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Exprese a purifikace
rekombinantnich proteinia

Radka Dopitova



Rekombinantni proteiny

Rekombinantni DNA je arteficialni DNA sekvence, ktera vznikla
novou kombinacittznych DNA sekvenci.

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



Wuziti rekombinantnich proteinu

Nadprodukce a purifikace rekombinantnich praiggou nezbytnym
predpokladem pro:

* Biochemickou funkéni charakteristiku proteinu (uréeni gesnych
kinetickych parametrK, ., k.,.pro enzymy se substratem, o enzymy s
inhibitorem, K, pro protein - proteinové interakéeligand -proteinove
Interakce)

 Strukturni analyzu (NMR, krystalografie)
 Proteinové inzenyrstvi(zlepSeni vlastnosti protain- aktivita, stabilita)

 V prumyslovém neritku jsou produkovany Iéky, vakciny a potravinové
doplnky.

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

Zachovani biologicke aktivity



Pro¢ vyrabét rekombinantni proteiny?
Prirozeny zdro;j:

Obtizre se ziskava (tkan organy).

» Obtizre se kultivuje (bakterie, viry, tkéove kultury).
e Limitovana exprese

« (Casto obtizna purifikace proteinu

TABLE 1.2. Examples of low-abundance proteins and peptides isolated from natural biological 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 lung-conditioned 40 Nicola et al. (1983)

stimulating growth medium (3 liters)

factor (G-CSF)

Granulocyte-macrophage mouse lung-conditioned 12 Burgess et al. (1986)

colony-stimulating growth medium (3 liters)

factor (GM-CSF)

Coelenterate morphogen sea anemone (200 kg) 20 Schaller and Bodenmuller (1981)

Peptide YY (PYY) porcine intestine (4000 kg) 600 Tatemoto (1982)

Tumor necrosis factor (TNF) HL60 tissue culture medium 20 Wang and Creasy (1985)
(18 liters)

Murine transferrin receptor NS-1 myeloma cells (10" cells) 20 van Driel et al. (1984)

Fibroblast growth 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 (TGF-B)

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

Muscarinic acetylcholine porcine cerebrum (600 g) 6 Haga and Haga (1985)

receptor

B,-adrenergic receptor rat liver (400 g) 2 Graziano et al. (1985)

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



Technologie rekombinantnich proteini
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Hostitelsky organismus pro expresi
rekombinantnich proteini

Bakterie

Kvasinky

Rostliny

Sawi bunky

Hmyzi buiky s bakuloviry

In vitro transkripce a translace



Obsah prednasky

1. &ast: Exprese rekombinantnich proteini v E.coll

Exprese proteiinfazovanych s
GFP VE. coli

2. ¢ast: Purifikace rekombinantnich proteini
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Produkce heterolognich proteima v E. Coli

VYHODY :

* \Wsoka produkce rekombinantnich protein

* Dobre prostudovany genom a proteasnadgni

genovych manipulaci

» Designrady vektofi usnaduje klonovani a expresi cizich gen
* Rychly rist v pongrné levném médiu

* Prizpuisobivost systému



Produkce heterolognich proteima v E. Coli

NEVYHODY:

» Poteba cDNA zkoumaného proteinu

* Absence eukaryotickych posttransiech syster
(posttranslani modifikace)

« Tvorba nerozpustnych inkluznicklisek

 Omezena schopnost tvorby disulfidickych vazeb

o Chybi sekreéni mechanismus praiiinné uvohovani proteinu
do kultivainiho media



Expresni systéem pro produkci
rekombinantnich proteina v E.coli

Hostitelsky
kmen

Podminky
kultivace




Expresni vektor

= klonovaci vektor, ktery obsahuje nezbytné regnilaekvence k

tomu, aby podporoval expresi inZedizich gen.

pET-32a(+) sequence landmarks

T7 promoter 764-780
TT 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- Xhol) 158-217
His*Tag coding sequence 140-157
TT terminator 26-72
lacl 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.

Ava l(158)
Xho [(158)
Eag l(166)
Not l(166)

/Hindlllmsg
/ Sal l{179)
Bpu1102 I(s0) /Sacmga,
Yy 7
EcoR V(206)
/ Neo l212)
Bal ll241)
~-Kpn 1(238)

Dra llis658) o Ve
| — )
i f%wlsc RBE!)
34-5889) Rst li(s89)
Xba K(729)
Sca l(4995) SarA l(840)
Pvu kasss) Sph 1(996)
EcoN I(1056)
Pst 1i4760) —_/
[rf =~ "\ ApaB (1205)
[/ a \
Bsalus7e) | | < \ \I‘
T
Eam1105 {4357+ l‘ _‘ \
T pET-32a(+) a8 '\(Mlulﬂﬁzn
\ (5900bp) = .“-" Bel l(1535)
\k‘ ;'/ / IESIE 11702)
\ & ABmg l(1730)
AN I4038) &S Apa l(1732)
S BssH ll(1932)
E/\q‘f\%&q Hpa liz027)
| ¥
BspLU11 I3622) j\\\
Sap li3508) / - PshA I2386)

Bst1107 (3383) 7/ "™~
Tth111 l@aen) /
BspG (3148 /

7 \psp5 llezs)

PET-32b(+

CTAs pET-32¢(+)|

D —
T7 terminator primer %9337-3_ .
PET-32a-c(+) cloning/expression region




Struktura vektoru pro U ¢innou expresi rekombinantnich proteini v E.coli

— Klonovaci misto

, Gen pro rezistenci

k antibiotiku (ampicilin)

Operator -
vazebné misto pro represor

» Ribozom-vazebné misto

pET-32a(+) sequence landmarks Ava lj158)
Xho l{158)
T7 promoter 764-780 Eag l(166)
T7 transcription start 763 nﬁ:«}(mﬂm
Trx*Tag coding sequence  366-692 gal I=179}
His*Tag coding sequence ~ 327-344 Bpu1102 I(80) Ez:r\vﬁlgfg)z.
i . 501 | BamH l{198)
S+Tag coding sequence 249-293 ] EcoR V(206)
Multiple cloning sites ) Neo 1(212)
(Neol- Xhol) 158-217 gl 1l241)
His*Tag coding sequence  140-157 Dra Ili5658) \ | - N:p\?(g;:?'
T7 terminator 26-72 ey T I ~——Msc l(351)
lacI coding sequence 1171-2250 /'(5’4-:;,-_5889) Resr li(589)
pBR322 origin 3684 0"@'\“ rxq I Xba I(729)
bla coding sequence 4445-5302 scaiies 65 SgrA 1840)
f1 origin 5434-5889 5
Pvu ligges S Sph lgg6)
¢ "?’ _ EcoN l(1056)
The maps for pET-32b(+) and pET-32c(+) pet la7eh) ° -
are the same as pET-32a(+) (shown) with \’ / g "\ ApaB I(1205)
the following exceptions: pET-32b(+) isa I { {I x VA
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site sall 1 \ \
beyond BamH 1 at 198. pET-32¢(+) is a Eam1105 lia39) | 1l
: : ET-32a(+ 2 f [ Ml lis21)
5901bp plasmid; add 1bp to each site I p 2 ( ) =11k
\ (5900bp) = || MBdl k1535)
beyond BamH I at 198 except for EcoR V, \ - S/
which cuts at 209. \ X /| }BStE llmoz)
,\'y Bmg l(1730)
oy Apa l(1732)
©
~~BssH l(1932)
promotor roa
BspLU11 I(3622)
Sap 1(3506) PshA 1(2366)
Bst1107 1(3393) =i __— \
) / Psp5 l1(2628)
BspG l(3148) /
Y7 promoter lac operator Xbal rbs
AATACGACTCACTATACEGC GACCGGATAACAATTC CTAG AA ( AC AMCAAGGAG)
Trx+Tag

ATACA GAGC 3150b¢
3 0500

etSer 105

Leud lal

S'lag  NspV

MR AGARACCCGCTGC

f.‘} Met W sG

GCTAAATTC
hrAloAlcAlal

ysPheG

— Fuzni/purifika €ni

CTGCTAA  pET-32b(+

CCGGCTGCTAA pET-32¢(+)

= znaéky/kotvy

Ve

» Transkrip €éni

PET-32a-c(+) cloning/expression region

terminator




Struktura vektoru pro U ¢innou expresi rekombinantnich proteini v E.coli

pET-32a(+) sequence landmarks

T7 promoter 764-780

T7 transcription start 763

Trx*Tag coding sequence  366-692

His*Tag coding sequence ~ 327-344 [ EcoR l(182)

. i BamH l(198)
S+Tag coding sequence 249-293 EcoR Viz06)
Multiple cloning sites Neo 1(212)
(Nea1- Xhol) 158-217 Bgl ll241)

¢ & Kpn l(238)
His*Tag coding sequence 140-157 Dra lll¢s658) \ | Nsp V(268)

T7 terminator 26-72 — - ~Z—Msc l(251)
lacI coding sequence 1171-2250 5;;?5889) Rsr li(s89)
pBR322 origin 3684 o U
bla coding sequence 4445-5302 SqrA lie40)
f1 origin 5434-5889 Sea lisss)
Sph l(ag6)

Pvu li4885)
EcoN l(1056)

The maps for pET-32b(+) and pET-32c(+)
are the same as pET-32a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-32b(+) is a
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site

Pst 1(4760)
ApaB I(1205)

Bsa (4576)
|
Eam1105 |(4357)JL |

\

\
| |
Jﬁ KBCJ l(1535)

beyond BamH I at 198. pET-32c(+) is a 5 l' it 1501
5901bp plasmid; add 1bp to each site | pET'323(+) ‘_% | s
beyond BamH I at 198 except for EcoR V, | (5800bp) = /’

3 |/ [ BStE i1702)

which cuts at 209.
Bmg l(1730)

~
N
Ao
<y Apa l(1732)
S

e 9;% BssH ll(1832) Operétor -
A g vazebné misto pro represor

Sap l(3506) PshA I(2366)
Bst1107 I(3393)

promotor

; [ - Psp5 I1(2628)

BSpGI(JM&)i’
M. lac operator Xbal rbs
AATACCACTCAR TAT AR CChAT T AR CEA TAACAAT IOl CTCTAGAAATAATTTTGT TTAACT T TAAGAAGGAGA
Trxe Msc| His+Tag
ATACATATGAGE 3 CTG CTGGCCATATGCACCATCATCATCATCATTC
MetSer 105¢0a. . .Leud y 3lySerGlyHisMetHisH| st

S¢Tag NspV.
GGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTARATTCG
GlyMetLysGluThrAlakloA lalysPheG it

Eagl
Hind lll__Not

GCGG

TTGCGGCCGCACTCG CACCAC ] pET-32b(+
euAlaAlcAlaleuGluHisHisHIisHIsHIsHI sEnd
CACCACTGAGATCCGGCTGCTAA pET-32c(+)
5 rThrGlulleAr sLeuThr

T7 terminator

GGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGG G

PET-32a-c(+) cloning/expression region




Vlastnosti promotoru:
 Silny promotor (ptac, ptrpApL, pT,)

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

 Pirenositelny do iznych kmeni E.coli
* Wkazuje minimalni hladinu bazalni exprese

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

- U toxickych proteiti pro je nutha minimalizace bazalni transkripiedp
pridavkem induknihocinidla pomoci vhodného represoru.

« Jednoduse a levé inducibilni
- Teplotni indukceXpL)

- Chemicka indukce (ptac, ptrp, pT7): IPTG (isoprepyD-
thiogalaktopyranozid)



Struktura vektoru pro U ¢innou expresi rekombinantnich proteini v E.coli

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

(Nea1- XhoT) 158-217
His*Tag coding sequence  140-157
T7 terminator 26-72
lacI coding sequence 1171-2250
pBR322 origin 3684

4445-5302
5434-5889

bla coding sequence
f1 origin

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

EcoR l(192)
BamH l{198)
EcoR V(206)
Nco l(212)

Bagl lli241)
Dra 1ll(s658) | Kpn l238)

\ Nsp V(268)
11 ~~—Msc I251)
245 Rer li(589)

Sca |(4995)
Sph l(ag6)

Pvu li4885)
EcoN l(1056)
Pst I(4760)
ApaB l(1205)
Bsa (4576) ‘\ l,
Eam1105 1(4357 | 1
T ET.323(+) 2 || |, Mlu li1521)
k p =/ <B 11(1535
\ (5900bp) =3 cl 1(1535)
S '/’ BStE ll1702)
Bmg l(1730)
AlwN l(4038) Apa l(1732)
q’;r BssH ll(1832)
%, Hpa l(2027)
%

BspLU11 I(3622)
Sap l(3506)
Bst1107 1(3393)

\j_'_ o

Tth111 13367) / Psp5 ll2628)
BspG l(3148) /
lac operator Xbal rbs
GTGAGCGGATAACAAT TCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACT T TAMGAAGGAG

GGTATGAAAGA

pET-32a(+)

G AACCGCTGCTGCTAAATTCG
GlyMetLysGluThrAloAl cAlalysPheGIu

Neol EcoRV BamH| EcoR |

Eagl
Hind lll__Not

GCGG

GCGGCCGCACTCGAGCACCAC pET-32b(+
AlaMetAlalleSe eudlaAlcAlaleuG |y
GCCA ATATCTG CCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA pET-32¢(+)
AlaMetGlyTyrleulrs olbalbaloas bl

CARAGCCCGAAA
LysProGlu

Bpul1021 T7 terminator

» Ribozom-vazebné misto

Ve

» Transkrip €éni

GGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAM TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCT TGAGGGE
rpLeuleuPro uSerAsnAghEnd

- 17 terminator primer #69337—:} .
PET-32a-c(+) cloning/expression region

terminator



Struktura vektoru pro U ¢innou expresi rekombinantnich proteini v E.coli

RBS
Bing sequenc 1T Tet Ori
A

|
R
[ / \

l/ STOP codon
-35 -10 UAAU

TTGACA (N)q7 TATAAT UGA
UAG

START codon
mRNA 5' UAAGGAGG (N)g IAUG (91%)

16S riANA 3' [AUUCCUCC GUG (8%)

UUG (1%)

Ribozom-vazebné mistozahrnuje Shine-Dalgarnova (SD) sekvenci a
transl&ni iniciatni kodon
Vzdalenost mezi SD sekvenci a inimém kodonem AUG je 4-13 nukleotid
tato vzdalenost ovliwje (innost iniciace translacegtimalni vzdalenost je
4-8 nukleotidi), oblast bohata na AT pary.

Transkrip ¢ni terminator T, term, rrnT1,72
(zabrauje okluzi promotoru, zvySuje stabilitu mMRNA)



Vybér hostitelského kmenek.coli

Vektor Hostitelsky

kmen

Podminky
kultivace



Exprese rekombinantniho proteinu v hostitelském kmenkE. coli
BL21(DE3)




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 smrtelné:

 Rekombinantni proteiny s hydrofébnimi oblastmi maji toxicky
ucinek - asociuji s membranou nebo se inkorporuji do membranového
systému biky (poruseni membranovéeho potencialu).

 Proteiny, které inaktivuji ribozomy.



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

* Nutna ffisna regulace expresniho systemu

Komerné dostupné bakterialni kmenyi&nymi droviémi regulace
exprese, zajt&jicimi minimalizaci bazalni exprese.

BL21(DE3) firma Novagen

BL21(DE3)pLysS firma Novagen




Ruzné urovné minimalizace bazalni 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 expresge(pindukci exprese) klonovaného

genu.

\_

E. coli genome

Rﬂjromotor /
A




Ruzné urovné minimalizace bazalni exprese

[ IPTG Induction IPTG Induct 1}
E. coli RNA v T7 RNA *

polymerase polymerase

| |
B L2 1 (D E3) ! grne 1 T7 RNA polymerase ? Targe|t gene

E ‘ v
B T i e g O ey
__>® DE3 I:\/:l @
BL21 ») ¥ 7%
repressor * repressor
| l |
lac| gene — U lac I gene —
T7 lysosyme

—-—
T7 lysozyme —y
ger

jene

\ E. coli genome j

» Expresni kmen obsahujici plazmidy pLysS nebo pluysiezujici prisnou regulaci
expresniho systemu vyuzivajici T7 promotor. Tyzplidy koduji lysozym, ktery se
vaze na T7 RNA polymerasu a inaktivuje ji a minimaje se tak bazalni exprese.

Cca 1-3% hladina bazalnirgm indukci exprese) exprese klonovaného
genu.



Ruzné urovné minimalizace bazalni exprese

( IPTG Induction
E. COJ'I'AF_\’.N_A *

polymerase

BL21(DE3) !

|
BL21(DE3)pLysS/E | &
/ B L2 1 reprraTgsor

\_

E. coli genome

T7 RNA polymerase

> 1>

\I NACTIVE

fsyme

| \
|
Iy ozym —%

IPTG Induﬂt 1&

T7 RNA
polymerase

? Target gene
\Ypromot or /
lac

repressor

r-*
| J'ac o
|
|
|

 Indukce exprese infekci bakteriofagem CEG (gen pro T7 RNA

polymerasu)

NejvysSsSi urovai represe!!



Wuzivani kodoni E.coli (codon usage)
» Geny u prokaryot a eukaryot se vyZop nenahodnym vyuzivanim synonymnich

kodon.

» Kodony zidka vyuzivané (. Coli se mohou hogavyskytovat u heterolognich gén
pochazejicich z eukaryot, archebakterii aj.

» Frekvence vyuziti synonymnich kodioobvykle odrazi zastoupeni jejich tRNAv

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)

AGU 7.
AGC 16.

AGA 1.

AGG 1

G&U 21.
GGEC 33.
GGA 9.
GGG 8.

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])

UUU 21.8(678320) UCU 25.2(782818) UAU 14. 6(455089) UGU 10. 5(327640)
UUC 20. 7(642407) UCC 11.2(348173) UAC 13.7(427132) UGC 7.2(222769)
UUA 12.7(394867) UCA 18.3(568570) UAA 0.9( 29405) UGA 1.2( 36260)
UUG 20.9(649150) UCG 9.3(290158) UAG 0.5( 16417) UGG 12.5(388049)

CUU 24.1(750114) CCU 18.7(580962) CAU 13.8(428694) CGU

CUA 9.9(307000) CCA 16.1(502101) CAA 19.4(604800) CGA

. 0(280392)

. 3(195736)

9

CUC 16. 1(500524) CCC 5.3(165252) CAC 8.7(271155) CGC 3.8(117543)
6
4

CUG 9.8(305822) CCG 8.6(268115) CAG 15.2(473809) CGG

. 9(151572)

AUU 21.5(668227) ACU 17.5(544807) AAU 22.3(693344) AGU 14. 0(435738)
AUC 18.5(576287) ACC 10.3(321640) AAC 20.9(650826) AGC 11.3(352568)

AUA 12.6(391867) ACA 15.7(487161) AAA 30. 8(957374)

KGA 19, 0(589788)

IAUG 24.5(762852) ACG 7.7(240652) AAG 32.7(1016176)

AGG 11. 0(840922)

GUU 27.2(847061) GCU 28.3(880808) GAU 36. 6( 1139637)

GGU 22. 2(689891)

GUC 12. 8(397008) GCC 10. 3(321500) GAC 17.2(535668) GGC 9. 2(284681)

GUA 9.9(308605) GCA 17.5(543180) GAA 34.3(1068012)
GUG 17.4(539873) GOG 9.0(280804) GAG 32. 2(1002594)

Coding GC 44.59% 1st letter GC 50.84% 2nd letterABG4% 3r

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

d letter GC 42.38%

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




Malo preferovane kodony uE.coli

Codon(s) Amino acid
AGA, AGG, CGA, CGG v Arg
UGU, UG .ssssssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssessssssess Cys
GGA, GGG oo Gly
AUA s ssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess [le
CUA, CUC oooiesssesssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss Leu
O R OO Pro
UCA, AGUUCG, UCC oo Ser
ACA oo Thr

Makrides, 1996

Exprese heterologni gémmbsahujicich malo preferované kodony vede k taénsh
chybach !

» Predtasné ukoteni translace (zkraceny produkt)
» Posunuttteciho ramce (posun az o 2 AK v miikbdonu AGA)

« Zamena aminokyseliny éasto arginin (kodon AGA) za lyzin



Vybér hostitelského kmenek.coli

« Pro produkci genii obsahujici velké mnozstvi kodo, které jsou malo
vyuzivanék.coli, je mozné pouzit komeémé dodavane kmeny, ktereé produkuji tRNA

malo uzivanych kodan
Plasmidy komplementujici tRNA.

argll {/ \ '\... B
F Y
‘BL21 (DE3) | +AGG/AGA (arginineR), AUA . )
CodonPIusRIL | (isoleucine)) andCUA (leucine,L) g b \ !
*BL21 (DE3) *AGG/AGA (arginine,R) andCCC : R
CodonPluskP | (proline,P) firma Stratagene ~
*AGG/AGA (arginine,R), CGG T
*Rosetta or (arginine,R), AUA (isoleucine|) trma Novagen ”/\/
Rosetta (DE3) | CUA (leucine,L)CCC (proline), and 9 !
GGA (glycine, G) i - !
“'““"'\;!' ~ ey

NEBO: Mistre fizena mutageneze - zana malo vyuzivaneho kodonu.
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Degradace proteinu

Bakterialni proteolyticky system:
- E. coli obsahuje velké mnozstvi proteas, nejvice v cytoplazm

- Selektivré odstrauje ,abnormalni“ proteiny:

* Nekompletni polypeptidy

* Proteiny se zagménymi AK

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

o Cizi, rekombinantni proteiny (problémem jsou pmoge< 10 kDa)



Vybér hostitelskeho kmenekE.coli

Kmeny deficientni na proteasy

» Mutace, eliminujici produkci proteas a tim proteolytickou
degradaci rekombinantnich protéin

Expresni kmenyBL21 jsou deficientni na:
cytoplazmatickou proteadan
periplazmatickou proteasampT



Cilena exprese proteinu

Cell wall Cytoplasmic membrane




Cytoplazmaticka exprese
* Preferovany zjisob

Vyhody

* \Wsoky vy&zek proteinu

» Jednodussi plazmidove konstrukty
e Inkluzni €liska

Nevyhody

* Inkluzni €liska

e Redukni prostedi

* Proteolyza

 Vice komplexni purifikace



Inkluzni t éliska

» Nerozpustné shluky Spatposkladaného rekombinantniho proteinu, velképan32
Co zpiasobuje jejich tvorbu?

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

* Rychla nadprodukce proteinu

» Absence eukaryotnich chapetion

* Intramolekularni asociace exponovanych hydrofdibdiameén nesbalenyébi€zci

* Nespravna tvorba disulfidickych vazeb v redukujigrostedi cytoplazmy

AGGREGATES Normal E. coli cells (left) can become filled with inclusion bodies
(right, large dark spots) when induced to overexpress recombinant protein.

Rozpustny protein Inkluzni €liska — nerozpustny protein




Inkluzni t éliska

Vyhody
» Snadna izolace ve vysokistot a koncentraci
» Ochrana ped proteasami

* Pro produkci proteiin, jejichz aktivita je pro bitku letalni

Nevyhody

* Proteinova nerozpustnost

» Refolding pro optné ziskani biologicke aktivity
» Refolding nemusi veést k zaktivovani proteinu
» Redukce vyizku proteinu

» ZvySuji se naklady



Moznosti minimalizace tvorby inkluznich télisek

|zolace a nasledny
Exprese Rozpustny protein refolding

rekombinantniho
proteinu v E. coli

/ Rozpustny protein

Modifikace expresnich podminek

Inkluzni €liska

Napriklad:

 Snizeni teploty kultivace bakterialni kultury
» Koprodukce chaperdn

» Pouziti fuzniho partnera zlepsujiciho solubilizaci (thioredoxin)

» Selekce hostitele - naakterialni kmene deficientni na
thioredoxin reduktasu




Moznosti minimalizace tvorby inkluznich télisek

Vybér hostitelského kmenek.col

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

*AD494 e Mutace v genu pro * Novagen
thioredoxinreduktastirxB)

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

(gon)




Periplazmaticka exprese
 Periplazma obsahuje jen 4% vSechdamych proteiri (cca 100 proteih)

 Transmembranovy transport je zpieskovan signalnim peptidem na N-konci
proteinu

» Prokaryotickeé signalni peptidy G pouzité vE.coli (ompA, ompT ZE.cali,
protein A zS. Aureus, endoglukanasaR.subtilis)

Vyhody

« Jednodussi purifikace

* Neni zde tak rozsahla proteolyza

 ZlepSeni tvorby disulfidickych astki/foldingu

Nevyhody

 Signalni peptid nezajisti vzdy transport do pezphy

 Mohou se také tvit inkluzni €liska



Extracelularni exprese
» Sekrece proteihdo kultivainiho média

* Chybi (Binna cesta pro transport skrz&gi membranyE.coli sekretuje velmi
malo proteir).

* N¢které proteiny sekretované do periplazmy pasdifunduji do média.

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

Vyhody

&l

* Minimalni kontaminace ostatnimi proteiny (jednodussi
purifikace)

* Nejmensi hladina proteolyzy
 ZlepSeni foldingu

Nevyhody

» Casto nizka sekrece

e Hodre zited®ny proteir



Modifikace ruastovych podminek

Vektor Hostitelsky

kmen

Podminky
kultivace



Podminky kultivace

Moznosti zvySeni produkce rozpustného proteinu:
Experimentald se testuje:

* \Wsoka hustota buiiné kultury

» Slozeni média (pH,fjdavek specifickych substfatkofaktof,
slozeni zivin-bohaté minimalni media)

» Optimalizace teplotyistu bakterii a teploty na indukci exprese

« Koncentrace induihihocinidla na indukci, délka indukce exprese



Podminky kultivace - slozeni média

Viiv rtiznych podminek exprese na aktivitu mutantni formy Kkudne [3-
glukosidasy F461L.

podminky Specificka
aktivita
(nkat/mg)
* pH media kontrola 1,9
e Pritomnost substratu LB médium pH 6 2,0
(celobiosa) LB médium pH 7 4,2
LB medium pH 8 2,8
1%  celobiosa (N 2,7
iIndukci exprese) | | a\

podminek nifena v nativnich lyzatech pouzitim
substratu PNPG.



Exprese AHP proteini v E. coli— optimalizace teploty nistu
bakterii a teploty na indukci exprese

Podminky:

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

Riist (OD600~0.5-0.6) Indukce 0,4 mM IPTG/3hodiny

22°C 2204 1 2 3
37°C 2200

37°C 28°0

Test rozpustnosti:
2. Fiprava proteinovych lyzatza silre denaturanich podminek (celkova produkce
proteinu= rozpustna+nerozpustna forma) a za nativpddminek (rozpustna forma
proteinu).

e

-

-
a produkce proteinu

k <-4

Rozpustna forma proteinu

3. SDS PAGE denatutaich a nativnich proteinovych lyzat ng
s naslednou analyzou western blotingem.

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



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

Procenta produkce AHP protein 0 v rozpustné form &

AHP1 | AHP2 | AHP3 | AHP4 | AHPS | AHPG
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. cast: Purifikace rekombinantnich proteini

Purifikace proteif fGzovanych s GFP
pomoci hydrofébni matrice




Purifikace proteinu z komplexni snési makromolekul pritomnych v
biologickém vzorku (burgeény nebo tkéovy extrakt)

Acidic PH Basic
Analyza bug¢ného extraktu 2D elektroforézou

* N¢kolik tisic proteirti z tiznymi vlastnostmi (~5000-8000) a #znych mnozstvich
(aktin ~ 10%, unikatni trankrgmi faktor < 0,001% z celkoveho proté)n

* DNA, RNA, polysacharidy, lipidy



NezZ Z&NemMe.....ccov e,

1. Proc¢??? Pro jaky uéel ?

2. Jak??? Jak protein detekovat?

3. Co??? Jaké vlastnosti ma protein ?



1. Prag?7??

Pro jaky ucel ?

h

-_

)

. ~ Vd 5 = 7
Aplikace Mnozstvi Cistota Poznamka
ldentifikace 0,002-0,2ug vysoka « Edmanovo odbouravani (5-10 pmol),
(>95%) pristupy hmotnostni spektroskopie (0,2-1
pmol)
Produkce protilatek Mg-mg stredni-vysoka| ¢ Pro imunizaci: ~ 0,Jug proteinu
» Cim vétSi cistota tim wt3i a rychleji Sance
pro zisk vysoce specifické imunitni odoN.
Enzymologie 1-5mg vysoka > 95 % « MnozZstvi proteinu zavisi na citlivosti
analyzy.
- Cistota zavisi na specifigianalyzy a
ovlivnéni vysledk analyzy kontaminacemi.
Biofyzikalni studie mg-g vysoka « CD spektroskopie, rezonance povrchovyc
(>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 dostane
pro rentgenovou difrakci 5-10 mg proteinu
* Pro prvni 1-D NMR spektra se vyZaduje ~
0,5umol proteinu, protein (velikost 5-20kD4
znaeny®> N / 13C je nutny pro vieseni
struktury.
Farmaceuticke mg-kg vysoka « Pro klinické @ely nesmi proteiny obsahov
ucely (99,9%) pyrogeny a bakterialni toxiny a musi byt

velmi stabilni kvili dlouhodobému
skladovani.

At




2. Jak??? Jak budeme protein analyzovat?

1. Polyakrylamidova gelova elektroforéza se specifickou detekci :
Detekce proteinu zajmu @hem jeho purifikace

* Pomoci protilatek

Sledovani biologické aktivity proteinu Bhem purifikace

« U enzymii na@. barveni v gelu pomoci chromogennich subsiir@bo stanoveni
specifickych konstant v komplexnich vzorcich )

SDS PAGE s naslednych nativni PAGE, zymogram
westernovym fenosem



2. Jak??? Jak budeme protein analyzovat?

2. Polyakrylamidova gelova elektroforéza s nespecifickou detekci

Sledovanicistoty a homogenity purifikovaného proteinu
» Barveni pomoci Coommasie blugilsta,...

28% purity

95% purity

80% purity

-

z
e~ -
-

-~

s - B .
=== ;

Nativni PAGE - — Dimer

wewwew, — Monomer



Co?777 Jaké vlastnosti ma protein ?

Informace o proteinu zajmu &ipuznych proteinech z databazi nebo z
pilotnich experimertt

 Velikost proteinUSDS PAGE, gelova filtrace nebo analyticka centyifce)
o Izoelektricky bod (izoelektricka fokusace)

o Stabilita (pH, teplota,fitomnost soli, proteas, additiv z&jigicich
rozpustnost proteinu)

2D a nativni PAGE

« Komplexita vzorku, vlastnosti proteinu zajmu a i ostatnich
kontaminujicich proteiin

Informace o proteinu zajmu a dipuznych proteinech z literatury:

 Strategie purifikace (metody, pufry, stabilita proteinu, ..... )



Vlastnosti/purifika ¢ni metody

Molecular weight (size)

Rozpustnost
Stabilita

Velikost

pl (povrchovy naboj)
Hydrofobicita
Specificka vazba

Posttransléni modifikace

precipitace nagiranem amonnym, nizké/vysokeé pH
teplotni precipitace
geloiifrace (gelova permeai chromatografie)
lont®dvymeénna chromatografie
reverzidzova a hydrofobni chromatografie
afinitni aimatografie

afinitni chromatografie



Cistota proteinu

Kolik purifika €nich kroki je potireba?

Priprava vzorku ait fazova purifik&ni strategie

I DOCISTENI

\VWsoka ¢istota ciloveho proteinu-
odstranéni drobnych

éni nesolubilnich podilu hrubého extraktu, lipidi,
oncentrovani vzorku (precipitace solemi nebo ultrafiltrace)

[

purifika ¢éni kroky




Logickd kombinace purifika¢nich kroku

Kazda sepatai technika je vyznaije rovnovahou medtyimi parametry.

RozliSenije rozsah separace mezi
dvéma chromatografickymi piky
RozliSenil (bez dostaeho rozlisSeni
nedochazi k separaci prot&)n

Rychlostkroku je
dilezita zejména v
kvili mozné
degradaci cilového [Rychlos Kapacita
proteinu fisobenim

proteas v Vytézek
komplexnim vzorku.

Kapacita (max.)je
maximalni mnozstvi vzorku

které nize byt navazano na
chromatografickou kolonu.

Vytézek-minimalizace
ztraty proteinu Bhem
purifikace.




Zisk cilového proteinu z proteinoveho extraktu

Rozliseni
Cil: rychla izolace, stabilizace a zakoncentrovani.
Purifika €éni techniky: afinitni chromatografie Rychlos
jontoméni¢ova chromatografie
hydrofobni chromatografie Vytezek

Column: rProtein A Sepharose Fast Flow, XK16/20, bed height 4.8 cm (9.6 ml)
Sample: 600 ml clarified cell culture containing 87.6 mg of IgG__

Starting buffer: 20 mM sodium phosphate, pH 7.0 a

Elution buffer: 20 mM sodium citrate, pH 4.0

Flow rate: 5 mi/min (150 cm/h)

I il

T ; 4
200 400 600 Volume (ml)

Fig 4.5. Example of capture step: Purification of IgG,, from clarified cell culture.

Kapacit:



DalSi purifikace proteinu

RozliSeni
Cil: Purifikace a zakoncentrovani.
Purifika ¢ni techniky: iontoméni¢ova chromatografieRychloS Kapacita
hydrofébni chromatografie
gelova filtrace Vytezek
afinitni purifikace
Column: XK 16/20 Butyl Sepharose 4 Fast Flow
Sample: 5 ml of partially purified Annexin V expressed in E. coli
Buffer A: 20 mM Sodium phosphate, pH 7.0, 1 M(NH,).SO,
Buffer B: 20 mM Sodium phosphate, pH 7.0
Flow rate: 100 cm/h
Gradient: 0 to 50% B, 20 column volumes
i'\—/*.

AnnexinV

I T e
0 60 Time (min)
Fig 4.7. Example of an intermediate purification step: Purification of recombinant Annexin V by HIC.



Do¢isténi proteinu a uprava podminek pro

jeho skladovani (pH, soli, additiva)

Cil: Produkt o pozadované vyso&&tote.

Purifika ¢ni techniky: gelova filtrace

reverzné fazova chromatografie

afinitni purifikace

Column: XK 16/60 packed with Superdex 75 prep grade
Sample: 1.0 ml of partially purified ZZ-brain IGF
Buffer: 300 mM ammonium acetate, pH 6.0

Flow rate: 0.5 ml/min (15 cm/h)
A {mAU) monomeric
ZZ-Brain IGF
10 4
v vV
Froction 1 3 5
0 1 2 3 4 Timelh)

Fig 4.9. Example of polishing step: removal of dimers and multimers by GF.

Column:
Sample
Binding buffer:
Elution buffer.
Flow rate
Gradient:

RozliSeni

Rychlos Kapacita

Vytézek

Mono S™ 5/50 GL

14.5 ml of partially purified and desalted transposase TniA

20 mM MES pH 6.5, 1 mM EDTA, 2 mM MgCl,, 1 mM DTT

20 mM MES pH 6.5, 1 mM EDTA, 2 mM MgC\:. 1 mM DTT, 1 M NaCl
1 ml/min

0%-100% elution buffer, 20 CV

— )\

0

10 20 30 40 Volume [ml)

Fig 4.10. Example of polishing: removal of trace contaminants by high-resolution CIEX. Purification of the

transposase TniA.



Zakladni zasady pro paradi purifika ¢nich krokt

Na za&atek zaadit metody s vysokou kapacitou a malymeérikem a
rozlisenim- velké mnozstvi levného vstupniho materialu.

Pozdji metody s vysokym rozliSenim a ¥kem, kapacita mé&wvyznamna
— Ve vzorku jiz investovana prace, mnozstvi protgamnensi.

Pokud mozndadit metody za sebou raciondliez nutnosti mezikrak
jako je vyneéna pufru mezi jednotlivymi sepatrami technikami

priklad: po precipitaci siranem amonnym nebo ioroidové chromatografii (protein je
eluovan z kolony za vysokych koncenracich soliada hydrofobni chromatografii (vzorek
davkovan na kolonu ve vysoké koncentraci soli)

Jednotlivée sepatai metody pokud mozno neopakovat.
Cim mérg kroka, tim wWtsi vy@znost proteinu.



Fuzni proteiny
Transl&ni fuze sekvenci kédujicich rekombinantni protein a tag (kotvu).
Tag : a) kratky peptid fp (His),, (Asp),, (Arg), ... ]
b) prirozeny oligopeptid [ MBP, GST, thioredoxin ...]

5’ Promoter 3’ Terminator

lTranscribe and translate

N — C

Tag fused to the N-terminus of the protein of interest

(ii)

5" Promoter 3’ Terminator

lTranscribe and translate

NI C

Tag fused to the C-terminus of the protein of interest

» usnadgni purifikace (uniformita purifikace) rekombinantniho proteinu
 zvySeni vyEzku

* zlepSeni rozpustnosti

» umozreéni detekce

» umozreéni sekrece

* Fuzniho partnera lze obvykle selektvadsepit.



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

thioredoxin 109 aa (11.7 kDa) N-,C- purifikace, zvySeni solupilit
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 /2l aa N- sekrece




Odstranéni fuzni kotvy (tagu) — proteolytické s€peni

Jakakoliv kotva rize vadit @i funkénich a strukturnich — ws, Ml

- MBP Target

studiich rekombinantniho proteinu. ./ [potem

—

PRSET B Multiple Cloning Site

T7 promoter RBS

1
21 AATACGACTC ACTATAGGGA GACCACAACG GTTTCCCTCT AGAAATAATT TTGTTTAACT TTAAGAAGGA

Polyhistidine (6xHis) region
T ] M
91 GATATACAT ATG CGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT
Met Arg Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met Thr

T7 gene 10 leader Kpress " Epitope BamH | Xfho| Sac |

1 r 11 [
148 GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC| GAC GAT GAC GAT AAG GAT dCG AGE TCG
Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyn JAsp Asp Asp Asp Lys Asp Pro Sgr Ser

EK recognition site gk cleavage site

Bgl I Pstl Pvull Kpnl Ncol EcoR| BstB | HinGtt
| (] | | | |

205 AGA TCT GCA GCT GGT ACC ATG GAA TTC GAA GCT TGA TCCGGCTGCT AACAAAGCCC
\rg Ser Ala Ala Gly Thr Met Glu Phe Glu Ala ***

T7 reverse priming site
261 GAAAGGAAGC TGAGTTGGCT GC"I‘dCCACCG CTGAGCAATA ACTAGICATAA

Enzvme Cleavage site
Enterokinase DDDDK’

Factor Xa IDGR®

Thrombin LVPR'GS
PreScission LEVLFQ'GP

TEV protease EQLYFQ'G

3C protease ETLFQ'GP

Sortase A LPET'G

Granzyme B DX, N'X, M"N,§'X




Fuzni kotvy (tagy) vyuzivajici se k purifikaci

Kotva (tag) Typ chromatografie | Princip separatni techniky
poly [His] afinitni vazba na kov
IgG vazna domeéna| afinitni vazba na protilatku

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

Poly [Arg] lontomeénicova vazba na kation vazajici matri¢i

Separdani techniky charakteristické
rovnovahou vSech parametr

RozliSeni

Rychlos

Kapacita

Vytézek



Metalochelatatni afinitni chromatografie
* R.1975- uvéejnil Porath a kol. metodu frakcionace sérovycheni

» Konstrukce undlych oligohistidinovych domén fazovanych k N- nebo
C- konci proteinu metodami mol. biologie

* Nyni jeden ze zakladnich purifikaich postup rekombinantnich protein

* Interakce proteinu s matrici je zpridkovana neobsazenymi d-orbitaly ipnt
prechodnych kotr, které vazou volné elektronové pargyazrié z dusikoveho atomu
imidazolovych skupin histidinovych zbytks proteinu.

M (kDa)
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\ (Ng:2+) Joddglovaci o
/- | raménko" , ———— e <4 (His).Zm-p6
55 parmm— R e i
Protein s hIStIdInOVO‘U C“\ oH ﬁ —
"‘h L |\ G OH IL ‘:/f
kotvou /4 W ow ool Sl e Ml Mo |_—ue’?ff
F 7
|— ,/ r 'h- ? 27— — ——
%
u Funl«:m/reaktlvnl 20 — —
ll skupina Podpirna matrice .
2+ N2 2 2
(agarosa) Zn + N| + CO + CU +

Sila vazbycw* > Ni2* >zn?* ~ C@



Metalochelatacni afinitni chromatografie
Purifikace za nativnich podminek

Obecreg Ize navrhnout Immobilized m , |
Pufry o pH 7-8 pro vazbu rek. His . | protease ceavage site|— NN
proteinu s kovovym iontem.

¢ I
Pufry s vysokou koncentraci soli Al .
o charged metal chelate resin
(nag. 0,5-1 mol/l NaCl). |

1ZSi . I imidazole| i DT 1R ‘oteas
Niz&7 koncentrace imidazolu nebo || 7' | tmdwoci @ || [EDTAID, | protease

snizeni pH pro odstrani @
balastnich protein —a
+ + + +

Eluce pouzitim gradientu imidazolu i
(0-1 mol/l), H {

vyraznym snizenim pH nebo
vyuzitim EDTA.



His-tagged protein and IMAC under native conditions

One-step purification of maizep-glucosidase

» Perfusion matrix: POROS MC/M

> Functional group: iminodiacetate, metal ior¢Zn

» Removing contaminated proteins: linear gradient of imidazole (0—50 mMjtufpoH 7—6.1)
» Protein elution: 0.1 M EDTA

» 80% recovery, 95 fold purification

» Common production and isolation of wild type protein and soluble mutant foremkymatic
measurements and crystallization.

M (kDa)
116 e

86 —

(His),Zm-p60.r —P» -
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(Zouhar et al., 1999)
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Purifikace proteinu AHP2 (Arabidopsis histidin phosphotransfer protein 2)

4L bakterialni kultury

l

Metalochelata €ni afinitni chromatografie

Puer: 50 mM Tris pH 7.9, 300 mM
NacCl, 10 % glycerol, 20 mM
imidazol, 3.9 mM mercaptoethanol
Gradientova eluce: 20 -500 mM

imidazol
Gelova filtrace Anion vym énn& chromatografie
Pufr: 20 mM Tris pH 7.9, 250 mM NacCl Pufr: 20 mM Tris pH 7.9
Isocratické eluce Gradientové eluce: 0 - 1M NaCl
66 kDa EE
45 kDa —>

36 kDa

29 kDa
24 kDa

20 kDa

14 kDa

15% SDS PAGE ~ wmmsssmp  10% NATIVE PAGE 15 % SDS PAGE s 10% NATIVE PAGE
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His-tagged protein and IMAC under native conditions

Four-step purification of ArabidopsisCKI1 ,

Affinity purification (MCAC) _ -
Tag removal (TEV protease) -SGSG- -SA-TEV-AME-CKI1

Affinity purification (MCAC)
Size exclusion chromatography

3. Affinity purification after TEV cleavege
after cleavege

- 200 mM imidazole

| PETM-60::CK|1qp

/ i :

— CKllgp
44— pETM'GO

\ 10 CV N\

4. Size-exclusion chromatography

PETM-60 [\
/\ 1L— ~10-20 mg for TB

J Lﬂ and M9

0 mM imidaz.

S b ARETET T ERTEEEb L bk b bbb AR

Pekarova B.



Cistota x homogenita proteinu

1D-PAGE X . . L .
Cistota = protein bez kontaminace jinymi proteiny

1% 10% Homogenita/heterogenita

SDS PAGE NATIVE PAGE

AHP5 — heterogenita v Cistém vzorku proteinu
Priklady moznych zdroju heterogenity:
- rozdily v primarni struktufe (genetické varianty,
degradace)
- rozdily ve foldingu (chyby ve foldingu, ¢aste¢né
denaturace)
— - rozdily v kvartéerni strukture (oligomerizace)

- rozdily v posttranslacnich modifikacich
- ruzné agregacni stavy
- oxidace (e.g. SH skupiny v proteinech)

- starnuti (e.g. deaminace v proteinech)



Zakladni doporucéeni pro uskladnéni proteinu po purifikaci

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

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 &sic 1 rok roky roky

Pozadavek sterilniho praéeti nebo | ano Obvykle ano ne ne

pridavek antibakterialniho additiva

Kolikrat maze byt takto skladovany mnohokrat | mnohokréat 1 x , opakované 1 X,

vzorek pouzity?

zamrazovani a
rozmrazovani obeeén
vede k degradaci
proteinu




Zakladni doporucéeni pro uskladnéni proteinu po purifikaci

2. Koncentrace proteinu

- roziecEnim proteinu na < 5Qg/ml dochaztasto k jeho inaktivaci nebo ztéat
proteinu

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

Protein by ml byt skladovan i koncentraci nejménl mg/ml nebo se oize
protein stabilizovat fiddavkem jiného proteinu nA@BSA nebo pidavkem additiva.

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