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Pichia pastoris — slibny expresni systém pro
produkci rekombinantnich proteinu

Na rozdil od prokaryotnich systému jsou kvasinky schopné

posttranslacnich modifikaci

Kvasinky jsou alternativou, ktera oproti zivoCiSnym producentim
umoznuje redukci Casu a nakladu spojenych s kultivacemi

r. 2006 publikace produkce rekomb.

proteind Count Percentage
E. coli 196 70
P. pastoris 29 11
S. cerevisiae 3 2
Mammalian tisue culture 18 6
Insect cell system 17 6
Other 15 5



Pichia pastoris — vyjimecny host pro produkci
jak sekretovanych tak intracelularnich proteint

Silny, indukovatelny AOX promotor
Snadna indukce a regulace exprese
Sekrece nizké hladiny vlastnich proteind
Vysoka vytéznost proteinu ( az 5000 mg/l)
Uginny sekreéni systém

HCD - husta kultura (>100 g/l CDW)

Post-translacni modifikace



Budoucnost expresniho systému P. pastoris
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Human-like products

(leukocyty, beta iterferon, lactoferrin, insulin, serum albumin, antigeny)
Proteiny (histamin, trypsin)

Ostatni produkty (etanol, kyselina mlé¢na, ceramidy)



Stresove faktory ovliviiujici bunécnou
fyziologn

Utilizace methanolu

Vysoké pozadavky na kyslik — produkce toxického peroxidu —
oxidativni stres

Nadprodukce proteinu

Nadprodukce proteini muze vést k akumulaci ,nesbalenych proteint v
ER

aktivovan regulacni mechanismus UPR (unfolded protein response)

Vysoka koncentrace bunék
Kultivacni podminky (pH, teplota, sloZzeni média...)

Ztrata viability — bunécna lyze — uvolnéni nespecifickych
proteinaz — degradace produktu — nizsi vytéznosti, kvalita,
narocnéjsi separace



HPLC data
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Tradini postupy stanoveni viability

CFU
Vitalni barveni (methylenova modr, tetrazoliove soli..)
Detekce bunéénych komponentu

Metabolicka aktivita
FermentacCni kapacita
Acidifikacni potencial
Spotreba kysliku

Etc...



Fluorescencni sondy

Membranova integrita

propidium jodid, ethidium bromid, sytox green

vysoce afinitni k nukleovym kyselinam, diky naboji nepronika do bunék s funkéni neposkozenou
membranou, (pfip. pumpovan ven), naopak je-li integrita membrany naruSena, prochazi do bunky,
kde po vazbé na NK dochazi k zesileni fluorescence

Substraty esteraz

fluorescein diacetat, karboxyfluorescein diacetat
elektricky neutralni, nefluorescentni substraty, schopné prochazet do bunék volnou difuzi

v bunkach hydrolyzovany nespecifickymi esterazami na fluorescentni produkt, ktery je v intaktnich
bunkach zadrzovan, zatimco rychle unika z bunék s narusenou cytoplazmatickou membranou

Potenciometrické sondy

Rhodamin 123, DiOC2(3), bis-oxonol
Kationické sondy - akumulace v burice v zavislosti na transmembranovém potencialu
Anionické sondy - akumulace v depolarizovanych bunkach, vazba na nepolarni kompartmenty



Membranova integrita
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Intracelularni enzymova aktivita

Depolarised

Fixed cells Vital cells
cells
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Potenciometricke sondy
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Robustnost stanoveni

Vliv riiznych reakénich podminek na zna€eni P. pastoris
cFDA, FDA, Pla BOX
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Srovnani vybranych fluorescen¢nich sond s
klasickym1 metodami urCovani viability

P.pastoris- wild P.pastoris- trypsinogen
glukosa glycerol methanol glukosa glycerol methanol
FDA 70,1% 28,7% 60,1% 6,0% 7,3% 36,9%
Pl 98,9% 99,3% 99,2% 97,6% 97,7% 97,9%
EB 85,8% 71,5% 92,2% 83,4% 43,2% 77,4%
BOX 98,8% 99,3% 99,3% 98,0% 98,0% 98,3%
methylenova modF 100% 100% 100% 100% 100% 100%

kultivacni stanoveni 19,9% 40,6% 14,6% 25,4% 27,9% 21,3%







Quanta a Pichia pastoris

Velikost bunek 2-4 ym
Detekce ¢astic — EV, SS, FL ?




Ichia pastoris

Quanta a P
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Chemostat — limitace substratem
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Shrnuti pro ruzn¢ zied’'ovaci rychlosti
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/aver

Fluorescenéni analyza ve spojeni s prutokovou cytometrii
umoznuje rychlou a presnou determinaci bunécné Vviability,
nicméné Kk ziskani relevantnich vysledkl je nutna citliva
optimalizace a vhodny vybér fluorescencnich sond

Pichia pastoris — unikatni vlastnosti spojené s nestandardnim
chovanim s ohledem na interakce s jednotlivymi sondami

Testovano celkem 7 sond, jen 2 poskytovaly jednoznacné
vysledky



