Exprese a purifikace
rekombinantnich

Radka Dopitova, 201



Rekombinantni proteiny

Rekombintni DNA je arteficialni DNA sekvence, kteraikta novou
kombinaci fiznych DNA sekvenci.

Rekombinantni proteiny jsou proteiny ziskané vnesenim
rekombinantni DNA do heterologniho hostitele (mikigammismus,
kvasinky), ve kterém dojde k produkci genu.



VyuZiti rekombinantnich proteini

Nadprodukce a purifikace rekombinantnich praigsou nezbytnym
predpokladem pro:

-biochemickou funkéni charakteristiku proteinu (urceni gresnych
kinetickych parametrK,, k...pro enzymy se substratemto
enzymy s inhibitorem, Kpro protein protein interaka® ligand protein
Interakce)

- strukturni analyzu (NMR, krystalografie)

- v prumyslovem neritku jsou produkovany léky, vakciny a
potravinove dopliky

Cil: vysoky vy€zek homogenniho proteinu

zachovani biologicke aktivity



Pro¢ vyr abét rekombinantni proteiny?
Prirozeny zdroj:
o Obtizre ziskatelny — tka# organy

« Obtizre kultivovatelny — bakterie, viry, tkéove kultury
* Limitovana exprese vipozeném zdroji

TABLE 1.2. Examples of low-abundance proteins and peptides isclated from natural biclogical sources

Protein Source Yield (ng)  Reference

Multipotential colony- pokeweed mitogen-stimulated 1 Cutler et al. (1985)

stimulating factor mouse spleen-cell-conditioned
medinm (10 liters)

Human A23 antigen human colon cancer cell lines 2.5 Catimel et al. (1996)
(10" cells)

Platelet-derived growth human serum {200 liters) 180 Heldin et al. (1981 )

factor (PDVGE)

Granulocyte-colomy- mouse hung-conditioned 40 Micola et al. (1983)

stimulating growth medium (3 liters)

factor (G-CSE)

Granulocyte-macrophage mouse lung-conditioned 12 Burgess et al. {198a)

colony-stimulating growth medium (3 liters)

factor (GM-CSF)

Coelenterate morphogen sea anemone (200 kg) 2 Schaller and Bodenmuller (1981)

Peptide YY (PYY) porcine intestine (4000 kg) B00 Tatemoto (1982)

Tamor necrosis factor ( THE) HLED tissue culture medium 2 Wang and Creasy ( 1985)
(18 liters)

Murine transferrin receptor N5-1 myeloma cells (101 cells) 20 van Diriel et al. (1984)

Fibroblast growwth factor (FGF) bovine brain (4 kg) 33 Gospodarowicz et al. (1984)

Transforming growth human placenta (8.8 kg) 47 Frolik et al. (1983

factor-P { TGE-B)

Human interferon human leukocyte-conditioned 21 Bubinstein et al. (1979
medium (10 liters)

Muscarinic acetylcholine porcine cerebrum (600 g) £ Haga and Haga (1985)

receptor

P,-adrenergic receptor rat liver (400 g) . Graziano et al. (1985)

Adapted, with permission, from Simpson and Nice ( 1989),



Vybér hostitelského organismu pro expresi
rekombinantnich proteini

« Bakterie

e Kvasinky

e Rostliny

o Savi bunky

 Hmyzi buiky s bakuloviry

e |In vitro translace



Obsah prednasky

cast: Exprese rekombinantnich proteini v E.coli

Exprese GFP fuzovanych
proteini v E. coli

Purifikace GFP fuzovanych protéin
pomoci hydrofébni matrice




Produkce heterolognich proteimi v E. Coli

VYHODY :

 vysoka produkce rekombinantnich protein

» dokre prostudovany genom a proteom-usréadn

genovych manipulaci

 designrady vektofi usnacdiuje klonovani a expresi cizich gen
e rychly rist v pongrn¢ levnem mediu

* prizpusobivost systemu



Produkce heterolognich proteini v E. Coli

NEVYHODY:

» potieba cDNA zkoumaneho proteinu

« absence eukaryotickych posttragslizh systém
(posttranslani modifikace)

 tvorba nerozpustnych inkluznicélisek

e omezena schopnost tvorby disulfidickych vazeb

» chybi sekréni mechanismus praiinné uvohovani proteinu
do kultivatniho media



Expresni sysem pro produkci
rekombinantnich proteini v E.coli

Vektor Hostitelsky kmen

Podminky kultivace



Expresni vektor

= klonovaci vektor, ktery obsahuje nezbytné re¢nilaekvence k
tomu, aby podporoval expresi inZedizich gef.

PET-28a(+) sequence landmark

TT promoter 370-386
TT transcription start 369
His* Tag coding sequence  270-287
T7+ Tag coding sequence 207-239
Multiple cloning sites
(BamH1-Xhol) 158-202
His* Tag coding sequence  140-157

TT terminator 26-12

lacl coding sequence T73-1852

pER322 origin 3286
Kan coding sequence 30054807
fl origin 4903-5358

The maps for pET-28b{+) and pET-28¢(+)
are the same as pET-28a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-28b(+) is a
5368bp plasmid; subtract 1bp from each site
beyond BamH 1 at 198. pET-28¢c(+) is a
5367bp plasmid; subtract Zbp from each site
beyond BamH 1 at 198,
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Struktura vektoru pro efektivni expresirekombinantnich proteini v E.coli
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Struktura vektoru pro efektivni expresirekombinantnich proteinu v E.coli
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Vlastnosti promotor u:
- silny promotor (ptac, ptrpApL, pT,)

(protein zajmu by @ tvorit 10-30% a vice z celkového bakterialniho
proteinu)

- p¥enaositelny do fiznych kmeni E.coli
- vykazuje minimalni hladinu bazalni exprese

- pokud jsou proteiny netoxické dosahuje se vysokgtérki
proteini ristem burk do vysokych hustot s naslednou indukci aktivity
promotoru

- u toxickych proteifi pro je nutna stringentni regulace promotoru

- jednoduse a levré inducibiln i
- teplotni indukcexpL)
- chemicka indukcéptac, ptrp, pT7)IPTG (isopropyl{f3-D-thiogalaktopyranozid)



Struktura vektoru pro efektivni expresirekombinantnich proteina v E.coli
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Struktura vektoru pro efektivni expresirekombinantnich proteini v E.coli

|
P
R .35 -10 sD coding sequenc T Te .
STOP codon
35 10

TTGACA (N)q7 TATAAT ﬂg:u

START codon UAG
MANA 5 UAAGGAGG (N)g IAUG (91%)

16S 1ANA 3 LQAUUCCUCC  GUG (8%)

UUG (1%)

Ribozomélni vazebré misto  SD sekvence

vzdalenost mezi SD sekvenci a inimém AUG kodonem: 4-13 nukleofid

tato vzdalenost ovliwje &innost iniciace translacegtimalni vzdalenost je
4-8 nukleotida) - oblast bohata na AT pary

Transkrip ¢ni terminator T, term, rrnT1,T2

(zabrauje okluzi promotoru, zvySuje stabilitu m RNA)



Vybér hostitelského kmeneE.coli pro expresi

rekombinantnich proteini

Vektor Hostitelsky
kmen

Podminky kultivace



Expreserekombinantniho proteinu v hostitelskem kmeni E. coli




Toxicita rekombinantniho proteinu pro
hostitelsky kmen

* neni omezena na pouhy fakt, ze je protein je pikbeizi, ale
muze byt zfisobena i tim, ze je nadprodukovagityrnativni gen

Pro bunku jsou letalni:

» rekombinantni proteiny s hydrofobnimi oblastmi mayitky
ucinek- asociuji s membranou nebo se inkorporuji do nmantdwého
systemu biky (poruseni membranového potencialu)

* proteiny, ktere inaktivuji ribozomy



Vybér hostitelského kmene Ecoli

Pokud je protein je pro lilgu toxicky

» expresni kmen obsahujici plazmidy pLysS nebo pLysE wojéa prisnou
regulaci expresniho systemu vyuzivajici T7 promotgto plazmidy koduji
lysozym, ktery se vaze na T7 RNA polymerasu a inalgiyitag minimalizuji tak
bazalni expresi.

BL21(DE3) firma Novagen

BL21(DE3)pLysS firma Novagen

» pokud je protein membranovy, nebo by se mohltva@aanembranu, exprese v
mutantnich kmenect41 (DE3)andC43 (DE3)muze zlepsit produkci.
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VyuZivani kodoni E.coli (codonusage
VyuZivani kodoni E. coli se vyzn#&uje témito znaky:
» sklon k vyuzivani 1-2 koddnu téner vSech degenerovanych kodonovych rodin

» Urcité kodony jsou nejvice vyuzivany ve vSech genecheamacetnost
vznikajiciho produktu (napCCG je preferovany triplet pro prolin)

* Siln¢ exprimované geny vykazujitsi mnozstvi kodonovych odchylek nez slab
exprimovaneé geny

» Frekvence vyuziti synonymnich kodoabvykle odrazi zastoupeni jejich tRNA v
cytoplazné



Malo preferovane kodony E.coli

Codon(s) Amino acid
AGA, AGG, CGA, CGGunvrrseessesssssesssssssssssessssssssssnses Are
UGU, UGC .ooorioenseeesssisssssssssssssssssssssssssmsssssssssssnnnnes Cys
GGA, GGG ssss s sssssassssssees Gly
AUA e ssssssssss s sss s [le
CUA, CUC ooooeseeessscssssesssessssssssssssssssssssssssmsssssssssssasannes Leu
CCC, CCUL CCALcsrecresssssssssssssssssssssssssssassessssssssssnass Pro
UCA, AGUUCG, UCC ..oreeesvcsnseeessseessssessssmsesssssssssssasannes Ser
ACA s Thi

Exprese heterologni gémmbsahujicich malo preferované kodony vede k tr&ngia
chybach !

- predtasné ukobeni translace (zkraceny produkt)

- posunuticteciho ramce (posun az o0 2 AK v miisiGA kodonu)

- zantna aminokyselinydasto byva zagnén arginin za lyzin v mistkodonu AGA)



Vybér hostitelského kmeneE.coli

* pro proteiny obsahuijici velké mnozstvi kodonii, které jsou malo vyuzivané
E.coli, je mozné pouzit hiky, které produkuji tRNA malo uzivanych kodon
E.coli

*BL21 (DE3) *AGG/AGA (arginine), AUA

CodonPlus-RIL | (isoleucine) an€CUA (leucine) firma Stratagene

*BL21 (DE3) *AGG/AGA (arginine) andCCC
CodonPlus-RP | (proline)

*AGG/AGA (arginine),CGG
*Rosetta or (arginine),AUA (isoleucine)
Rosetta (DE3) | CUA (leucinelCCC (proline), and
GGA (glycine)

firma Stratagene

firma Novagen



Degradaceproteinu

Bakterialni proteolyticky systém:
-E. coli obsahuje velké mnozstvi proteas, nejvice v cytoptazm

- selektivré odstrauje ,,abnormalni“ proteiny:

» nekompletni polypeptidy

e proteiny se zaknénymi AK

 nadnérné syntetizovane podjednotky multimernich profein
e proteiny poskozené oxidaci nebo volnymi radikaly

e cizi rekombinantni proteingproblémem jsou proteiny <10kDa)



Vybér hostitelskeho kmeneE.coli

Kmeny deficientni na proteasy

- mutace, eliminujici produkci proteas a tim proteickau
degradaci rekombinantnich protéin

BL21 expresni kmeny jsou deficientni na: cytoplazmatickatgasuon
periplazmatickou proteasampT



Aminokyseliny redukuj ici stabilitu heterologniho proteinu

1. N-koncove pravidlo
Aminokyseliny redukujici stabilitu proteinéirg, Lys, Leu, Phe, Tyra Trp

Stabilizujici aminokyselinyHis, GIn, Glu, Phe, Met
2. lysin ve vnitini sekvenci pobliz N-konce

3. PEST hypotéza
Oblasti bohaté na Pro, Glu, Ser, Thr



Cilena exprese proteinu

MoZnosti:

Cytoplazmaticka expres

Periplazmaticka exprese

Extracelularni exprese



Cytoplazmaticka exprese

Vyhody
- VYSSi proteinovy vydzek
- jednodussi plazmidove konstrukty

- Inkluzni tliska

Nevyhody

- iInkluzni €liska

- redukeni prostedi
- proteolyza

- vice komplexni purifikace



Inkluzn i téliska

Co zpiasobuje jejich tvorbu?

- intramolekularni asociace hydrofobnich doméhédm foldingu

- nespravna tvorba disulfidickych vazeb v redukujipiostedi cytoplazmy
- nejsou znamyigsné fyzikald chemické parametry proteinu,

které vedou k tvordinkluznich €lisek



Inkluzn i téliska

Vyhody
» snadna izolace ve vysokstote
» ochrana fed proteasami

» pro produkci proteity, jejichz
aktivita je pro biku letalni




/

Exprese Rozpustny protein _, NS
rekombinantniho Ref

proteinu v E. coli / olding

\ T Modifikace expresnich podminek

Inkluzni ©liskal * Snizeni teplotytstu bakterialni kultury
» Koprodukce chaperdin
» Pouziti fuzniho partnera zlepSujiciho solubilizabidtedixin)

 Rust a indukce butk za osmotického stresu (sorbitol, glyayl
betain)

« Zména pH kultiv&niho média

» Selekceliznych kme# E.coli kmeri- nag. bakterialni
kmene deficientni na thioredoxin reduktasu




* pokud protein obsahuje jeden nebo vice disulfidibkyazeb, spravne poskladani
proteinu je stimulovano v hostiteli s vice oxidujiginostedi cytoplazmy

*AD494 emutace v genu pro thioredoxinreduktgsuNovagen
(trxB)
*Origami *Dvoijita mutace v genu pro thioredoxin ¢ Novagen

reduktasu (trxB) and glutathionreduktasu
(gor)




Periplazmaticka exprese

- periplazma obsahuje jen 4% vSech &@inych proteiri (cca 100 proteifn)
- prokaryoticke signalni peptidy U&gre pouzité vE.coli (OmpA,OmpT z
E.coli, protein A z S. Aureus, endoglucanase z B.Bsipti

Vyhody

- jednodussi purifikace

- neni zde tak rozsahla proteolyza

- zlepSeni tvorby disulfidickych frstki

Nevyhody

- signalni peptid nezajisti vzdy transport do peripigsiz

- mohou se také tvd inkluzni ©liska



Extracelularni exprese
» sekrece proteihdo kultivainiho media

* E.coli sekretuje velmi malo protein

o zatim spiSe neuspna manipulace siznymi transportnimi cestami, které by
usnadovaly sekreci ciziho proteinu

Vyhody

- minimalni kontaminace ostatnimi proteiny (jednoduss
purifikace)

- nejmensi hladina proteolyzy
- zlepseni foldingu

Nevyhody

- ¢asto nizka sekrece

- hodre zredény protein



Modifikace rustovych podminek

Vektor Hostitelsky kmen

Podminky kultivace



Modifikace riustovych podminek

Moznosti zvySeni produkce rozpustneho proteinu pomac

- vysoka hustota burécne kultury

- slozeni média (pH, idavek substrati, kofaktori, slozeni
Zivin)

- snizeni teploty mistu bakterii a teploty na indukci exprese

- koncentrace IPTG na indukci, délka indukce exprese



Modifikace ruastovych podminek

Vliv r iznych podminek exprese na aktivitu mutantni formy kukuri¢né
B-glukosidasy F461L.

podminky Specificka
aktivita
(nkat/mg)
- pH LB media kontrola 1,9
- Pritomnost substratu LB médium pH 6 2,0
(celobiosa) LB médium pH 7 4,2
LB médium pH 8 2,8
1% celobiosa (ng 2,7
indukci exprese)

Specificka aktivita byla po expresi za uvedenych
podminek nifena v nativnich lyzatech pouzitim
substratu PNPG.



Exprese AHP protein U v E. coli — test rozpustnosti

1. Médium: LB médium, bakterialni kmen BL21(DE3)pLysS

Rist (OD600~0.5-0.6) Indukee 0,4 mM |PTG/3hodiny
22°C 2207
37°C 2000
37°C 28°0

2. Fiiprava proteinovych lyzatza silre denaturanich podminek (celkova produkce
proteinu= rozpustna+nerozpustna forma) a za natiypodminek (rozpustna forma

proteinu) 1 537 3

3. SDS PAGE denatutmich a nativnich proteinovych lyZat
s naslednou analyzou western blotingem . - e

rozpustna forma AHP1

4. Detekce proteinu pomoci protilatek a kvantifikammat pomoci programu pro
analyzu 1-D gdl (pr. Quantity One- BioRad, Quanti Scatigiupny na internetu)



Exprese AHP protein u v E. coli -optimalizace

teploty rustu bakterii a indukce exprese

Procenta produkce AHP protein

U v rozpustné form &

AHP1 | AHP2 | AHP3 | AHP4 | AHPS | AHPG6
t(C)
rast/indukce
8% | 85% | 100% 0 76 % 0
37°C/28°C
37°C/[22°C | 82% | 73 % | 100% 0 81% | 51 %
22°C/22°C | 71% | 78 % [ 100% | 30% | 81% | 73 %




2. Purifikace rekombinantnich proteint



Purifikace proteinu z komplexni %1 makromolekul fitomnych v
biologickem vzorkyburseny nebo tkdovy extrakt)

My
*x10°3

116 =
97 =
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14 =

G-t

pH

Acidic Basic
Analyza bugéného extraktu 2D elektroforézou

- nékolik tisic proteiri z riznymi vlastnostmi (~5000-8000) a&znych
mnozstvich (aktin ~ 10%, unikatni trankirp faktor < 0,001% celkového
proteinu)

- DNA, RNA, polysacharidy, lipidy
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Proc¢??? Pro jaky uéel ?

Jak??? Jak protein detekovat?

Co??77? Jaké vlastnosti ma protein ?



Proc¢??? Pro jaky Géel ?

Aplikace mnozstvi distota poznamka
Identifikace 0,0020,2 g vysoka Edmanovo odbouravani (5-10 pmolfjgtupy
(>95%) hmotnostni spektroskopie (0,2-1 pmol)
Produkce protilatek pg-mg stiedni-vysoka | Pro imunizaci: ~ 0,ug proteinu

Cim vét3i gistota tim @tSi a rychlejsi Sance
pro zisk vysoce specifické imunitni odpal

Enzymologie 1-5mg vysoka > 95 % | MnoZstvi proteinu zavisi na citlivosti analyZy

Cistota zavisi na specifigitanalyzy a
ovlivnéni vysledki analyzy kontaminacemi

Biofyzikalni studie mg-g vysoka CD spektroskopie, rezonance povrchovych
(>95%) plasmori, fluorimetrie, analyticka
ultracentrifugace, UV spektroskopie
3D struktura 10-20 mg vysoka Hledani krystalizanich podminek ~ 1-2 mg
(krystalizace, NMR) (>95%) proteinu, zisk krystalu o velikosti dosténe

pro rentgenovou difrakci 5-10 mg proteinu
Pro prvni 1-D NMR spektra se vyzaduje ~ 9,5
pmol proteinu, protein (velikost 5-20kDa)
znaeny >N / 13C je nutny pro vieseni

struktury
Farmaceutické mg-kg vysoka Pro klinické &ely nesmi proteiny obsahoval
ucely (99,9%) pyrogeny a bakterialni toxiny a musi byt

velmi stabilni kwli dlouhodobému
skladovani




Jak??? Jak budeme proteinanalyzovat?
Specificka detekce:

Imunodetekce

(pomoci série dvou protilatek)

Biologicka aktivita

(u enzynii nag@. barveni v gelu nebo s
stanoveni specifickych konstant v
komplexnich vzorcich pomoci
chromogennich substiat

Nespecificka detekce: =

Barveni pomoci Coommasie blue, |- = - — "= & &
stiibra. ..

Stanoveni celkového proteinu
Nejvice vyuzivane metody: dle Bradfordove, Lowryhaode, ....




Co?77 Jaké vlastnosti ma protein ?

Informaceo proteinu Amu a gibuznych proteid z datal®zi nebo 2z
pilotnich experimerit

- velikost proteinySDS PAGE, gelova filtrace nebo analyticka centrift@a
- 1zoelektricky bod (izoelektricka fokusace)

- Stabilita (pH, teplota,ftomnost soli, proteas, additiv zajigicich
solubilitu proteinu)

2D a nativin PAGE

- komplexita vzorku, vlastnosti proteinu zajmu afainich
kontaminujicich proteiin

Informaceo proteinu Amu a o pibuznych proteinectz literatury:

- strategie purifikace (metody,pufry, stabilita @ou, ..... )



Hydrophobic groups

o 0 Positive charges

Molecular weight (size)
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Cistota proteinu

Cty¥fazova purifikaéni strategie

_DOCISTENI
Vysoka ¢istota cilového proteinu-

odstranéni drobnych
proteina podobny

ALSI| PURIFIKACE

A Ve

Odstrané

RIPRAVA C

O EXTRAKTU PRO CHROMATOGRAFII

eni nesolubilnich podilu hrubého extraktu, lipidi,
zakoncentrovani vzorku (precipitace solemi nebo ultfiltrace)

purifika éni kroky



Logicka kombinace purifikaénich kroku
Kazda sepakai technika je vyznaje rovnovahou medtyimi parametry

RozliSenije rozsah separace mezi
dvéma chromatografickymi piky
rozli&eni | (bez dostaieho rozliseni
nedochazi k separaci proté)n

Rychlostkroku je
dilezita zejména
kvili mozné

degradaci cilového |rychlos kapacita
proteinu fiisobenim

proteas v vytézek
komplexnim vzorku

Kapacita (max.) je
maximalni mnozstvi vzorku}

které miize byt navazano na
chromatografickou kolonu.

Vytézek-minimalizace
ztraty proteinu Bhem
purifikace




Zisk cilového proteinu z extraktu rozlieni
afinitni chromatografie
lontoméni¢ova chromatografie

hydrofobni chromatografie rychlost kapacita

rozliSeni vytézek
Dalsi purifikace

jontoméni¢ova chromatografie

rychlost kapacita hydrofébni chromatografie
gelova filtrace
vytézek
rozliSeni
Docisténi
gelova filtrace
reverzné fazova chromatografie rychlost // Kapacita

vytézek



Logické poradi purifika énich kroki

Percent occurrence in each

purification step
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Analyza 100 usgsnych purifikaci

«+»#+ Homogenization
== Precipitation
—{=— lon-exchange
== Affinity
= Size-exclusion

D e TN

- _.
B T T | 8 | |

St;p 1 Step 2 Step 2 Step 4 Step 5 Step & Step 7
Stage in purification scheme




Zakladni zasady pro patadi purifika ¢nich kroku

* na z&atek zaadit metody s vysokou kapacitou a malymérikem a
rozlisenim- velké mnozstvi levného vstupniho materialu

o pozcji metody s vysokym rozliSenim a ¥kem, kapacita ményznamna
— Ve vzorku jiz investovana prace, mnozstvi proteinon@nsi

« pokud moznagadit metody za sebou raciondliez nutnosti mezikrdak
(vymeéna puffi mezi fiznymi separénimi technikami naip dialyza nebo
ultrafiltrace > snizeni vy&zku)

piiklad: po precipitaci siranem amonnym nebo iorioifoveé chromatografii (protein je eluovan
z kolony za vysokych koncenracich solifatdit hydrofébni chromatografii (vzorek davkovan
na kolonu ve vysoke koncentraci soli)

* jednotlive separai metody pokud mozno neopakovat
o ¢im mére kroki, tim &tsi vyt€znost proteinu



¢istoty proteinu

\ani

Sledo

Nativni PAGE

Eluované proteiny

Nenavazane proteiny

POvodni vzorek

Standardy

SDS PAGE

— dimer

Wi @ e W — monomer




FUZNI PROTEINY

Transl&ni fuze sekvenci kodujicich rekombinantni protein a
a) kratky peptid [p (His),, (Asp),, (Arg), ... ]
- uniformita purifikace
b) prirozeny oligopeptid [p. MBP, GST, thioredoxin ...]
- pozitivni znmeny kvality a kvantity exprese
(Casto zvysSeni solubility rekombinantniho proteinu)

- uniformita purifikace

- detekce, sekrece

- fuzniho partnera Ize obvykle selektévadsEpit



His-tag 6, 8, or 10 aa N-, C-, internal purifikace
thioredoxin 109 aa (11.7 kDa) N-,C- purifikace, zvySeni produkce
His-patch thioredoxin 109 aa (11.7 kDa) N-,C-

purifikace, zvySeni produkce
chloramfenikol acetyltransferasa 24 kDa N- sekrece, purifikace, detekce
avidin/streptavidin Streptag purifikace, sekrece
glutathion-S-transferasa-GST 26 kDa N- purifikace
maltosu vazajici protein (MBP) 40 kDa N-, C- purifikace, sekrece
zelerg fluoreskujici protein (GFP) 220 aa N-, C- detekce
polyasparagova kyselina 5-16 aa C- purifikace
ompT /ompA 22 aa /21 aa N- sekrece




REKOMBINANTNI PROTEINY S FUZNI KOTVI CKOU

Kotvi ¢ka (tag) Typ chromatografie | Princip separatni techniky

poly [His] afinitni vazba na kov

lgG vazna doména| afinitni vazba na protilatku

Poly [Asp] iontongnicova vazba na anion vazajici matrid
Poly [Phe] hydrofébni vazba na hydrofobni matrici
Srep-tag afinitni vazba na streptavidin

Poly [Arg] iontomenicova vazba na kation vazajici matrigi

Separani techniky charakteristické
rovnovahou vSech parametr

rozliSeni

rychlos

kapacita

vytézek



His-Tag jako N ¢i C-koncové prodlouzeni proteinu

o Rozpoznavaci sekvence pro
Vazne misto pro KoV yroteasu thrombin

A
[ )

MGSSHHHHHH SSG.VPRGS

FaktorXa [|IEGR/X
EnterokinasaDDDDK/X
3C proteasa LEVLFQ/GP
TEV proteas&NLYFQ/G



- 1.1975- uvéejnil Porath a kol. metodu frakcionace sérovych ginit

- konstrukce ur@ych oligohistidinovych domeén fuzovanych k N- nebo
C- konci proteinu metodami mol. biologie

- nyni jeden ze zakladnich purifi&aich postufp rekombinantnich
proteini

Ni-NTA Agarose based Protein
Purification




Immobilized metal affinity chromatography

Ey

protease

charged metal chelate resin

' [imidazole] [




Efekt kovového iontu navazaného na POROS MC/M matai

Funkéni skupinaimidodioctova kyselina

M (kDa)

170 — —

116 =——
86—

e R e B 4—{His]5?_'m-pﬁﬂ.r

55 mm— p— i o R

2?— [ ——

20— —

Zn%* Ni¢t Co?t Cu?t

Sila vazby:Cu?* > Ni2* >zn2* ~ Ce**




Protokolnativni IMAC  konkrétniho proteinu jecasti nepenosny na jiné proteiny!

Obecrg Ize navrhnout
mh pufry o pH 7-8 pro vazbu rek. proteinu s kovovym amt

- pufry s vysokou koncentraci soli (riap,5-1 mol/l NaCl)

- nizSi koncentrace imidazolu nebo snizeni pH pro od&tian
balastnich protein

b eluce pouZzitim gradientu imidazolu (0-1 mol/l),
vyraznym snizenim pH nebo vyuzitim EDTA



Denaturacni IMAC  — purifikace proteini v inkluznich téliscich

‘ purifikace za vysokych koncentraci tmyiny nebo
guanidinium chloridu
—» Cisty protein, ale poruseni kvartérni struktury
(post&i vSak nap. na imunizace)

Zisk nativniho konformeru: - nutné progieni enzymove kinetiky, rtg analyza,...

- eluce proteinu z kolony a jeho renaturace dialyzou
nebo vyraznymizd&nim v renaturénich pufrech

- renaturace enzymu vazaného na matrici:
ww==b gradient z denatutaich do renatugmich puff
=== pulzni renaturace



Purification of AHP5 — improvement of the protein yield
Comparison of the yield of purified protein expressed in LB and TB medium

Expression in LB medium
°°°°°°°°°°°° et PUrification: metal chielate affinity chromatography, gel filtration
Purity: 96%
Concentration of the protein: 22 mg/mi

Yield: 3,3 mg/ 4 | of bacterial culture
Expression in TB medium

Purification: metal chelate affinity chromatography,
gel filtration

ity: 95%
Concentrati the protein: 23mg/mi
Yield: 11,3 mg/4l of bag: tal,culture

ot

——-'—.“

mi



Zakladni doporuéeni pro uskladnéni proteinu po purifikaci

Doba skladovani: par draz vice nez rok — zalezi nainozenych vlastnostech
proteinu a podminkach, ve kterych je protein skiato

1. Teplota
Podminky skladovani
Podminky Roztok na | Roztok na -80°C, tekuty dusik | Lyofilizovany
4°C -20°C v 25-50% vzorek, zamrazeny
glycerolu
Doba skladovani 1 mesic 1 rok roky roky
PoZadavek sterilniho praéstli nebo | ano Obvykle ano ne ne
piidavek antibakterialniho additiva
Kolikrat maze byt takto skladovany] mnohokrat | mnohokrat 1 x , opakované 1 X,

vzorek pouzity?

zamrazovani a
rozmrazovani obeeén
vede k degradaci
proteinu




Zakladni doporuéeni pro uskladnéni proteinu po purifikaci

2. Koncentrace proteinu

- roziedénim proteinu na < 5Q0g/ml dochaztasto k jeho inaktivaci nebo ztéat
proteinu

- disociuji podjednotky multimernich protéin
- ztrata proteinu k#di signifikantni adsorpci naizné povrchy

Protein by nil byt skladovan p koncentraci nejménl mg/ml nebo se fize
protein stabilizovat fiddavkem jiného proteinu nABSA nebo pidavkem additiva

3. Pridavek additiv zaji&’ujicich stabilitu proteinudhem skladovani
- 25-50% glycerol nebo etylenglykol
- 0,02-0,05 % Nal|
- Inhibitor proteas
-1-5 mM EDTA
- 1-5mM DTT, merkaptoetanol
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Navazujici predméty

Vyukovy modul: Priprava a charakterizace proteini

Ptiprava a charakterizace protein- Exprese a purifikace proteini (v ¢estirg)
Priprava a charakterizace protiith — Biokatalyza a enzymova technologi¢r angliting)

Priprava a charakterizace protiitl — Proteinem zprost¥edkované interakce(v angliting)



Technologie rekombinantnich proteini

ect gene Insert cONA in an
’Sﬁ ik CroatooDNAO! iy Expression system j
ad -"J:J.-,-.T lj’-" ; / =
/ Grow large
volumes of
. protein in
culture

Furity protein

by affinity

magnetic chromatography
resgnance or other methods

spectroscopy

Data analysis

W Crystallize
=) ‘_ protein

X-ray diffraction




