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Rekombinantni proteiny

Rekombintni DNA je arteficialni DNA sekvence, ktera vznikla novou
kombinaci fiznych DNA sekvenci.

Rekombinantni proteiny jsou proteiny ziskané vnesenim
rekombinantni DNA do heterologniho hostitele @hap
mikroorganismus, kvasinky), ve kterém dojde k pitadd genu.



Vyuziti rekombinantnich proteini

Nadprodukce a purifikace rekombinantnich praiggou nezbytnym
predpokladem pro:

* Biochemickou funkéni charakteristiku proteinu (urceni @gesnych
kinetickych parametrK,,, k.,pro enzymy se substratempto
enzymy s inhibitorem, Kpro protein - proteinové interak¢eligand -
proteinoveé interakce)

 Strukturni analyzu (NMR, krystalografie)

 V prumyslovem neritku jsou produkovany léky, vakciny a
potravinove dophiky.

Cil: Vysoky vy€zek homogenniho proteinu (mg — kg proteinu)

Zachovani biologicke aktivity



Pro¢ vyrabét rekombinantni proteiny?

Prirozeny zdroj:

Obtizre se ziskava (tkan organy).
Obtizre se kultivuje (bakterie, viry, tk@veé kultury).

Limitovana exprese

Casto obtizna purifikace proteinu

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

Protein Source Yield (ug) Reference
Multipotential colony- pokeweed mitogen-stimulated 1 Cutler et al. (1985)
stimulating factor mouse spleen-cell-conditioned
medium (10 liters)
Human A33 antigen human colon cancer cell lines 25 Catimel et al. (1996
(10" cells)
Platelet-derived growth human serum (200 liters) 180 Heldin et al. { 1981 )
factor (PDGF)
Granulocyte-colony- mouse lang-conditioned 40 Micola et al. (1983)
stimulating growth medium (3 liters)
factor (G-CSF)
Granulocyte-macrophage mouse lung-conditioned 12 Burgess et al. (1986)
colony-stimulating growth medinm (3 liters)
factor (GM-CSE)
Coelenterate morphogen sea anemone (200 kg) 2 Schaller and Bodenmuller (19581}
Peptide Y'Y (PYY) porcine intestine (4000 lgz) GO0 Tatemoto (1982)
Tamor necrosis factor { THE) HL&0 tissue culture medium 2 Wang and Creasy (1985)
(18 liters)
Murine transferrin receptor NS-1 myyeloma cells (10! cells) 20 van Diriel et al. (1984)
Fibroblast growth factor (FGF) bovine brain (4 kg) 33 Gospodarowicz et al. (1984)
Transtorming growth human placenta (8.8 kg) 47 Frolik et al. (1983}
factor-i (TGE-[3)
Human interferon human lenkocyte-conditioned 21 Bubinstein et al. (1979)
medium (10 liters)
Muscarinic acetylcholine porcine cerebrum (600 g) f Haga and Haga (1985)
receptor
2 Graziano et al. (1985

p,-adrenergic receptor

rat liver (400 g)

Adapted, with permission, from Simpson and Mice ( 1989].



Technologie rekombinantnich proteini
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Hostitelsky organismus pro expresi
rekombinantnich proteinu

Bakterie

Kvasinky

Rostliny

Sawvi bunky

Hmyzi buiky s bakuloviry

In vitro translace



Obsah prednasky

1. ¢ast: Exprese rekombinantnich proteini v E.coli

Exprese proteiinfiazovanych s
GFP VE. cali

Purifikace protein fuzovanych s GFP
pomoci hydrofébni matrice




Produkce heterolognich proteimi v E. Coli

VYHODY :

 Vysoka produkce rekombinantnich protiin

» Dobre prostudovany genom a proteom-usréadn

genovych manipulaci

» Designrady vektofi usnadiuje klonovani a expresi cizich gen
* Rychly nist v pongrn¢ levném médiu

* Prizpuisobivost systému



Produkce heterolognich proteini v E. Coli

NEVYHODY:

« Poteba cDNA zkoumaného proteinu

« Absence eukaryotickych posttransiéch system
(posttranslani modifikace)

» Tvorba nerozpustnych inkluznicklisek

 Omezena schopnost tvorby disulfidickych vazeb

* Chybi sekréni mechanismus praéinné uvohovani proteinu
do kultivatniho media



Expresni sysém pro produkci
rekombinantnich proteinu v E.coli

Hostitelsky
kmen

Podminky
kultivace




Expresni vektor

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

pET-32a(+) sequence landmarks Ava l(158)
Xho I(158)
T7 promoter 764-780 Eag l(166)
o Not l{166)

T7 transcription start 763 Hind lll173)

Trx*Tag coding sequence  366-692
His*Tag coding sequence  327-344 ‘.Bpm 102 li80)

SeTag coding sequence 249-293

Multiple cloning sites | Neo l212)
(Neo1- Xhol) 158-217 Bl ll241)
His*Tag coding sequence  140-157 Dra illi5659), ‘ - Kpn l(238)

: “~Nsp V(268)
T7 terminator 26-72 Z—Msc l{351)
Iadcoding. s.equence 1171-2250 : @‘;345839) / Rsr lls8g)
pBR322 origin 3684 o“\g\“ Xba 1(729)
bia coding sequence 4445-5302 O SqrA la40)

- & Sca li4995)
1 origin 5434-5889 )
Pvu li4885) Qr;? . Sph l(es6)

The maps for pET-32b(+) and pET-32c(+) ] = Ecol06)

Pst l(4760) -/ /V

are the same as pET-32a(+) (shown) with f,i g \ ApaB I(1205)
the following exceptions: pET-32b(+) isa /é_}. 4

5899bp plasmid; subtract 1bp from each site Bt vy

Eam1105 |(4357)-L ‘I

beyond BamH I at 198. pET-32c(+) isa 5 | | | R
5901bp plasmid; add 1bp to each site | pET'323{+) 2
\ (5900bp) = /| Bl li1535)
beyond BamH I at 198 except for EcoR V, \ | "'
which cuts at 209. | /| [BStE ll7oz)
o // Bmg 11730)
Apa (1732
AlWN 14038) RSy pacliiraz)
BssH Ii(1832)
Hpa li2027)
BspLU11 1(3622)
Sap 1(3506) PshA 1(2386)
Bst1107 I33s3) —
Tth111 1(2367) / / Y Pspb lli2628)
BspG I(3148)
_Ulprmotr o lac operator Xbal tbs
AATACGACTCAC TATAGGGGAAT TCTCAGCGGATARCAAT TCCCCTCTAGARATANTTTTGTTTAACT TTAAGAAGGAGA

His*Tag
TCATCA

pET-32a(+) Eagl
Ncol EcoRV BamH1 EcoR1 Sacl Sall  Hindlll__ Notl

G CAAGETTGE
gGInAlalysGlyh

T7 terminator

AACCCCTTGGGBCCTCTAAACGGGTCT TGAGGEGTTITTTG

-«
T terminator primer #GB?»‘.W:} .
pET-32a-c(+) cloning/expression region




Struktura vektoru pro u¢innou expresirekombinantnich proteini v E.col

———— Klonovac i misto

~ Gen pro rezistenci

- k antibiotiku

Operator -
vazebn é misto pro represor

» Ribozom -vazebn é misto

pET-32a(+) sequence landmarks Ava l(158)
Xho I(158)
T7 promoter 764-780 Eag I(166)
T7 transcription start 763 ﬁﬁ:ﬁl{h‘;ﬁm
Trx+Tag coding sequence  366-692 gal Ii179)
His*Tag coding sequence  327-344 Bpu1102 l(s0) Eigpugchz;
. i . BamH l{198)
S+*Tag coding sequence 249-293 | EcoR V(208)
Multiple cloning sites | Neo li212)
(Neo1- Xhol) 158-217 gl 1l(241)
His*Tag coding sequence  140-157 Dra Illi5858) ‘ Kpn l(238)
Nsp V(268)
T7 terminator 26-72 c l{351)
lacI coding sequence 1171-2250 I543_;‘5889) R lis9)
pBR322 origin 3684 P ¢ Xba 1729}
F o
bia coding sequence 4445-5302 B by SarA l(za0)
f1 origin 5434-5889 &
Pvu I(485) J,‘? Sph I(e96)
The maps for pET-32b(+) and pET-32c(+) Pet a7l é? EcoN 1(1056)
are the same as pET-32a(+) (shown) with 7‘” 3 }’\Apaa 1(1205)
the following exceptions: pET-32b(+) isa T g. C
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site el & ||‘ |
beyond BamH I at 198. pET-32¢(+) isa Eami1051(ay | &1l
i i ET—323(+) o I| Miu I(1521)
5901bp plasmid: add 1bp to each site p =
\ (5900bp) = | | [*Bel li1535)
beyond BamH I at 198 except for EcoR V, | = ’,‘
which cuts at 209. \ S .l"ES‘E |”“792.‘
mg l(1730)
L'}’ '\Apa l(1732)
&
BssH Il{1932)
promotor
BspLU11 li3622)
Sap (3506) PshA l(2366)
Bst1107 l(3383) e R
7) f \Psp5 lliz628)
BspG la148)
Mﬁ lac operator Xbal rbs
ATAPCACTOAE TATAMELEALT TETEACEERL T LA LRCCTCTARLAAT AL [ LA T TARCAAGCAGA
Mscl His*Tag
» CTRECCATATRCACCATCATCATCATCATICT TCTGRTETGRTG
afllySerGlyoe ste i sHIsH I sHIsHIist GeliyLeuV
Selag — NspV
GGTATGARAGAAACCGC TGCTGCT AAAT TCGAACGCCAGCACATGBACA S TACCGAL T
GlyMetlysGlu afloblolysPheG luArgGinHi sMetAspS yThrAspAspAspAsply

Sall

g Fuzni/purifika éni

CCGECTECTAA  pET-32b(+

CTAA pET-32c(+)
- Thi

T7 terminator

znacky/kotvy

Ve

» Transkrip €éni

TAR TAGCATAACCCCTTEEGGCCTCT AMACGEGTCT TGAGGGGTTTT

= \ghEnc
7 terminator primer #6‘3337@ )
PET-32a-c(+) cloning/expression region

GCTGCCACCG

suleuPr

terminator




Struktura vektoru pro u¢innou expresirekombinantnich proteini v E.col

pET-32a(+) sequence landmarks

T7 promoter 764-780
T7 transcription start 763
Trx+Tag coding sequence  366-692
His*Tag coding sequence  327-344
S+*Tag coding sequence 249-293
Multiple cloning sites

(Neo 1- XhoT) 158-217
His*Tag coding sequence  140-157
T7 terminator 26-72
lacI coding sequence 1171-2250
pBR322 origin 3684

bia coding sequence 4445-5302
f1 origin 5434-5889

The maps for pET-32b(+) and pET-32c(+)

EcoR I(182)

BamH l(198)
EcoR Vi206)
Neo 1212

Bgl ll{241)
Kpn 1(238)

Nsp Vi268)
Msc li351)

Rsr ll{5ag)

Dra lll(5658)

Sca li4995)
Pvu l(4285) Sph 1(g96)
_ EcoN I1056)

Pst 1(4760) -

are the same as pET-32a(+) (shown) with § ApaB 1(1205)
the following exceptions: pET-32b(+) isa Q
g, P p () . Bsaliste) | | < b
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site I{ 1|
beyond BamH I at 198. pET-32¢(+) isa FamiesIeaaTy) | =1
= i : ET 323 + g I| |, Mlu lt1521)
5901bp plasmid: add 1bp to each site l P HE:OOb ( ) = || Kpet sasy
5 ]
beyond BamH I at 198 except for EcoR V, \ ( P iy ",‘
5
which cuts at 209. | r‘/ f BstE ll1702)
,\,'\» 3mg|l(1?3m
Oy a (1732
AlwN I(4038) RS paira)
Q,;. BssH ll{1a32)
P
promotor £ Hpa
| Y
BspLU11 li3622)
Sap (3506) PshA l(2366)
Bst1107 l{3393 _ .
7) T \Psp5 lliz628)
BspG la148)
M., lac operator Xbal rbs
L e A T B LA A LT L AL CCC A TR A AT T CR CETC TAGARATAL CTTTARET T TAAGAAGGAGA
Mscl His*Tag
LCTGGCCGGTTETRETTCTRECCATATGCACCATEATCATCATCATTCT
-LevAlaGlySerGlySerGl yh sl’ét_lr- sHIsH %95[\553\
S+Tag  NspV . angT;i:r Kpnl thrombin
GGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTARAT TCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATC TGEGT ACCGACGAC GACGACAAG
GlyMetLysGluThrAloAloAlolysPheGluArgGlinHi sMetAspSerProdspleutly ThrAspAspAsphsplys .
pET-32a(+) Eagl A =1 enterokinase
Neol EcoRV BamH| EcoR| Sacl  Sall Hindlll _ Notl Xhol His*Tag
ATCGGA AATTCGAGC TCCGTCEACAMGE T TGCGGCCECACTCEAGCACCACCACCACCACCACT GAGATCCAEETECTAL
uPheGluleuArgArgGinAlaCysG!yArgThrArgA|laProProProProProleudrgSerGl yCysEnd
STCOACAAGCTTECGECCGCAC TCGAGCACCACCACCACCACCAL GATCCGRCTGCTAS  pET-32b{+

TATCTETGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACARGETTGE
rleuTrpl leArgl leArgh [oProSerThr8erloudr

GluHIsHIisHIsHisHIisHIsEr

Vol AsplysleuAloAloAlole

ACTCOAGCACEA ACCACCACTGAGATCCGGET

CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGT
LysProGluArglysleuSer

oHisSerSerThr Thr heThrGlul | edr
Bpul102 | T7 terminator
SGCTGETGCCACCGLTGAGCAATAAC TAGCATAACCCCT TEGEGECCTCTAAACGEETCT TGAGEBGETTTTTIG

rpleuleuProfrol nAsnknd

47,
7 terminator primer #69337@ )
PET-32a-c(+) cloning/expression region

Operator -
vazebn é misto pro represor



Vlastnosti promotor u:
e Silny promotor (ptac, ptrpApL, pT,)

- Protein zajmu by @ tvorit 10-30% a vice z celkového bakterialniho
proteinu.

 Pirenositelny do iznych kmeni E.coli
 Vykazuje minimalni hladinu bazalni exprese

- Pokud jsou proteiny netoxické dosahuje se vysokytévka proteini
rastem buik do vysokych hustot s naslednou indukci aktivity
promotoru.

- U toxickych proteifi pro je nutna stringentni regulace promotoru.
e Jednodwse a levr€ inducibilni
- Teplotni indukcexXpL)
- Chemicka indukceptac, ptrp, pT7)IPTG (isopropyl{f3-D-thiogalaktopyranozid)



Struktura vekto

pET-32a(+) sequence landmarks

T7 promoter 764-780
T7 transcription start 763
Trx+Tag coding sequence  366-692
His*Tag coding sequence  327-344
S+*Tag coding sequence 249-293
Multiple cloning sites

(Neo 1- XhoT) 158-217
His*Tag coding sequence  140-157
T7 terminator 26-72
lacI coding sequence 1171-2250
pBR322 origin 3684

bia coding sequence 4445-5302
f1 origin 5434-5889

The maps for pET-32b(+) and pET-32c(+)
are the same as pET-32a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-32b(+) isa
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site
beyond BamH I at 198. pET-32c(+) isa
5901bp plasmid: add 1bp to each site
beyond BamH I at 198 except for EcoR V,
which cuts at 209.

ru pro uéinnou expresirekombinantnich proteinu v E.coli

EcoR I(182)

BamH l(198)
EcoR Vi206)
Neo 1212

Bgl ll{241)
Kpn 1(238)

Nsp Vi268)
Msc li351)

Rsr ll{5ag)

Dra lll(5658)

Sca li4995)
Sph 1(g96)

Pvu 1(4885)
_ EcoN I1056)

Pst 1(4760) -
« ApaB 1(1205)

X
{ Q \
Bsali4sis) o/ | < \ ‘.‘
Eam1105 I{4357)JL_ ‘l B |I |I
| pET_323(+) a I| , Mlu It1521)
\ (5900bp) =] Bel l{1535)
\ 3 ”fB
;../ £ BStE l1702)
,\,'\} Bmg li1730)
Apa (1732
AlwN (4038) \éﬁ pa l(1732)
. BssH Il{1932)
e
1 ‘%'% Hpa l(z027)
]

BspLU11 li3622)
Sap (3506)

Bst1107 l(33¢3) __ .
Tth111 l(33867) ]\
BspG la148)

PshA l(2366)

\Psp5 lliz628)

Mﬁ lac operator Xbal rbs
ARTACGACTCACTATAGGGGAAT TGTGAGCOGATARCAATTCCCCTCTAGAAAT AL GTTTAACTT TARGAAGGAGQA
Trx+Tag Mscl His*Tag
B CGRTTCTBRTTC I_ILL:C.!.'#";C#.ECP CATCATCATCA sGTCT STTC
O5ac LevAlaGlySerGlySerGlyHisMetHIsHIsHIsHIsH st rGlylLe ySe
S+Tag  NspV S-Tag pﬂ%ﬁﬁ;‘?gﬁ ?3 thrombin

GlyMetlLysG
pET-32a(+)

CLTATGAAAGARMACCLGCTGCTGCT AAAT TCGAA
uThrdloflodlolysPheGluArgGlinHi sHetAspSe

Neol  EcoRY BamH| EcoR1_Sacl

GTACCGACGACGACGACRAG
yThriAspAspAsphsplys

CGCCAGCACATGBACAGCCCAGATCTG
SerProfspleu
. Eagl Aval .
Sall _ Hind Il Notl Xha | His*Tag
AGCTCCGTCGACAAGL TTGLGECCECACTCEAGCAC CACCACCACCACCACT GAGATCCGECTEETAA
LeuArgArgGinAlaCys ProProleudrgSerGlyCysEnd

enterokinase

yArgThrArghlaProProP

CTGTGGATCCGA

GATCCGRCTGCTAA  pET-32b{+

GCGGCCGLAC TCGAGCACCACCACCACCACCAC
GluHIsHIisHIsHisHIisHIsEr

CGTCOACAAGL
Vol AsplysleuAloAloAlole

ACCACCACTGAGATCEG

Lo Te

“TECTAA pET-326(4)
e

ATTCG CCOTCGACAAGET

C 5C6 ACTCOAGCACEA
lleArghA loProSerThrierleule Skt anlhe

[P o

TyrLeuTrpl leArg

CAAAGCCCGARAGGAAGCTGAGT

LysProGluArglysleuSerTr

T7 terminator

Bpul102 1

» Transkrip én

TGEGECCTCTAMACGEGTCT TEAGGRET

SGCTGCTGCCACCGE CCAATAR TAGCATAACCCC

pleuleuProProL erdsnAghtnd

- TR
SYEp terminator primer #69337@ )
PET-32a-c(+) cloning/expression region

terminator

» Ribozom -vazebn é misto

Ve



Struktura vektoru pro uéinnou expresirekombinantnich proteini v E.coli

I * | /FFBS\ |
R .35 P_m coding mquencm Tet Ori
[ 82— XX

I'IS-E;,J :U\l STOP codon
TTGACA (N);7 TATAAT ﬂgiu
START codon UAG

mANA 5' UAAGGAGG (N)g IAUG (91%)
165 rANA 3" {eAUUCCUCC GUG (B%)
UUG (1%)

Ribozomalni vazebré misto sbD sekvence

Vzdalenost mezi SD sekvenci a inim@m AUG kodonem: 4-13 nukleotid
tato vzdalenost ovliwje (Einnost iniciace translacegtimalni vzdalenost je
4-8 nukleotidi) - oblast bohata na AT pary.

Transkrip ¢ni terminator T, term, rT1,T2
(zabrauje okluzi promotoru, zvysSuje stabilitu mMRNA)



Vybér hostitelského kmeneE.col

Vektor Hostitelsky

kmen

Podminky
kultivace



Expreserekombinantniho proteinu v hostitelském kmeni E. col




Toxicita rekombinantniho proteinu pro hostitelsky kmen

 Neni omezena na pouhy fakt, ze je protein je prikbwizi, ale
muze byt zfisobena i tim, ze je nadprodukovagityrnativni gen.

Pro hostitele jsou smrtelré:

* Rekombinantni proteiny s hydrofébnimi oblastmi maxitky
ucinek - asociuji s membranou nebo se inkorporuji do branoveho
systéemu biky (poruseni membranového potencialu).

 Proteiny, které inaktivuji ribozomy.



Vybér hostitelského kmeneE.coli s ohledem
na toxicitu proteinu pro hostitele

* Nutna @isna regulace expresniho systemu

Komern¢ dostupné bakterialni kmeny &nymi urovriémi regulace
exprese, zajifjicimi minimalizaci bazalni exprese.

BL21(DE3) firma Novagen

BL21(DE3)pLysS firma Novagen




Ruzneé urovné minimalizace bazlni exprese

vBL21(DE3)
BL21(DE3)pLysS/E
BL21

( IPTG Induction

IPTG Induct ia

E. coli RNA T7 RNA
polymerase polymerase
| T7 gene 1 | Target gene
| T7 RNA polymerase |
LA | g/
I + + I
| laco | \/ | | laco

lac promoter

lac

» Cca 10 % hladina bazalni expreseefpindukci exprese) klonovaného

genu.

\_

E. coli genome

Rﬂjromotor /
A




Ruzneé urovné minimalizace bazlni exprese

( IPTG Induction IPTG Induct 1}
E. coli RNA * T7 RNA *

polymerase polymerase

| |
B L2 1 (D E3) ! g‘ene 1 T7 RNA PTIYmerase ? Targe|t HEIE

LA .

1 | S S e '
| |L ""':Ii‘if'if"l' | | J|'[l'|15rj1?r1(‘sr\|
vBL21(DE3)pLysSE | | Lt U S
| — I 2
g N I_®—_I 8
BL21 —G
reprrlassor + reprT\Ssor
|
ac | l'E; e @ lac | lg ene —
T7 lysosyme
—

T7 lysozyme —%y
gene

\ E. coli genome j

» Expresni kmen obsahujici plazmidy pLysS nebo pLysE uiwdd prisnou regulaci
expresniho systemu vyuzivajici T7 promotor. Tyto pldyrkoduji lysozym, ktery se
vaze na T7 RNA polymerasu a inaktivuje ji a minimgiizak bazalni expresi.

- Cca 1-3% hladina bazalnirgxd indukci exprese) exprese klonovaneho
genu.



Ruzneé urovné minimalizace bazlni exprese

( IPTG Induction
E. COJ'I'AF_\’.N_A *

polymerase

BL21(DE3) !

|
BL21(DE3)pLysS/E | &
\/B L21 reprraTgsor

\_

E. coli genome

T7 RNA polymerase

> 1>

\I NACTIVE

fsyme

| \
|
Iy ozym —%

IPTG Induﬂt 1&

T7 RNA
polymerase
? Target gene
: J'ac 0 ;S

\Ypromot =15 /
lac

repressor

8

 Indukce exprese infekci bakteriofagem CEG (genTpt&RNA

polymerasu)

NejvysSsi Urovai represe!!



Vyuzivani kodoni E.coli (codonusagg
» Geny u prokaryot a eukaryot se vyZop nenahodnym vyuzivanim synonymnich

kodon.

« Kodony #idka vyuzivaneé (. Coli se mohou hogavyskytovat u heterolognich gén
pochazejicich z eukaryot, archebakterii aj.

» Frekvence vyuziti synonymnich kodionbvykle odrazi zastoupeni jejich tRNA Y

cytoplazng.

Escherichia coli K12[gbbct]: 14 CDS's (5122 codons)

fields: [triplet] [frequencyper thousand ([number])

UW 19.7(  101) UCU
UUC 15. 0( 77) UCC
UUA 15. 2( 78) UCA
UUG 11. 9( 61) UGG

7( 29) UAU 16. §(
5( 28) UAC 14. 6(
8( 40) UAA 1.8(
0( 41) UAG 0. 0(

@ Na;

cuU 11. 9( 61) CCU 8. 4( 43) CAU 15. §(
cuC 10. 5( 54) COC 6. 4( 33) CAC 13. 1(
CUA 5. 3( 27) CCA 6. 6( 34)  CAA 12.1(
CUG 46.9(  240) COG 26.7(  137) CAG 27.7(

AUU 30.5( 156) ACU 8.0( 41)  AAU 21. 9(
AUC 18. 2( 93) ACC 22.8( 117) AAC 24. 4(
AUA 3. 7( 19) ACA 6. 4( 33) AAA 33.2(
AUG 24.8(  127) ACG 11.5( 59) AAG 12. 1(

GUU 16. 8( 86) GCU 10. 7( 55) GAU 37. 9(
cuC 11. 7( 60) GCC 31.6( 162) GAC 20. 5(
GUA 11. 5( 59) GCA 21.1(  108) GAA 43.7(
GUG 26.4( 135) GOG 38.5(  197) GAG 18. 4(

Coding GC 52.35% 1st letter GC 60.82% 2nd letterdB®1% 3rd letter GC 55.62%

86)
75)
9)
0)

81)
67)
62)
142)

112)
125)
170)

62)

194)
105)
224)

94)

5
ucC 8. 0(
1
UGG 10.

oaU 21. 1(
OGC 26. 0(
CGA 4. 3(
GG 4. 1(

AGU 7. 2(
AGC 16. 6
AGA 1. 4(

AL 0

GaU 21. 3(
GGC 33. 4(
GGA 9. 2(
GGG 8. 6(

108)
133)
22)
21)

37)
85)
7
8)

109)
171)
47)
44)

IArabidopsis thaliang[gbpln]: 80395 CDS's (31098475 codons)

fields: [triplet] [frequencyper thousand ([number])

U 21
. 7(642407)
. 7(394867)
. 9(649150)

8(678320)

. 1(750114)
. 1(500524)
. 9(307000)
. 8(305822)

. 5(668227)
. 5(576287)
. 6(391867)
. 5(762852)

. 2(847061)
. 8(397008)
. 9(308605)
. 4(539873)

GG 9

. 2(782818)
. 2(348173)
. 3(568570)
. 3(290158)

. 7(580962)
. 3(165252)
.1(502101)
. 6(268115)

. 5(544807)
. 3(321640)
. 7(487161)
. 7(240652)

. 3(880808)
. 3(321500)
. 5(543180)
. 0(280804)

UAU 14.
UAC 13.
UAA 0.
UAG 0.

CAU 13
CAC 8
CAA 19

AAU 22.
AAC 20.
AAA 30.
AAG 32.

GAU 36.
GAC 17.
GAA 34.

GAG 32

6(455089)
7(427132)
9( 29405)
5( 16417)

. 8(428694)
. 7(271155)
. 4(604800)
CAG 15

2(473809)

3(693344)
9(650826)
8(957374)
7(1016176)

6(1139637)
2(535668)
3(1068012)

. 2(1002594)

UcU 10
. 2(222769)
.2( 36260)
UGG 12.

CG&C
CGA
CGG

A O WO

AQU 14.
AGC 11.

5(327640)

5(388049)

. 0(280392)
. 8(117543)
. 3(195736)
. 9(151572)

0(435738)
3(352568)

RGA 19, 0(589788)
(A6 11.0($40922)

GGU 22. 2(689891)

G 9.

2(284681)

GGA 24. 2(751489)
GGG 10. 2( 316620)

Coding GC 44.59% 1st letter GC 50.84% 2nd letterdBG4% 3rd letter GC 42.38%

http://www.kazusa.or.ip/codon/



Malo preferované kodony u E.coli

Codonis) Amino acid
AGA, AGG, ICGA, CGG....vvvvvrervccesessssssssssssnsssssssssssssssssssssssns Arg
UGU, UGC......oooessssssssssnsnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns Cys
GGA, GGG ..o Gly
AUA s [le
CUA, CUC..smssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss Leu
CCC, CCU, CCALrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssoses Pro
UCA, AGUUCG, UCC v Ser
ACA o Thr

Makrides, 1996

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

* Predtasné ukoteni translace (zkraceny produkt)
» Posunutittecino ramce (delSi produkt)
e Posun az 0 2 AK v miSAGA kodonu

e Zamena aminokyseliny éasto arginin (kodon AGA) za lyzin



Vybér hostitelského kmeneE.coli

* Pro produkci geni obsahuijici velké mnozstvi kodonu, kteréjsou malo
vyuzivané E.coli, je mozné pouzit komeéné dodavane kmeny, které produkuji
tRNA malo uzivanych kodan

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

CodonPlusRIL ' (isoleucine)) andCUA (leucine,L) firma Stratagene

*BL21 (DES3) *AGG/AGA (arginine,R) andCCC
CodonPluskRP (proline, P)

*AGG/AGA (arginine,R), CGG
*Rosetta or (arginine,R), AUA (isoleucine))
Rosetta (DE3) CUA (leucine,L)CCC (proline), and
GGA (glycine,G)

firma Stratagene

firma Novagen

NEBO: Mistre tizend mutageneze - zéna malo preferovaného kodonu



Degradaceproteinu

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

- Selektivreé odstrauje ,abnormalni* proteiny:

* Nekompletni polypeptidy

 Proteiny se zagménymi AK

« Nadn®rn¢ syntetizované podjednotky multimernich protein
 Proteiny poskozené oxidaci nebo volnymi radikaly

e Cizi, rekombinantni proteiny (problémem jsou proyein1l0 kDa)



Vybér hostitelského kmeneE.col

Kmeny deficientni na proteasy

e Mutace, eliminujici produkci proteas a tim protemwmlybu
degradaci rekombinantnich protéin

Expresni kmenyL21 jsou deficientni na:
cytoplazmatickou proteadon
periplazmatickou proteasampT



Aminokyseliny redukujici stabilitu heterolognho proteinu

1. N-koncoveé pravidlo

e Stabilita proteinu je ovlivina aminokyselinou, ktera nasleduje prvni
aminokyselinu polypeptidovéhetzce (methionin).

 Aminokyseliny na této pozici redukuji stabilitu privte:

Arg, Lys, Leu, Phe, Tyra Trp

 Polatas rozpadu proteinu pouze 2 min

2. Lysin ve vniti'ni sekvenci pobliz N-konce proteinu
 Degradace ubiqutin-dependentnimi proteasami

3. PEST hypotéza

e Oblasti bohaté na Pro (P), Glu (E), Ser (S), Thr (T)

 Po fosforylaci PEST degradace proteinu Ca-dependanproteasami



Cilena exprese proteinu

Cell wall Cytoplasmic membrane




Cytoplazmaticka exprese
* Preferovany zfisob

Vyhody

* VVysoky vytzek proteinu

» Jednodussi plazmidové konstrukty
e Inkluzni €liska

Nevyhody

e Inkluzni €liska

* Redukni prostedi

* Proteolyza

 Vice komplexni purifikace



Inkluzn i téliska

* Nerozpuste shluky Spatré poskBdarého rekombinantiho proteinu, velk az 2um?3
Co zpisobuje jejich tvorbu?

* Intramolekularni asociace hydrofobnich doméhdm foldingu

* Nespravna tvorba disulfidickych vazeb v redukujigirastedi cytoplazmy

* Rychla nadprodukce

* Absence eukaryotnich chapeiion

* Vi se malo o mechanismu tvorby a struktinkluznich &lisek.

Rozpustny protein Inkluzni €liska — nerozpustny protein



Inkluzn i téliska

Vyhody
e Snadna izolace ve vysokestot a koncentraci
» Ochrana ped proteasami

* Pro produkci proteiin, jejichz aktivita je pro biku letalni

Nevyhody

 Proteinova nerozpustnost

» Refolding pro optné ziskani biologické aktivity
» Refolding nemusi vést k zaktivovani proteinu
* Redukce vydzku proteinu

» ZvySuji se naklady



\ / Rozpustny protein

Modifikace expresnich podminek

Exprese Rozpustny protein Refolding
rekombinantniho \
proteinu v E. coli

Inkluzni €liska

Nap‘iklad:

» Snizeni teploty kultivace bakterialni kultury
» Koprodukce chaperdn

» Pouziti fuzniho partnera zlepSujiciho solubilizabigtedoxin)

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




Moznosti minimalizace tvorby inkluznich télisek

Vybér hostitelského kmeneE.col

* Pokud protein obsahuje jeden nebo vice disulfidiokjazeb, spravné poskladani
proteinu je stimulovano v hostiteli s vice oxidujiginostedi cytoplazmy.

*AD494 * Mutace v genu pro * Novagen
thioredoxinreduktastirxB)

*Origami  Dvojita mutace v genu pro thioredoxine Novagen
reduktasut(xB) and glutathionreduktasu

(9on)




Periplazmaticka exprese

 Periplazma obsahuje jen 4% vSech daunych proteird (cca 100 proteifn)

e Transmembranovy transport je spiedkovan signalnim peptidem na N-
konci proteinu

» Prokaryotické signalni peptidy u&ne pouzité vE.coli (ompA, ompT z
E.coli, protein A zS Aureus, endoglukanasaR.subtilis)

Vyhody

» Jednodussi purifikace

* Neni zde tak rozsahla proteolyza

 ZlepSeni tvorby disulfidickych dstki/foldingu
Nevyhody

 Signalni peptid nezajisti vzdy transport do peripigz

 Mohou se také tudt inkluzni teliska



Extracelularni exprese
» Sekrece proteihdo kultivatniho média

* Chybi Einna cesta pro transport skrz&ygi membranyE.coli sekretuje velmi
malo proteird).

» N¢které proteiny sekretované do periplazmy passifunduji do média.

e Zatim spiSe neuspna manipulace siznymi transportnimi cestami, které by
ushadiovaly sekreci ciziho proteinu.

Vyhody

* Minimalni kontaminace ostatnimi proteiny (jednoduss
purifikace)

* Nejmensi hladina proteolyzy
* ZlepSeni foldingu

Nevyhody

» Casto nizka sekrece

» Hodré ziecény proteir



Modifikace rustovych podminek

Vektor Hostitelsky

kmen

Podminky
kultivace



Modifikace ristovych podninek

Moznosti zvySeni produkce rozpustného proteinu:

 Vysoka hustota bustne kultury

» Slozeni meédia (pH,fiidavek specifickych substfaa kofaktof,
slozeni zivin)

» Optimalizace teplotyistu bakterii a teploty na indukci exprese

« Koncentrace IPTG na indukci, delka indukce exprese



Modifikace ruastovych podminek

Viiv ruznych podminek exprese na aktivitu mutantni formy ukitke
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.



ExpreseAHP proteini v E. coli — test rozpustnosti

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

Riist (OD600~0.5-0.6) Indukee 0,4 mM |PTG/3hodiny
22°C 2007
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). T 3

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

rozpustna forma AHP1

4. Detekce proteinu pomoci série protilatek a kviatife signal pomoci programu
pro analyzu 1-D gél(pr. Quantity One- BioRad, Quanti Scarigiupny na
Internetu).



ExpreseAHP proteini v E. coli -optimalizace teploty
rustu bakterii a indukce exprese

Procenta produkce AHP protein 0 v rozpustné form é

AHP1 | AHP2 | AHP3 | AHP4 | AHPS | AHPG
t(C)
Rdast/indukce
8% | 85 % | 100% 0 76 % 0
37C/28TC
37TC/22TC 82% | 73 % | 100% 0 81% | 51 %
22C/[22<C /1% | 78% | 100% | 30% | 81% | /3%




2. ¢ast: Purifikace rekombinantnich proteini

Purifikace proteif fuzovanych s GFP
pomoci hydrofébni matrice




Purifikace proteinu z komplexni smési makromolekul pritomnych v
biologickém vzorku (burgény nebo tkéovy extrakt)

M,
*x10°3

116 =
97 =

66 =
55 =

36 =

31 -

14 =

6 -

pH

Acidic
Analyza bugéného extraktu 2D elektroforézou

Basic

* N¢kolik tisic proteiri z riznymi vlastnostmi (~5000-8000) a #znych mnozstvich
(aktin ~ 10%, unikatni trankrimi faktor < 0,001% z celkového protéjn

* DNA, RNA, polysacharidy, lipidy



NEZ ZaNCM .. it i i iinnns

Pro¢??? Pro jaky uéel ?

Jak??? Jak protein detekovat?

Co?7?? Jaké vlastnosti ma protein ?



Pro¢?7??

Pro jaky ucel ?

h

_—

)

Aplikace MnoZstvi Cistota Pozrémka
|dentifikace 0,0020,2 ug vysoka « Edmanovo odbouravani (5-10 pmol),
(>95%) pristupy hmotnostni spektroskopie (0,2-1
pmol)
Produkce protilatek Mg-mg stredni-vysoka | « Pro imunizaci: ~ 0,]ig proteinu
» Cim W&tSi ¢istota tim wt3i a rychlejsi Sance
pro zisk vysoce specifické imunitni odgal.
Enzymologie 1-5 mg vysoka > 95 % | « MnoZstvi proteinu zavisi na citlivosti
analyzy.
» Cistota zavisi na specifi¢itainalyzy a
ovlivnéni vysledki analyzy kontaminacemi.
Biofyzikalni studie mg-g vysoka « CD spektroskopie, rezonance povrchovyd
(>95%) plasmor, 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 ~
0,5umol proteinu, protein (velikost 5-20kD4d
znaeny 1> N / 13C je nutny pro vieseni
struktury.
Farmaceutické mg-kg vysoka » Pro klinické &ely nesmi proteiny obsahov
Gcely (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 na@. barveni v gelu nebg s
stanoveni specifickych konstant v
komplexnich vzorcich pomoci
chromogennich substfat

Nespecificka detekce:

» Barveni pomoci Coommasie blue,
stribra...

Stanoveni celkoveho proteinu
* Nejvice vyuzivané metody: dle Bradfordoveé, Lowryhetada,....




Co?777 Jaké vlastnosti ma protein ?

Informaceo proteinu gmu a gibuznych proteineci dataldzi nebo z
pilotnich experimerit:

* Velikost proteinuSDS PAGE, gelova filtrace nebo analyticka centrift@a
o Izoelektricky bod (izoelektricka fokusace)

o Stabilita (pH, teplota,fiitomnost soli, proteas, additiv zajigicich
rozpustnost proteinu)

2D a nativin PAGE

« Komplexita vzorku, vlastnosti proteinu zajmu astainich
kontaminujicich proteiin

Informaceo proteinu gmu a o fibuznych proteineclz literatury:

o Strategie purifikace (metody, pufry, stabilita fgiau, ..... )



Vlastnosti/purifika ¢ni metody

Molecular weight (size)

Rozpustnost preciétgiranem amonnym
Velikost/tvar gelovérace

pl (povrchovy naboj) lontdvymenna chromatografie
Hydrofobicita reverzéfazova chromatografie
Specificka vazba afinitni amatografie
Posttransléni modifikace afinitni chromatografie

Stabilita tetli precipitace



)4

Cistota proteinu

Cty¥fazova purifikaéni strategie

(_DOCISTENI
Vysoka ¢istota cilového proteinu-

odstranéni drobnych
proteina podobny

ALSI| PURIFIKACE

Odstrané

“PRIPRAVA ¢

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

O EXTRAKTU PRO CHROMATOGRAFII

purifika éni kroky



Logicka kombinace purifikaénich kroku

Kazda sepakai technika je vyznaje rovnovahou medityirmi parametry.

RozliSenije rozsah separace mezi
dvéma chromatografickymi piky
RozliSeni| (bez dostat&ného rozliseni
nedochazi k separaci proté)n

Rychlostkroku je
dilezita zejména
kvili mozné

degradaci cilového |Rychlos Kapacita
proteinu fiisobenim
proteas v Vytezek
komplexnim vzorku.

Kapacita (max.) je
maximalni mnozstvi vzorku}

které mize byt navazano na
chromatografickou kolonu.

Vytézek-minimalizace
ztraty proteinu Bhem
purifikace.




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

hydrofobni chromatografie Rychlo Kapacita

Rozliseni Vytézek
Dalsi purifikace

lontoméni¢ova chromatografie

Rychlo Kapacita hydrofébni chromatografie
gelova filtrace
vytezek afinitni purifikace
Rozliseni
Docisténi
gelova filtrace
reverzné fazova chromatografie Rychlo Kapacita

afinitni purifikace Vytréiek



Percent occurrence in each

purification step

Logické poradi purifika énich kroki

Analyza 100 usg@snych purifikaci

a0
so- * =+ +@+ Homaogenization

; —O~- Precipitation
iy 3 —— lon-exchange
&0 I.. —C}-.ﬁtﬁlﬂlt}'

—— Size-awclusion
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Step 1 Step 2 Step Step 4 Step 5 Step B Step 7

Stage in purification scheme



Zakladni zasady pro paradi purifika ¢nich kroki

 Na za&atek zaadit metody s vysokou kapacitou a malymérkem a
rozliSenim- velké mnozstvi levného vstupnino materialu.

* Pozdji metody s vysokym rozliSenim a ¥kem, kapacita mé&nvyznamna
- Ve vzorku jiz investovana prace, mnozstvi proteinon@nsi.

« Pokud mozndadit metody za sebou racion&ltbez nutnosti mezikrak
(vymeéna puffi mezi fiznymi separénimi technikami naip dialyza nebo
ultrafiltrace—> snizeni vy&zku).

piiklad: po precipitaci siranem amonnym nebo ior@oifoveé chromatografii (protein je eluovan
z kolony za vysokych koncenracich solifadit hydrofébni chromatografii (vzorek davkovan
na kolonu ve vysokeé koncentraci soli)

o Jednotlivé sepatai metody pokud mozno neopakovat.
« Cim mére kroka, tim wtsi vytZznost proteinu.



¢istoty proteini

\ani

Sledo

Eluované proteiny

Nenavazane proteiny

POvodni vzorek

Standardy

—— Dimer

— -

aF

e @ we ww — Monomer

S

Nativni PAGE

SDS PAGE




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 zmeny kvality a kvantity exprese
(¢asto zvysSeni solubility rekombinantniho proteinu)

- uniformita purifikace

» Detekce, sekrece

e FUzniho partnera Ize obvykle selekivodsgEpit



His-tag 6, 8, 0or 10 aa N-, C-, internal purifikace

thioredoxin 109 aa (11.7 kDa) N-,C- purifikace, zvySeni solubility
proteinu

His-patch thioredoxin 109 aa (11.7 kDa) N-,C-
purifikace, zvySeni solubility
proteinu

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, purifikace

polyasparagova kyselina 5-16 aa C- purifikace

ompT /ompA 22 aa /21 aa N- sekrece




Rekombinantni proteiny s fuzni kotvickou

Kotvi ¢ka (tag)

Typ chromatografie

Princip separaéni 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-koncoveé 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



Metalochelataéni afinitn i chromatografie

* R.1975- uvéejnil Porath a kol. metodu frakcionace serovych ginit

» Konstrukce undlych oligohistidinovych domen fuzovanych k N- nebo
C- konci proteinu metodami mol. biologie

* Nyni jeden ze zakladnich purifikaich postup rekombinantnich
protein

Ni-NTA Agarose based Protein
Purification




Immobilized metal affinity chromatography

Ey

protease

charged metal chelate resin

' [imidazole] [




Efekt kovového iontu navazaného na matrici POROS MC/M

Funkéni skupinaimidodioctova kyselina

M (kDa)
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Zn2* Ni2* Co?t Cu?*

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



Metalochelataéni afinitn i chromatografie
Jednokrokova purifikace za nativnich denatura‘nich podminek

Protokolnativni IMAC konkrétniho proteinu jecasti nepenosny na jiné proteiny!

Obecr¢€ Ize navrhnout
mmm) Pufry o pH 7-8 pro vazbu rek. proteinu s kovovym @t

‘ Pufry s vysokou koncentraci soli (rfap,5-1 mol/l NaCl)

‘ NizSi koncentrace imidazolu nebo snizeni pH pro odstrian
balastnich protein

mmm) Eluce pouZitim gradientu imidazolu (0-1 mol/l),
vyraznym snizenim pH nebo vyuzitim EDTA



Metalochelataéni afinitn i chromatografie
Jednokrokova purifikace za nativnich a denatufiaich podminek

Denaturaéni IMAC — purifikace proteini v inkluznich téliscich

- Purifikace za vysokych koncentraci &oeiny nebo
guanidinium chloridu
— Cisty protein, ale poruSeni kvartérni struktury
(post&i vSak nap. na imunizace)

Zisk nativniho konformeru: - Nutné procieni enzymove kinetiky, rtg analyza,...

- Eluce proteinu z kolony a jeho renaturace dialyzou
nebo vyraznymizdnim v renaturénich pufrech

- Renaturace enzymu vazaného na matrici:
=) Gradient z denatutaich do renatugich pufii
mmmp D \)|zni renaturace



AU

Purifikace proteinu AHP5

210307AHP5Superdex75 1660Valve7001:10_UV

222222222222 perdex75 1660Valve7001:10_UV

Kmen E.coli: BL21(DE3) pLysS
Exprese v TB médiu

Dvoukrokova purifikace: metalochelatacni
purifikace, gelova filtrace

Cistota: 95%
Koncentrace proteinu: 23mg/mi
Vytézek: 11,3 mg/4l bakterialni kultury
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