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Exprese a purifikace

rekombinantnich proteint

Radka Dopitova



Rekombinantni proteiny

Rekombinantni DNA je arteficialni DNA sekvence, ktera vznikla
novou kombinaci riznych DNA sekvenci.

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



Wuziti rekombinantnich proteinu

Nadprodukce a purifikace rekombinantnich protein( jsou nezbytnym
predpokladem pro:

e Biochemickou funkc¢ni charakteristiku proteinu (urCeni presnych
kinetickych parametrl K, k., pro enzymy se substratem, K; pro enzymy s
Inhibitorem, K, pro protein - proteinové interakce Ci ligand -proteinove
Interakce)

o Strukturni analyzu (NMR, krystalografie)
* Proteinové inZzenyrstvi (zlepSeni vlastnosti proteint — aktivita, stabilita)

* V pramyslovém méFitku jsou produkovany léky, vakciny a potravinové
doplnky.

Cil: Wsoky vytézek homogenniho proteinu (mg — kg proteinu)

Zachovani biologické aktivity



ProC vyrabét rekombinantni proteiny?

Prirozeny zdroj:

Obtizné se ziskava (tkané, organy).

Obtizné se kultivuje (bakterie, viry, tkanove kultury).

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 lang-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) HLAD 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-P3 (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

j3,-adrenergic receptor

rat liver (400 g)

Graziano et al. (1985)

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



Technologie rekombinantnich proteind
SRS PRSI P> cpesson yaem Y

Grow large
volumes of

i protein in
% culture

genomic
data

Protein

structure Purify protein
Muclear by affinity

magnetic chromatography

resonance or other methods

Spectroscopy 4

Data analysis

" | Crystallize
| protein

X-ray diffraction




Hostitelsky organismus pro expresi
rekombinantnich proteinud

Bakterie

Kvasinky

Rostliny

SavCi bunky

Hmyzi bunky s bakuloviry
Transgenni zivocCichove

EXxprese proteinu in vitro



Obsah prednasky

1. Cast: Exprese rekombinantnich proteinu v E.coli

A

Exprese proteinl flzovanych s
GFP v E. coli

Purifikace protein(l fuzovanych s GFP
pomoci hydrofobni matrice



Produkce heterolognich proteint v E. Coli

VYHODY :

* \Wsoka produkce rekombinantnich protein(

 Dobre prostudovany genom a proteom-usnadnéni

genovych manipulaci

» Design fady vektoru usnadriuje klonovani a expresi cizich gent
e Rychly rlst v pomérné levném médiu

* Pfizplsobivost systému



Produkce heterolognich proteint v E. Coli

NEVYHODY:

» Potfeba cDNA zkoumaného proteinu

« Absence eukaryotickych posttranslatnich systému
(posttranslacni modifikace)

« Tvorba nerozpustnych inkluznich telisek

» Omezena schopnost tvorby disulfidickych vazeb

« Chybi sekrecni mechanismus pro ucinné uvolnovani proteinu
do kultivacniho media



Expresni systém pro produkci
rekombinantnich proteinu v E.cols

Hostitelsky
kmen

Podminky
kultivace




Expresni vektor

= klonovaci vektor, ktery obsahuje nezbytne regulacni sekvence k

tomu, aby podporoval expresi inzertd cizich gend.

pET-32a(+) seq

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

(NcoI- Xhol) 158-217
His*Tag coding sequence 140-157
T7 terminator 26-72

facl coding sequence 1171-2250
pBR322 origin 3684

bla 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 1 at 198. pET-32¢(+) isa
5901bp plasmid: add 1bp to each site
beyond BamH I at 198 except for EcoR V,
which cuts at 209.

Hind lll(173)

/7 Sal 179)

Sac li190)

Bpu1102 I(0) EcoR I{192)
ﬁ BamH l198)
EcoR V(206)
| Neo li212)
| Bagl lli241)
Kpn I(238)

Nsp V(268)
~—Wsc las1)

,Rsr 11(589)
Xba l(729)
SgrA l(s40)

Dra llises8)

Sca l(4935)

Pwvu li4sa5) Sph l96)

Psllmrﬁmk? f
Bsa l(4576) - ,-’
Eam1105 @367y | |
T | |, Miu 1521
; pET-32a(+) | e
\ (5900bp) | Bl li1535)

| FBstE ll(1702)
A\ Bmg I(1730)
\Apa I(1732)

\

AN l(4038)
BssH li(1932)

Hpa l(2027)

BsplLU11 1(3622) />\
Sap (3506)

Bst1107 3393)
Tth111 I(3367)
BspG l(3148) /

PshA I(2366)

\Psp5 lli2628)

T7 promoter

— > lac operator

thrombi

PET-32a(+)

Ncol  EcoRV BamH | Eq

enterokinase

AA  pET-32b(+

ATCCGGCTGCTAA PET-32¢(+)

Bpul1021 T7 terminator

B e p————
LI terminator primer #69337—% ”
pET-32a-c(+) cloning/expression region




Struktura vektoru pro G¢innou expresi rekombinantnich proteinu v E.coli

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

(Neco1- Xhol) 158-217
His*Tag coding sequence ~ 140-157
T7 terminator 26-72
lacI coding sequence 1171-2250
pBR322 origin 3684

bla 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(+) is a
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site

Ava l(158)
Xho l(158)
Eag l(166)
Not 1(166)
Hind 1i(173)
Sal l(179)
Sac li190)
EcoR l{192)
BamH l(198)
EcoR V(206)
Nco l(212)

B 24
Kpn I(238)
_ Nsp Vi268)
/ ~——Msc l(351)

Rsr 11(589)

Xba 1(729)

Sca SgrA (840)
Sph 1(996)

Pvu li4
_ EcoN 1(1056)

- Klonovaci misto

, Gen pro rezistenci

}'\(ApaBImDSJ
[ VA
Bsa l457¢§ -/ Vo

/ ]
Eam1105 I(434 1

k antibiotiku (ampicilin)

Operator -
vazebné misto pro represor

beyond BamH 1 at 198. pET-32¢(+) isa LJ || i I(1521)
5901bp plasmid; add 1bp to each site | PET‘323(+) 2 | ' ( 3
i \ (5900bp) = || [MBel l1535)
beyond BamH I at 198 except for EcoR 'V, \ <]
which cuts at 209. \ = [/ }BSE lluTo2)
,\'}J /\ Bmg 1(1730)
oF Apa l(1732)
©
BssH 11(1932)
promotor ey
BspLU11 1(3622)
Sap 1(3506) PshA l(2366)
Bst1107 I(3393) . I \
Tt ] J/Y Psp5 11(2628)
o BspG I(3148) /
T7 promoter |
ac operator Xbal rbs
V i His'T:';g _

ATACA

ATCATCATCATCA
sHisHisH sHisHIs|

L.
Sall _ Hind Il __Not

» Ribozom-vazebné misto

— Fuzni/purifikaCni

CCGGCTECTAA pET-32c(+)

— znacCky/kotvy

» Transkripcni

CTAAACGGGTCTTGAGGGE

1o erAsnAslE
" T7 terminator primer #9337-3

terminator

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



Struktura vektoru pro G¢innou expresi rekombinantnich proteint v E.coli

pET-32a(+) sequence landmarks

T7 promoter 764-780
TT transcription start 763
Trx*Tag coding sequence  366-692
His*Tag coding sequence ~ 327-344
SeTag 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

bla coding sequence 4445-5302
£1 origin 5434-5880 Sca lises)

Pvu li4885)
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)

Bsa 1(4576)
Eam1105 1(4357

Dra llls658)

Nsp V(268)
Msc l(351)

Rsr 11(589)
Xba 1(729)
SgrA l(s40)

Sph 1(996)
— EcoN l(1056)

ApaB l(1205)

|
|
beyond BamH 1 at 198. pET-32¢(+) isa LJ 5 " | | Miu Tas21)
5901bp plasmid; add 1bp to each site ﬂ pE.SrE;[%za(*.) _n: || kBl 1(1535)
beyond BamH I at 198 except for EcoR V, \ ( . 2]
5
which cuts at 209. \ =~ |/ BsE llu702)
&\’J Bmg I(1730)
O (1732
AlwN 1(4038) KS) Aom Tt 4
o =aen - Operator -
mot %
promotor ¥ = vazebné misto
BspLU11 1(3622)
Sap 1(3506) PshA 1(2366)
Bst1107 I(3393) B
T ] Psp5 ll(2628)
¥ BspG l(3148)
M’ lac operator Xbal
TAATACGACTCACTATACRGCAATTCT CAGCCGATAACAATTCACCTC TAGAAATAATTTTGTTTAACTT
Trx-Tag Mscl is-Tag
ATACATATGAGC . .. 315bp. .. CTGGCC CTGGCCATATGCACCATCATCATCATCATTC ACGCGGTTC
etSe 105aa LeuAlaGlySe ySerGlyHisMetH | sk s yLeu oArgGlySer
e e e TR T R
S'Tag  NspV STag ﬁﬁa?? thrombin
GGTATGAAAGAAACCGL TGCTGCTAAAT TCGAACGCCAGCACATGGA C
GlyMetLysGluTt oAl oflaLysPheG luArgGinHi sMetAs e
pET-32a(+) Eagl
EcoRV BamH| EcoR| Sacl Sall Hindll _Notl
A > GCTTGCGGCCGCACTCGAGE G GGCTGCTAA
T erGlyCysEnd
ATCGGATCCGAA SAGCTCCG CCGGCTGCTAA  pET-32b(+
eSerAspProAsnSerSerSer
CTGTGGATCCGAATTCGAGCTCCG ACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA pET-32c(+)
rLeuTrpl leArgl leArgA laProS rol he The Thr ThrThrThrGlull eArgleuleuThr
Bpul1021 T7 terminator
GGC SAGCAATAAC TGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
rTrpl or AsnAsnEnd
., ————————
T7 terminator primer #9337-3
PET-32a-c(+) cloning/expression region

pro represor



Vlastnosti promotoru:
e Silny promotor (ptac, ptrp, ApL, pT-)

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

e PFenositelny do rtiznych kmenu E.coli
 Jednoduse a levneé inducibilni
- Teplotni indukce (ApL)

- Chemicka indukce (ptac, ptrp, pT7): IPTG (isopropyl-p-D-
thiogalaktopyranozid)

* Wkazuje minimalni hladinu bazalni exprese

- Pokud jsou proteiny netoxické dosahuje se vysokych vytézkl proteind
ristem bunék do vysokych hustot s naslednou indukci aktivity promotoru.

- U toxickych proteinl pro je nutnd minimalizace bazalni transkripce pred
pridavkem indukéniho ¢inidla pomoci vhodného represoru.



Struktura vektoru pro G¢innou expresi rekombinantnich proteint v E.coli

pET-32a(+) sequence landmarks

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

(Nco - Xho1) 158-217
His*Tag coding sequence 140-157 Dra lll(s658) Nsp V(268)

T7 terminator 26-72 — }— Msc l(351)

IacI coding sequence 1171-2250 K;——Ezﬂﬁgj Rsr Il(589)
pBR322 origin 3684 o & e Xba I720)

bla coding sequence 4445-5302 (O

£1 origin 5434-5880 Sca lises) Sarale

Pvu l(4885) Sph 1(996)
— EcoN l(1056)

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

are the same as pET-32a(+) (shown) with ApaB 1(1205)
the following exceptions: pET-32b(+) is a Bk
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site Gk ‘J \ \
beyond BamH 1 at 198. pET-32¢(+) isa Eam1105 4367, LJ o " |
i i T ET-32a(+ o | L, Mlu 1(1521)
5901bp plasmid; add 1bp to each site t p ( ) =
(5900bp) -1 Bcl 1{1535)
beyond BamH I at 198 except for EcoR V, \ = jIJ /
which cuts at 209. \ ' /| }BstE li7oz)
Bmg I(1730)
AlwN 1(4038) Aoz

BssH 11(1932)
Hpa l(2027)

BspLU11 1(3622)

Sap 1(3506) PshA 1(2366)

Bst1107 I(3393) _

Tth111 1(3367) Psp5 ll(2628)

BspG l(3148)
T7 promoter = 7 Ve
EEE—— )
S NOP N » Ribozom-vazebné misto
Trx+Tag 2

CGCGGTTC

ATACATATGAGC. ..315bp. . .CTGGCC G ACGC
MetSer 105aa LeuAlaGlySe & s SerSerGlyLeu oArgGlySer
—————— 5 e R
S'Tag  NspV STag %nr’n"er #6%?31 thrombin
GGTATGAAAGARACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGGA C A
GlyMetLysGluTt oAl oflaLysPheG luArgGinHi sMetAs e
pET-32a(+) Eagl
EcoRV BamH| EcoR| Sacl Sall Hindll _Notl
A GCTTGCGGCCGCACTCBAGE GGCTGCTAA

erGlyCysEnd

CCGGCTGCTAA  pET-32b(+

ATCGGATCCGAA GAGCTCCG
eSerAspProAsnSerSerSer

ATCTGTGGATCCGAATTCGAGCTCCG
rleuTrpllekrgl leArgA laProS

SAGATCCGGCTGCTAA pET-32¢(+)

Ve

W e » Transkripcni
4ﬂ'termmam.—pnmenmseaa?-s term I n étor

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

GGC
rirpL




Struktura vektoru pro G¢innou expresi rekombinantnich proteinu v E.coli

R 35 -10 sSD coding sequenc TT Tet Ori
] | \
| el

K :o\l oo

STOP codon
TTGACA (N)47 TATAAT UGA
UAG

START codon

mMRNA 5'  UAAGGAGG (N)g IAUG (91%)
16S IANA 3' |, oAUUCCUCC GUG (8%)
UUG (1%)

Ribozom-vazebné misto: zahrnuje Shine-Dalgarnova (SD) sekvenci a

-------

- - - W

tato vzdalenost ovliviuje Ucinnost iniciace translace (optimalni vzdalenost je
4-8 nukleotid(l), oblast bohata na AT pary.

TranskripCni terminator T, term, rrT1,T2
(zabranuje okluzi promotoru, zvysuje stabilitu MRNA)



Expresni systém pro produkci
rekombinantnich proteinu v E.cols

Vektor Hostitelsky

kmen

Podminky
kultivace



Inducibilni exprese v hostitelském kmeni E. coli BL21(DES3)




Toxicita rekombinantniho proteinu pro hostitelsky kmen

* Neni omezena na pouhy fakt, ze je protein je pro bunku cizi, ale
muZe byt zpusobena i tim, Ze je nadprodukovan urcity nativni gen.

Pro hostitele jsou smrtelné:

» Rekombinantni proteiny s hydrofobnimi oblastmi maji toxicky
ucinek - asociuji s membranou nebo se inkorporuji do membranového
systemu bunky (poruseni membranoveho potencialu).

* Proteiny, ktere inaktivuji ribozomy.



Vyber hostitelského kmene E.coli s ohledem
na toxicitu proteinu pro hostitele

 Nutna prisna regulace expresniho systemu

Komercéné dostupné bakterialni kmeny s rtznymi Grovnémi regulace
exprese, zajistujicimi minimalizaci bazalni exprese.

BL21(DE3) firma Novagen

BL21(DE3)pLysS firma Novagen




RUzné Urovné minimalizace bazalni exprese

v BL21(DE3)
BL21(DE3)pLysS/E
BL21

( IPTG Induction
E. coli RNA *

polymerase

- | +

| | laco |
|

|

Ypromoter /
| R

N
\ INACTIVE /

\_

E. coli genome

IPTG Induct ia
T7 RNA *

polymerase

? Target gene
|

| laco

\Ypromotor /
ﬁ

Cca 10 % hladina bazalni exprese (pred indukci exprese) klonovaného

genu.



RUzné Urovné minimalizace bazalni exprese

BL21(DE3)
v BL21(DE3)pLysS/E
BL21

//" IPTG Induction

IPTG Inductigg\

E. coli RNA * T7 RNA v
polymerase polymerase
| T7 gene 1 | Target gene
| T7 RNA polymerase |
v | v
4 | o |
| " iaco > P ™ laco
| lac promoter \ T7 promoter
| INACTIVE \
' -~ p— )
lac = lac
repressor * repressor
| \
| | |
1cl ge @ lac | gene —
T7 lysosyme
|
I —
T7 lysozyme —
gene

\ E. coli genome

J

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

Cca 1-3% hladina bazalni (pred indukci exprese) exprese klonovaneho

genu.



RUzné Urovné minimalizace bazalni exprese

( IPTG Induction

Ecorem Y
BL21(DE3)
BL21(DE3)pLysS/E
vBL21 D

\ E. coli genome

IPTG Induct ia
T7 RNA *

polymerase

? Target gene
|

| laco

\Ypromotor /
ﬁ

repressor

lac | gene —

ozyme —

J

* Indukce exprese infekci bakteriofagem CEG (gen pro T7 RNA

polymerasu)

Nejvyssi uroven represe!!



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

kodond.

« Kodony zfidka vyuzivané u E. Coli se mohou hojné vyskytovat u heterolognich gen

pochazejicich z eukaryot, archebakterii aj.

* Frekvence vyuziti synonymnich kodon( obwkle odrazi zastoupeni jejich tRNA v

cytoplazme.

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

fields: [triplet] [frequency: per thousand] ([number])

UUU 19.7( 101) UCU 5.7¢( 29) UAU 16.8( 86) UGU 5.9(¢ 30)
UUC 15.0( 77) UucC  5.5( 28) UAC 14.6( 75) UGC 8.0( 41)
UUA 15.2( 78) UCA 7.8( 40) UAA 1.8( 9) UGA 1.0(¢ 5)
UUG 11.9( 61) UCG 8.0( 41) UAG 0.0(¢ 0) UGG 10.7( 55)
CUU 11.9¢( 61) CCU 8.4( 43) CAU 15.8( 8l) CGU 21.1(¢ 108)
CUC 10.5( 54) CCC 6.4(¢ 33) CAC 13.1(¢ 67) CGC 26.0( 133)
CUA  5.3( 27) CCA 6.6( 34) CAA 12.1( 62) CGA 4.3( 22)
CUG 46.9( 240) CCG 26.7( 137) CAG 27.7( 142) CGG 4.1 (¢ 21)
IAUU 30.5( 156) ACU 8.0( 41) AAU 21.9( 112) AGU 7.2( 37)
IAUC 18.2( 93) ACC 22.8( 117) AAC 24.4( 125) AGC 16.6( 85)
IAUA 3.7( 19) ACA 6.4/ 33) AAA 33.2( 170)| AGA 1.4( 7)
IAUG 24.8( 127) ACG 11.5¢( 59) AAG 12.1( 62)L_AGG _1.6( 8)
GUU 16.8( 86) GCU 10.7( 55) GAU 37.9( 194) GGU 21.3( 109)
GUC 11.7( 60) GCC 31.6( 162) GAC 20.5( 105) GGC 33.4( 171)
GUA 11.5( 59) GCA 21.1( 108) GAA 43.7( 224) GGA 9.2( 47)
GUG 26.4 ( 135) GCG 38.5( 197) GAG 18.4( 94) GGG 8.6( 44)

Coding GC 52.35% 1st letter GC 60.82% 2nd letter GC 40.61% 3rd letter GC 55.62%

L

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

fields: [triplet] [frequency: per thousand] ([number])

UUU
UuC
UUA
UUG

CUU
CUC
CUA
CUG

IAUU
IAUC
IAUA
IAUG

GUU
GUC
GUA
GUG

21.
20.
12.
20.

24.1
16.1
.9
9.8

9

21.5
.5
6
5

18

12.
24.

27.2
.8
9
4

12

9.
17.

678320
642407
394867

8 (
7(
7(
9(649150

)
)
)
)

750114
500524
307000

(
(
(
(305822

)
)
)
)

668227
576287
391867

(
(
(
(762852

)
)
)
)

847061
397008
308605

(
(
(
(539873

)
)
)
)

UCU
ucc
UCA
UCG

CCU
Ccc
CCA
CCG

ACU
ACC
ACA
ACG

GCU
GCC
GCA
GCG

25.2
11.2
.3
9.3

18

18.7
.3
1
6

5

16.
8.

17.5
.3
7
7

10

15.
7.

28.3
.3
5
0

10

17.
9.

782818
348173
568570

(
(
(
(290158

)
)
)
)

580962
165252
502101

(
(
(
(268115

)
)
)
)

544807
321640
487161

(
(
(
(240652

)
)
)
)

880808
321500
543180

(
(
(
(280804

)
)
)
)

UAU
UAC
UAA
UAG

CAU
CAC
CAA
CAG

AAU
AAC
AAA
AAG

GAU
GAC
GAA
GAG

14.
13.
0.
0.

13.8
8.7
.4
15.2

19

22.3
.9
8
7

20

30.
32.

36.
17.
34.
32.

455089
427132
29405

(
(
(
(16417

6 )
7 )
9 )
5 )

428694
271155
604800

(
(
(
(473809

)
)
)
)

(693344)
(650826)
(957374)
(1016176)
1139637)
535668)
1068012)
1002594)

6
2
3
2

*

UuGu .5(327640)
UGC .2(222769)
UGA 1.2( 36260)
UGG 12.5(388049)
CGU 9.0(280392)
CGC 3.8(117543)
CGA 6.3(195736)
CGG 4.9(151572)
AGU 14.0(435738)
AGC 11.3(352568)
GA 19.0(5§9788)
AGG 11.0(p40922)
GGU 22.2(689891)
GGC 9.2(284681)
GGA 24.2(751489)
GGG 10.2(316620)

Coding GC 44.59% 1st letter GC 50.84% 2nd letter GC 40.54% 3rd letter GC 42.38%

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




Malo preferovane kodony u E.coli

Codon(s) Amino acid

AGA, AGG, [CGA, CGGnnnrririisesssssssssssssissmssssssssssssssens Arg
LIRL TR s suiosamnsssmnni et e AR Cys
L Gly
BR oo s ———— lle

CUA, CUC .. sssssssssssssssssmmsssssssssssssssissssmssssssssssses Leu
CCC, CCU, CCALiimssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses Pro
LUGA. 20U UG UL s s i Ser
ACA s Thr

Makrides, 1996

Exprese heterologni gent obsahujicich malo preferované kodony vede k translacnim
chybéach !

 PredCasné ukonceni translace (zkraceny produkt)
 Posunuti Cteciho ramce (posun az 0 2 AK v misté kodonu AGA)

« Zameéna aminokyseliny - Casto arginin (kodon AGA) za lyzin



Vyber hostitelského kmene E.coli

* Pro produkci gent obsahujici velké mnozstvi kodond, kteéjso
vyuzivané E.coli, je mozné pouzit komercné dodavané kmeny, které produkuji tRNA

malo uzivanych kodond.
Plasmidy komplementujici tRNA.

8 .
*BL21 (DE3) *AGG/AGA (arginine,R), AUA firma Stratagene e %
CodonPlus-RIL | (isoleucine, 1) and CUA (leucine, L) J | cun BN
*BL21 (DE3) *AGG/AGA (arginine, R)and CCC | .. N /
CodonPlus-RP | (proline, P) firma Stratagene e
*AGG/AGA (arginine, R), CGG - ¢ e
*Rosetta or (arginine, R), AUA (isoleucine, 1) firma Novagen 3\/
Rosetta (DE3) | CUA (leucine, LYCCC (proline), and g X
GGA (glycine, G) » i
- g
L(ijir( - :

NEBO: Mistné fizenad mutageneze - zaména malo vyuzivaneho kodonu.
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Degradace proteinu

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

- Selektivné odstranuje ,,abnormalni* proteiny:

* Nekompletni polypeptidy

* Proteiny se zaménenymi AK

« Nadmérné syntetizované podjednotky multimernich protein(
* Proteiny poskozeneé oxidaci nebo volnymi radikaly

o Cizi, rekombinantni proteiny (probléemem jsou proteiny < 10 kDa)



Vyber hostitelskeho kmene E.coli

Kmeny deficientni na proteasy

» Mutace, eliminujici produkci proteas a tim proteolytickou
degradaci rekombinantnich proteind.

Expresni kmeny BL21 jsou deficientni na:
cytoplazmatickou proteasu lon
periplazmatickou proteasu ompT



Aminokyseliny redukujici stabilitu heterologniho proteinu

1. N-koncove pravidlo

o Stabilita proteinu je ovlivnéna aminokyselinou, ktera nasleduje prvni
aminokyselinu polypeptidového retézce (methionin).

Aminokyseliny na této pozici redukuji stabilitu proteinu:
Arg, Lys, Leu, Phe, Tyra Trp

 Polocas rozpadu proteinu pouze 2 min

2. Lysin ve vnitrni sekvenci pobliz N-konce proteinu
o Degradace ubigutin-dependentnimi proteasami

3. PEST hypoteza

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

o Po fosforylaci PEST degradace proteinu Ca-dependentnimi proteasami



Cilena exprese proteinu

Peptidoglycan

Copyright @ 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Microbiology




Cytoplazmaticka exprese

e Preferovany zpusob

Vyhody

* Wsoky vytézek proteinu

* Jednodussi plazmidove konstrukty
e Inkluzni téliska

Nevyhody

e Inkluzni téliska

* Redukcni prostredi

* Proteolyza

* VVice komplexni purifikace



Inkluzni téliska

Nerozpustné shluky (cca 2um? sloZené z nativnich proteind s nizkou rozpustnosti, z
nesloZenych nebo z ¢astecné poskladanych proteind

Co zpusobuje jejich tvorbu?

1. Prostredi v E.coli se liSi od prirozeneho prostredi ve smyslu redoxniho potencialu
(redukéni prostiedi v cytoplazmé E.coli), pH, osmolarita, absence chaperond,
kofaktor(, absence post-translaénich modifikaci

2. VWysoka hladina exprimovanych proteind

- exponované hydrofobni domény nesbalenych polypeptldowch Fetézcl navzajem
(intramolekularng) asociuji N Pe— _

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 téliska — nerozpustny protein



Inkluzni téliska

Vyhody
» Snadna izolace ve vysokeé Cistoté a koncentraci
» Ochrana pred proteasami

* Pro produkci proteind, jejichz aktivita je pro burku letalni

Nevyhody

* Proteinova nerozpustnost

 Refolding pro opétné ziskani biologicke aktivity
 Refolding nemusi vést k zaktivovani proteinu

» Redukce vytézku proteinu

o ZvysSuji se naklady



Moznosti minimalizace tvorby inkluznich télisek

Izolace a nasledny
Exprese Rozpustny protein refolding

rekombinantniho
proteinu v E. coli

/ Rozpustny protein

Modifikace expresnich podminek

Inkluzni téliska

 Snizeni teploty kultivace bakterialni kultury
« Koprodukce chaperon
* Pouziti fuzniho partnera zlepsujiciho solubilizaci (thioredoxin)

« Selekce rliznych kmen( E.coli kmend - napf. bakterialni
kmene deficientni na thioredoxin reduktasu




Moznosti minimalizace tvorby inkluznich télisek

i i

Vyber hostitelskeho kmene E.coli

* Pokud protein obsahuje jeden nebo vice disulfidickych vazeb, spravné poskladani
proteinu je stimulovano v hostiteli s vice oxidujicim prostredi cytoplazmy.

-AD494 e Mutace v genu pro * Novagen
thioredoxinreduktasu (trxB)

*Origami . Dvo%ité mutace v genu pro thioredoxin | ¢ Novagen
Eedu)k asu (trxB) and glutathionreduktasu
gor




Periplazmaticka exprese
» Periplazma obsahuje jen 4% vsech bunécnych proteinll (cca 100 proteint)

» Transmembranovy transport je zprostredkovan signalnim peptidem na N-konci
proteinu

 Prokaryoticke signalni peptidy uspésné pouzite v E.coli (ompA, ompT z E.coli,
protein A z S. Aureus, endoglukanasa z B.subtilis)

Vyhody

» Jednodussi purifikace

* Neni zde tak rozsahla proteolyza

« ZlepSeni tvorby disulfidickych mustki/foldingu

Nevyhody

« Signalni peptid nezajisti vzdy transport do periplazmy

 Mohou se také tvorit inkluzni téliska



Extracelularni exprese
» Sekrece proteint do kultivaéniho média

» Chybi Gc€inna cesta pro transport skrz vnejSi membranu (E.coli sekretuje velmi
malo proteind).

» Nékteré proteiny sekretované do periplazmy pasivné difunduji do média.

e Zatim spiSe nelspéSna manipulace s riznymi transportnimi cestami, které by
usnadnovaly sekreci ciziho proteinu.

Vyhody

« Minimalni kontaminace ostatnimi proteiny (jednodussi
purifikace)

* Nejmensi hladina proteolyzy
« Zlepseni foldingu
Nevyhody

» Casto nizka sekrece

 Hodné zfedény protein



Modifikace rustovych podminek

Vektor Hostitelsky

kmen

Podminky
kultivace



Podminky kultivace

Moznosti zvyseni produkce rozpustného proteinu
Experimentalné se optimalizuje:
» Hustota bunéecné kultury
* Slozeni média (pH, pridavek specifickych substratd, kofaktor(,
slozeni zivin-bohaté ¢i minimalni média)
» Teplota rustu bakterii a teplota po indukci exprese

e Koncentrace indukéniho ¢inidla

 Délka indukce exprese



Vliv slozeni média na produkci rostlinné B-glukosidasy v E. coli

Vliv rlznych podminek exprese na aktivitu mutantni formy kukuficné j-
glukosidasy F461L.

podminky SEe_ci_fické
o aktivita

 pH LB media (nkat/mg)
e PFitomnost substratu LB médium pH 6 2,0
(celobiosa na indukci LB médium pH 7 49
exprese)

LB médium pH 8 2,8

1%  celobiosa (na 2,7

indukci exprese)

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



Vliv teploty kultivace na produkci rostlinnych AHP
proteinu v E. coli

Podminky:

1. Médium: LB médium, bakterialni kmen BL21(DE3)pLysS
Rist (OD600~0.5-0.6) Indukce 0,4 mM IPTG/3hodiny
22°C 22°C (3)

37°C 22°C (2)

37°C 28°C (1)

Test rozpustnosti:
2. Pfiprava proteinovych lyzat(l za silné denaturacnich podminek (celkové produkce
proteinu= rozpustna+nerozpustna forma) a za nativnich podminek (rozpustna forma

proteinu). 1 2 3
3. SDS PAGE denaturacnich a nativnich proteinovych lyzatd - -
s naslednou analyzou western blotingem. Celkova produkce proteinu

kb <@

Rozpustna forma proteinu

4. Detekce proteinu pomoci série protilatek a kvantifikace signalt pomoci programu
pro analyzu 1-D gell (pf. Quantity One- BioRad, Quanti Scan-pfistupny na
Internetu).



Vliv teploty kultivace na produkci rostlinnych AHP proteint v
E. coli

Procenta produkce AHP proteinl v rozpustné formé
AHP1 | AHP2 | AHP3 | AHP4 | AHP5 | AHP6

t(C)
RUst/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. ¢ast: Purifikace rekombinantnich protein

Purifikace protein(l fuzovanych s GFP
pomoci hydrofobni matrice




Purifikace proteinu z komplexni smési makromolekul pritomnych v
biologickem vzorku (bunégny nebo tkanovy extrakt)

Acidic
Analyza bunécného extraktu 2D elektroforézou

Basic

* Nékolik tisic protein( z rliznymi vlastnostmi (~5000-8000) a v rtiznych mnozstvich
(aktin ~ 10%, unikatni trankripéni faktor < 0,001% z celkového proteind)

* DNA, RNA, polysacharidy, lipidy



NezZ zaCNeme. ..o oee e iieenas,

1.Proc??? Pro jaky ucel ?

2. Jak??? Jak protein detekovat?

3. Co?7?7? Jaké vlastnosti ma protein ?



1. Proc???

Pro Jaky ucel ?

Aplikace Mnozstvi Cistota Poznamka
Identifikace 0,002-0,2 ug vysoka « Edmanovo odbouravani (5-10 pmol),
(>95%) pristupy hmotnostni spektroskopie (0,2-1
pmol)
Produkce protilatek ug-mg stredni-vysoka | * Pro imunizaci: ~ 0,1 pg proteinu
« Cim vétsi Cistota tim vétsi a rychlejsi Sance
pro zisk vysoce specifické imunitni odpoveédi.
Enzymologie 1-5 mg vysoka > 95 % | « MnoZstvi proteinu zavisi na citlivosti
analyzy.
« Cistota zavisi na specificité analyzy a
ovlivnéni vysledk( analyzy kontaminacemi.
Biofyzikalni studie mg-g vysoka » CD spektroskopie, rezonance povrchovych
(>95%) plasmond, fluorimetrie, analyticka
ultracentrifugace, UV spektroskopie
3D struktura 10-20 mg vysoka « Hledani krystalizaénich podminek ~ 1-2 mg
(krystalizace, NMR) (>95%) proteinu, zisk krystalu o velikosti dostate¢né
pro rentgenovou difrakci 5-10 mg proteinu
* Pro prvni 1-D NMR spektra se vyZaduje ~
0,5 umol proteinu, protein (velikost 5-20kDa)
znaCeny > N / 13C je nutny pro vyreSeni
struktury.
Farmaceutickeé mg-kg vysoka « Pro klinické Ggely nesmi proteiny obsahovat
ucely (99,9%) pyrogeny a bakterialni toxiny a musi byt

velmi stabilni kvili dlouhodobému
skladovani.




2. Jak??7? Jak budeme protein analyzovat?

1. Polyakrylamidova gelova elektroforéza za denaturujicich
podminek (SDS PAGE) se specifickou detekci :

Detekce proteinu zajmu béhem jeho purifikace

» Pomoci protilatek SDS PAGE s néslednych

westernovym pirenosem

Sledovani biologické aktivity proteinu béhem purifikace

U enzymU napf¥. barveni v gelu pomoci chromogennich substratt (nebo stanoveni
specifickych konstant v komplexnich vzorcich )

S

nativni PAGE, zymogram



2. Jak??7? Jak budeme protein analyzovat?

2. Polyakrylamidova gelova elektroforeza za denaturujicich
podminek s nespecifickou detekci

 Barveni pomoci Coommasie blue, stfibra,...

Sledovani Cistoty purifikovanéeho proteinu

28% Cistota

80% Cistota

95% cistota

-

i
|
LR




2. Jak??7? Jak budeme protein analyzovat?

3. Polyakrylamidova gelova elektroforeza za nativnich podminek
s nespecifickou detekci

 Barveni pomoci Coommasie blue, stfibra,...
« Sledovani homogenity purifikovaneho proteinu

Nativni PAGE ~ — Dimer
wewwew — Monomer

4, Stanoveni koncentrace proteinu
* Nejvice vyuzivaneé metody: dle Bradfordove, Lowryho metoda



3. Co?7?7? Jaké vlastnosti ma protein ?

Informace o proteinu zajmu a pribuznych proteinech z databazi nebo z
pilotnich experimentu:

o \Velikost proteinu (SDS PAGE, gelova filtrace nebo analyticka centrifugace)
o |zoelektricky bod (izoelektricka fokusace)

o Stabilita (pH, teplota, pritomnost soli, proteas, additiv zajiStujicich
rozpustnost proteinu)

2D a nativni PAGE

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

Informace o proteinu zajmu a o pribuznych proteinech z literatury:

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



Vlastnosti/purifikacni metody

Molecular weight (size)

Rozpustnost
Stabilita
\elikost/tvar

pl (povrchovy naboj)
Hydrofobicita
Specificka vazba

Posttranslacni modifikace

precipitace napr. siranem amonnym, nizké/vysoké pH
teplotni precipitace
gelova filtrace (gelova permeacni chromatografie)
lontove vymeénna chromatografie
hydrofébni chromatografie
afinitni chromatografie

afinitni chromatografie



Vlastnosti/purifikacni metody

| Large molecule that cannot enter the
pores of chromatography beads

‘ 0 | Target protein that can use a fraction
of the pore volume of the beads

I. 0

. e - Salt or other low-molecular-weight

v - substances that can use the entire
. - pore volume of the beads
L J E e
/ Molecular weight (size) a

' ® .
‘O
@

Rozpustnost precipitace napf. siranem amonnym, nizké/vyskoke pH
Stabilita teplotni precipitace

Velikost/tvar gelova filtrace (gelova permeacni chromatografie)
pl (povrchovy naboj) lontove vymeénna chromatografie

Hydrofobicita hydrofébni chromatografie

Specificka vazba afinitni chromatografie

Posttranslacni modifikace afinitni chromatografie



Vlastnosti/purifikacni metody

* :|~ IEX ligand

L
L
- Shell of ions (counter ions) forming layers on the
@ |

lf___ i
@ -
Negative chargos L4 ; Hydrophobic groups -
- -
» i@
b

surface of the matrix, and unbound ions in the buffer

. w0
- - ‘HUb d protei
- Unbound protein

- 1
-
-3

I Bound protein

o ° Positive charges

Molecular weight (size)

Rozpustnost precipitace napf. siranem amonnym, nizké/vyskoke pH
Stabilita teplotni precipitace

Velikost/tvar gelova filtrace (gelova permeacni chromatografie)

pl (povrchovy naboj) lontové vymeénna chromatografie

Hydrofobicita hydrofébni chromatografie

Specificka vazba afinitni chromatografie

Posttranslacni modifikace afinitni chromatografie



Vlastnosti/purifikacni metody

® | Hydrophobic ligand

'} High-salt buffer

tJ - Hydrophobic proteins
5

ﬁ - Less hydrophobic protein

Molecular weight (size)

Rozpustnost precipitace napf. siranem amonnym, nizké/vyskoke pH
Stabilita teplotni precipitace

Velikost/tvar gelova filtrace (gelova permeacni chromatografie)

pl (povrchovy naboj) lontove vymeénna chromatografie

Hydrofobicita hydrofébni chromatografie

Specificka vazba afinitni chromatografie

Posttranslacni modifikace afinitni chromatografie



Vlastnosti/purifikacni metody

' , ’: Sound target protan
Negative charges % Hydrophobic groups e-- N
d d
)
Affinity binding sites ?
/ o [+] Polsitive charges ®
Molecular weight (size) P ]
Rozpustnost precipitace napf. siranem amonnym, nizké/vyskoke pH
Stabilita teplotni precipitace
Velikost/tvar gelova filtrace (gelova permeacni chromatografie)
pl (povrchovy naboj) lontove vymeénna chromatografie
Hydrofobicita hydrofébni chromatografie
Specificka vazba afinitni chromatografie

Posttranslacni modifikace afinitni chromatografie



Cistota proteinu

Kolik purifika¢nich kroku je potfeba?

Vétsina proteind je purifikovana @ClSTENl
minimalné ve Ctyrech krocich. Wsoka Cistota cilového proteinu-

odstranéni drobnych
protein( podobny

ALSI PURIFIKACE

Odstrané
ZISK CILOVEHO PROTEINU

Obohaceni

entrovani cilového proteinu

ilovym proteinem,
ni a stabilizace cilového proteinu

U PRO CHROMATOGRAFII

eni nesolubilnich podilu hrubého extraktu, lipidd,
oncentrovani vzorku (precipitace solemi nebo ultrafiltrace)

PRIPRAVA V

purifikaCni kroky



Logicka kombinace purifika¢nich krok

Kazda separacni technika je vyznacCuje rovnovahou mezi Ctyrmi parametry.

Rychlost kroku je
dilezita zejména v
kvili mozné
degradaci cilového
proteinu pusobenim
proteas v

komplexnim vzorku.

RozliSeni je rozsah separace mezi
dvéma chromatografickymi piky

Rozliseni | (bez dostatecneho rozliseni
nedochazi k separaci protein0).
Rychlost Kapacita
Bl Kapacita (max.) je
VytEZEk maximalni mnozstvi vzorku,

které mdze byt navazano na

Vytézek-minimalizace
ztraty proteinu béhem
purifikace.

chromatografickou kolonu.




Zisk cilového proteinu z proteinoveho extraktu

Rozliseni
Cil: rychla izolace, stabilizace a zakoncentrovani.
PurifikaCni techniky: afinitni chromatografie .
_ oo . Rychlos Kapacita
lontomeénicova chromatografie
hydrofobni chromatografie Vytazek

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 N

Elution buffer: 20 mM sodium citrate, pH 4.0

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

.U —j r : I\\‘ L
0 200 400 600 Volume (ml)

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



Dalsi purifikace proteinu

Rozliseni
Cil: Purifikace a zakoncentrovani.
PurifikaCni techniky: iontoménitova chromatografie Rychlost Kapacita
hydrofobni chromatografie
gelova filtrace Vytazek
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
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Fig 4.7. Example of an intermediate purification step: Purification of recombinant Annexin V by HIC.



Docisteni proteinu a Uprava podminek pro Rozliseni
jeho skladovani (pH, soli, additiva)

Cil: Produkt o pozadované vysoké Cistote.

Purifikacni techniky: gelova filtrace
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)
monomeric

ZZ-Brain IGF

Fraction 1 3 5
0 1 2 3 4 Time (h)

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

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

Rychlos

Vytezek

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 MgC\I., 1mMDTT

20 mM MES pH 6.5, 1 mM EDTA, 2 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1 M NaCl
1 ml/min

0%-100% elution buffer, 20 CV

Al

0

10 20 30 40 Volume [ml)

Kapacita

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

transposase TniA.



Zakladni zasady pro poradi purifikacnich kroku

Na zaCatek zaradit metody s vysokou kapacitou a malym vytézkem a
rozlisenim — velké mnozstvi levného vstupniho materialu.

Pozdgéji metody s vysokym rozliSenim a vytézkem, kapacita méné vyznamna
— Ve vzorku jiz investovana prace, mnozstvi proteinu je mensi.

Pokud mozno fadit metody za sebou racionalné, bez nutnosti mezikrokd,
jako je vymeéna pufru mezi jednotlivymi separacnimi technikami

priklad: po precipitaci siranem amonnym nebo iontoménicové chromatografii (protein je
eluovan z kolony za vysokych koncentracich soli) zaradit hydrofébni chromatografii (vzorek
davkovan na kolonu ve vysoké koncentraci soli)

Jednotlivé separaCni metody pokud mozno neopakovat.
Cim méné kroka, tim vétsi vytéZznost proteinu.



FUzni proteiny

Translacni fuze sekvenci kddujicich rekombinantni protein a
a) kratky peptid [pr. (His),, (Asp),, (Arg), ... ]
b) prirozeny oligopeptid [pf. MBP, GST, thioredoxin ...]

PET-32a(+) sequence landmarks Ava l158)

> TRa T Xho l158)
T7 promoter 764-780 Eag Hi66)
T7 transcription start 763 :ﬂfa"ﬁ?ﬁ'm
Trx*Tag coding sequence 366-692 g.;lculnm
His® fing sequence  327-344 Bpu1102 ke Eco,i‘,;:?;“

. o . 249-29 lamH li198)
SeTa quence 249293 EcoR Vizos)
Multipl ning sites Neo kz12)

(Neo1- Xhel) 158217 7 Bl k24
”i"T'I: coding sequence .]illl‘l’.'n' Dra llksess | / 2 : N{"Wl.‘j
TT7 terminator 6-7 \ . /( Y 3

facI coding sequence 1171-2250 ‘\5454-5889) ! ™

pBR322 3684 Y " treq ‘ Xba k729)

biac quence 4445-5302 ) Ly s W< sgoh leso)
or 1l < 2

5434-5889 - )
Pvu s ‘;»? Sph Iises
The maps for pET-32b(+) and pET-32¢(+) Pat ka? ;7 \— ECON (1058
are the same as pET-32a(+) (shown) with S y R4 \ ApaB k205
the following exceptions: pET-32b(+) is a q:_l

5899bp plasmid: subtract 1bp from each site
beyond BamH | at 198
5901bp plasmid: add Ibp tc
beyond BamH | at 198 exce
which cuts at 209,

| | M wrs21

3
e
= || [ Bel ksas
S

PET-32a(+)
(S9001 »)

| BSIE 1702

- P
% /< BssH li1s32)
C%-% ; g Hpa l202m
H‘-(slll"l-:r.':‘ ’ »
Sap 3508 . PshA I2366)
Bst1107 k3393 N o
Tth111 kasen Psp§ lle2s)
BspG I8
TF promacies » lac operator Xbal_ _tbs
A 1 1Fi 1 H 11 TrxeTag Msc| His<T;
« usnadnéni purifikace (uniformita purifikace) T T
STog  Nsp\ Ty e T twombin T
[ ] 7S { Yira Vk t t- N ;v ‘f::-‘.“;t.uu EcoRl Sacl Sall HedM ‘;.':: ,{Ir‘.':wl ;u,-’r.mr I
zvyseni vytezku, rozpustnosti i
PET-320(+]
pET

* umoznéni detekce , sekrece S R

mer #69337-3

‘expression region

 FUzniho partnera lze obvykle selektivné odstépit.



His-tag 6, 8, or 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 Strep-tag purifikace, sekrece

glutathion-S-transferasa-GST 26 kDa N- purifikace

maltosu véazajici protein (MBP) 40 kDa N-, C- purifikace, sekrece

zelené fluoreskujici protein (GFP) 220 aa N-, C- detekce, purifikace

polyasparagovéa kyselina 5-16 aa C- purifikace

ompT /ompA 22 aa /21 aa N- sekrece



Odstranéni fuzniho partnera (tagu) — proteolyticke
Stepeni

pPRSET B Multiple Cloning Site

21

91

148

205

261

T7 promoter

GATATACAT

1
AATACGACTC ACTATAGGGA

T7 gene 10 leader

ATG CGG
Met Arg Gly

RBS

[T
GACCACAACG GTTTCCCTCT AGAAATAATT TTGTTTAACT TTAAGAAGGA

Polyhistidine (6xHis) region

[ 1 I
GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT

Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met Thr

Kpress ™ Epitope BamH | Xfo1 Sac|

1 I 11 [
GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TA(Q GAC GAT GAC GAT AAG GAT dCG AGE T‘CG

Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyiq IAsp Asp Asp Asp LYS‘ASP Pro S Ser
EK recognition site EchJ!

Bgl I Pstl Pvull Kpnl Ncol EcoR| BstBIHind Il

| I =) N I |

AGA TCT GCA GCT GGT ACC ATG GAA TTC GAA GCT TGA TCCGGCTGCT AACARAGCCC
Arg Ser Ala Ala Gly Thr Met Glu Phe Glu Ala ***

T7 reverse priming site
GAARAGGAAGC TGAGTTGGCT GCTdCCACCG CTGAGCAATA AC'Z‘AGICATAA

Enzyme 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.5'X




Fuzni kotvy (tagy) vyuzivajici se k purifikaci

Kotva (tag) Typ chromatografie | Princip separacni techniky
poly [His] afinitni vazba na kov

IgG vazna domeéna | afinitni vazba na protilatku

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

Poly [Arg] lontomenicova Rozliseni vazba na kation vézajici matrici

Separacni techniky charakteristicke
rovnovahou vsech parametrd.

Rychlost Kapacita

Vytezek



Metalochelatacni afinitni chromatografie
* R.1975- uverejnil Porath a kol. metodu frakcionace sérovych proteind.

» Konstrukce umeélych oligohistidinovych domeén (poly [His]) fuzovanych k N-
nebo C- konci proteinu metodami molekularni biologie.

 Nyni jeden ze zékladnich purifikaénich postupl rekombinantnich
proteind.

eInterakce proteinu s matrici je zprostfedkovana neobsazenymi d-orbitaly iontU
prechodnych kovl, které vazou volné elektronové pary prevazné z dusikového
atomu imidazolovych skupin histidinovych zbytku v proteinu.

Ligand 5 )
\ (N?2+) ,,oddélovaci
/ =° i raménko* ;
H=C -
Protein s histidinovou f\_\x ) |\ o g
kotvou {’ Sof sat el _ug
I <’/ r'h- | g
| Funkgni/reaktivni . _
skupina Podpurna matrice

(agarosa)



Matrice pro metalochelatacni afinitni chromatografii

Ligan 5 )
(N?i)d ,,oddelovaci
/“=” " raménko* ;
-
Protelnshlstldlnovou\ f\_\ #\ . o 7 g
kotvou / | ot el L_é
A
g
| Funkcm/reaktivnl' . _
R skupina Podpurna matrice

(agarosa)

Efekt kovového iontu navazaného na matrici
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Immobilized metal affinity chromatography (IMAC)

:-
C

protease

charged metal chelate resin

' [imidazole] [




Metalochelatacni afinitni chromatografie
Purifikace za nativnich podminek

Protokol nativni IMAC konkreétniho proteinu je zCasti neprfenosny na jiné proteiny!

Obecné Ize navrhnout:

‘ Pufry o pH 7-8 pro vazbu rek. proteinu s kovovym iontem

‘ Pufry s vysokou koncentraci soli (napr. 0,5-1 mol/l NaCl)

‘ NizSi koncentrace imidazolu nebo snizeni pH pro odstranéni
balastnich proteind

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

Target protein

= / =
i » , T = T T o =

10 20 30 40

Fig 2.3. Typical IMAC purification with gradient elution.

70

Volume (ml)

Target protein

10 15 20

Fig 2.4. Typical IMAC purification with step elution.

35 Volume (ml)



Metalochelatacni afinitni chromatografie
Purifikace za denaturaCnich podminek

Denaturacni IMAC - purifikace proteind v inkluznich téliscich

‘ Purifikace za vysokych koncentraci moCoviny nebo
guanidinium chloridu
— Cisty protein, ale poruseni kvartérni struktury
(postacCi vSak napf. na imunizace)

Zisk nativniho konformeru: - Nutné pro méreni enzymové kinetiky, rtg analyza,...

- Eluce proteinu z kolony a jeho renaturace dialyzou
nebo vyraznym zredénim v renaturacnich pufrech

- Renaturace enzymu vazaného na matrici:
mmp Gradient z denaturadnich do renaturagnich pufrd
s> b\,|zni renaturace



Purifikace proteinu AHP2 (Arabidopsis histidin phosphotransfer protein 2)

4L bakterialni kultury

l

Metalochelatacni afinitni chromatografie

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

imidazol
Gelova filtrace Anion vyménna chromatografie
Pufr: 20 mM Tris pH 7.9, 250 mM NacCl Pufr: 20 mM Tris pH 7.9
Isocraticka eluce Gradientova eluce: 0 - 1M NaCl
66 kDa EE
45 kDa —>

36 kDa

29 kDa
24 kDa

20 kDa

14 kDa

150 SDS PAGE  mmmmmmmp  10% NATIVE PAGE 15 % SDS PAGE s 10% NATIVE PAGE




His-tagged protein and IMAC under native conditions
One-step purification of maize B-glucosidase

» Perfusion matrix: POROS MC/M
» Functional group: iminodiacetate, metal ion Zn?*

» Removing contaminated proteins: linear gradient of imidazole (0-50 mM) and pH (pH 6.1-7)
> Protein elution: 0.1 M EDTA

» 80% recovery, 95 fold purification

» Common production and isolation of wild type protein and soluble mutant form for enzymatic
measurements and crystallization.

M (kDa)

170 m— [
116 e —

86 =——

(His),Zm-p60.r —J» =

56 m— —

39 —— ——

27_.. -~

e “l}lli |

>
w
(@]
o

(Zouhar et al., 1999)



Doporucena literatura

Makrides SV (1996) Strategies for Achieving High-Level Expression of Genes in
Escherichia coli. Microb.Review 60, (512-538).

Simpson RJ; Adams PD; Golemis E

Basic methods in protein purification and analysis: a laboratory manual,
Cold Spring Harbor, N.Y. : Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2009,

436 s., ISBN 978-0-87969-868-3






