om vektorsystemet som anvands innehaller promotorer som ar inducerbara, det vill saga
kan reglera nar proteinet ska uttryckas, kravs att kulturen induceras efter att den uppnatt
optimal odlingsdensitet. Induktionen innebar att en molekyl som aktiverar promotorn
(inducerare) tillsatts vilket aktiverar proteinuttrycket. Pa sa satt produceras det rekombinanta
proteinet vid den tidpunkt som 6nskas (Maike et al. 2014).

Om vektorsystemet som anvands innehallet promotorer som ar konstitutiva utesluts detta
steg.

Kodonoptimering

Kodonoptimering anvander genteknik for att 6ka proteinuttrycket genom att forandra
kodonen som kodar for olika aminosyror. Olika modifieringar kan ske pa olika positioner pa
DNA-sekvensen for att anpassa kodonen efter vardorganismen (Mauro & Chappell 2014).

Konjugation
Konjugation ar nar éverféring av genetiskt material, DNA, sker mellan tva bakterier som ar i
fysisk kontakt med varandra (Nationalencyklopedin, konjugation).

Litoautotrof
En organism ar litoautotrof om den utnyttjar koldioxid som kolkalla samt har oorganiska
amnen som elektrondonator (Sérensson 2006).

Multimert protein

Ett multimert protein ar ett protein som bestar av flera polypeptidkedjor (Youngson. 2004,
2005).
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Optisk densitet
Inom mikrobiologi mats den optiska densiteten av en odling for att kunna avgéra mangder
celler (Biology online, Optical density).

Organoautotrof

En organism ar organoautotrof om den anvander organiska molekyler som
elektronmottagare i sin metabolism (organo-) och om dess kolkalla kommer fran oorganiska
kallor, till exempel koldioxid (autotrof) (Eiler 2006).

PEG-baserad transformation

PEG-baserad transformation ar en vanlig metod for transformering av organismer som
vanligtvis har en cellvagg. Metoden bestar av tre steg dar det férsta ar generering av
protoplaster, det vill sdga celler utan cellvdgg. Cellerna behandlas med en blandning av
lytiska enzymer som kan bryta ner cellvaggen. Det ar viktigt att optimera
enzymkoncentrationer och behandlingstider for att fa ut en sa stor mangd anvandbara
protoplaster som majligt. Nasta steg ar att protoplasterna blandas med DNA:t som ska
inkorporeras och dar ar inkubationstiden samt koncentrationen av PEG kritisk for en effektiv
transformation. Slutligen sprids blandningen ut pa passande agarplattor for
ateruppbyggandet av cellvaggen for de transformerade cellerna (Su et al. 2012).

Proteaser
Proteaser ar enzymer som bryter ner peptider och proteiner (Nationalencyklopedin,
peptidaser).

Repressor
En repressor ar en molekyl som binder till en nukleotidsekvens och hindrar avlasningen av
en gen (Nationalencyklopedin, repressor).

Screening
Screening ar en metod som anvands for att salla fram enskilda produkter med sdkta
egenskaper (Nationalencyklopedin, screening).

Signalpeptid (exempel pa ett fusionsprotein)

| rekombinant proteinframstallining kan signalpeptider anvandas fér att utséndra proteiner till
endoplasmatiskt retikulum (ER) och vidare via utsondringsvagen ut ur cellen
(Futatsumori-Sugai & Tsumoto 2010).

Specifik aktivitet
Med specifik aktivitet menas en férenings reaktivitet per massenhet, under specifika
forhallanden (Foustoukos 2014).

T7-baserat expressionssystem

Ett expressionssystem blir T7-baserat nar det anvander sig av detta mycket populara
vektorsystem. RNA-polymeras fran bakteriofag T7 fors in i expressionssystemet med en
plasmid, och polymerasets promotor tillsammans med malproteinet med en annan.
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T7-polymerasgenen regleras med varme och anledningen till att det ar sa populart ar just att
det ar reglerbart, latt att kontrollera samt tillater ett hégt uttryck (Tabor 2001).

Torr cellvikt (eng. dry cell weight)
Med torr cellvikt menas cellvikten efter torkning, det vill saga utan vatteninnehall (Wang).

Transformation

Inom proteinframstalining anvands transformation som ett generellt begrepp for att beskriva
det tekniska steg da genetiskt material férs in en cell och sedan att hela eller delar av detta
DNA integreras i dess genom (Svensk MeSH, Transformation, genetisk).

Transgen
En transgen ar en gen, som den inte skulle kunna fa sexuellt, inford med hjalp av genteknik
till en organisms genom (Nationalencyklopedin, transgen).

Utsondring och utsondringsvagar

Det finns tva satt att fa ut ett uttryckt protein ur ett expressionssystem. Antingen lyseras
cellerna och renas darefter (Sigma Aldrich, Protein Expression Workflow), eller sa utsondras
proteinet ut ur cellen utan att den férstérs. Utséndringen kan goras av cellen sjalv eller
biotekniskt genom att utnyttja andra organismers utséndringsvagar. De molekyler som utfér
sjalva transporten kallas signalpeptider. Eukaryota utséndringsvagar skiljer sig fran
prokaryota. For att utnyttja utséndringsformagan hos grampositiva bakterier ar det viktigt att
skilja pa deras huvudsakliga utséndringsvagar, som brukar benamnas som "Sec” (General
Secretion) och den sekundara "Tat” (Twin-arginine translocation). Den férstnamnda
katalyserar forflyttning till transmembranet i proteinets oveckade form medan den andra
katalyserar forflyttning av proteiner i sin veckade form. De olika utséndringsvagarna har
liknande signalpeptider men stora skillnader i mekanism och i vilka enzymer som katalyserar
forflyttning (Natale et al. 2008).

Vektorsystem
| denna rapport definieras ett vektorsystem som en plasmid eller ett virus dar dverféring av
generna sker. Da ingar promotor, selektionsmarkoér och eventuella fusionsproteiner.
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