Exprese a purifikace
rekombinantnich proteinu



Exprese a purifikace rekombinantnich
proteinu

od genu k proteinum

zakladni techniky genoveho inzenyrstvi
- expresni vektory
- stanoveni sekvence DNA
- mistn€ fizena mutageneze

exprese rekombinantnich proteint
- afinitni znaCky
- purifikaCni postupy



Od genomu k mnozine trojrozmernych
struktur proteomu

Select gene Create cDMA and * Insert cDMNA in an
attach a marker expression systam :‘ :
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¥-ray diffraction




Dynamika narustu poctu vyresenych
trojrozmernych struktur proteinu
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Exprese a purifikace rekombinantnich
proteinu

zakladni techniky genoveho inzenyrstvi
- expresni vektory
- stanoveni sekvence DNA
- mistn€ fizena mutageneze



Expresni konstrukty
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- transformace;

- indukce exprese rekombinantniho proteinu;
- extrakce a purifikace rekombinantniho proteinu.



- Recombinant
> plasmid DNA

i Rizena
mutageneze

Oligonucleotide
with sequence change
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Sekvenovani DNA podle Sangera
(enzymaticka metoda)
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Sekvenovani DNA podle Sangera
(enzymaticka metoda)
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Od “rucni prace” k automatizaci....

- objev termostabilnich DNA polymeraz
- PCR 1986

- zavedeni fluorescen¢niho znaceni
(fa. Roche Molecular Systems — ABI PRISM - systém
vicebarevné fluorescence)



....0d gelu ke kapilare....

Vyhody: - odpadd nutnost naroCné¢ho nalévani gell a nanaseni
vzorkl na gel (kapildra se plni automaticky)

- uspora chemikalii

- reprodukovatelnost



Od radioaktivity k fluorescenci

vicebarevna

Radioaktivni “jednobarevna“ fl
znaceni fluorescence uores.c’ence
gel gel kapilara

Vysledek sekvenovani

TATTGCATTGTCTGCATTGTCT

LA A




Vyvoj sekvenacnich kitu

BigDye
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Struktura fluorescencnich znacek -
dichlororhodaminy

Emax 595nm



Struktura fluorescencnich znacek
(14 Big Dye (11

Accepter

Fam Donor

Linker

Emission Maximum of Acceptor Dye

Absorption Maximum of Donor Dye



Emission

Emisni spektra
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Sekvenovani se znaCenymi primery
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Sekvenovani se znacenymi primery

Idealni metoda pro sekvenovani inzertu klonovanych
do fagli nebo plazmidu

Vvyhody:  -univerzalni fluorescencné€ znaCené primery
nerusi pi1 sekvenovani

- rovnomerne)si signal
- delsi Cteni

Nevyhoda: - sekvenace probiha ve 4 zkumavkach
(vetsi spotreba templatu)



Sekvenovani se znacenymi terminatory
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Sekvenovani se znacenymi terminatory

Vyhody: univerzalni metoda
pouzivaji se neznacené primery
- reakce probihda v 1 zkumavce

nizka spotieba templatu

Nevyhoda: - nadbytek nezreagovanych terminatort
muze rusit pi1 analyze



Cyklické sekvenovani
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Genetické analyzatory
ABI PRISM



ABI PRISM™

historie genetick¢ analyzy na kapilarach

2002

3100
1996 Avant

1 capillary 4 capillaries
<10 kb/day > 45 kb/day
<700 Gt/day

> 3 500 Gt/day

2000
3100

—=. e
i A

16 capillaries
> 180 kb/day
> 15 000 Gt/day

2002
3730/3730XL

System

Wi Vv




Geneticky analyzator ABI PRISM 310
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Geneticky analyzator ABI PRISM 310




Elektrokinetické davkovani
vzorku a elektroforéza

Kapilara a elektroda vstupuji do
vialky se vzorkem

Vlozi se napéti

Zaporn¢ nabite fragmenty DNA
vstupuji do kapilary a postupuji
smérem k anodé, ktera je na
opacném konci kapilary




Excitace fluorescence
a detekce

Fragmenty DNA nesouci jednu ze Ctyt fluorescencnich
znacek jsou ozafeny laserovym svétlem

Dochazi k excitaci

Emitovane svétlo je snimano CCD kamerou
(4 vinove delky jsou snimany soucasng)

Software vyhodnocuje emisni obrazce a prevadi
je do podoby barevnych pikt




Dobra sekvence vypada takto......

Model 310 BD HBPDSC+M13FSample&/30/01 Signal G:1110 A:889 T:516 C:667 Page 1 of 2

AB’ A Version 3.0 HANA BUBENICKOVA LMFR DT POP&{BD Set-AnyPrimer} Fri, Aug 31, 2001 6:39 AM
~ SemiAdaptive BD HBPDSC+M13F dRhod. TSR Thu, Aug 30, 2001 8:27 PM

Version 3.0 Lane 4 Points 1385 to 9360 Base 1: 1385 Spacing: 11.90{11.90}

GNT ACCAT ChIN' AGGG (_GA TT GGGTPC'CHSGCG:CITCCICG GGI(EMEG]AL [acr PMC""TGRML.GPJ‘F LCCI‘GC‘.BGCO:G}BG T’CA?GOC"“TW”GCRTGKRGSGA’"AFC 'C
10 110 120

‘ acsal Ml Juhhluﬂh ln ﬂu.mh.l Nl uﬂhhhhm ! M“m .HJUW“ nlﬂ. lh il

[GFCGRAAAT TCATEG MG TTAGARG HEC TOCARG AT GAI‘GCEM“OC' A-\[I ITGTITGAAGAGTTTCCGCAT TAT AC TTCAANG ATTCAGC TCAGTTART CAATAN AT TGAOCAIGC TTTGEAMAGAEGATCAT
130 140 150 160 180 190 200 210 220 230 240 250

T

TTGATTTRATCGEC IGGAEGI’M”GH\WMMGCAG@CGPGG\T (IEGCHAG’AAAG TERAANGCTEAA TECAC TACGTTTRGGGEAA TAC TGCAGAGC TGEAA A TECGEAMGGATEC TTGAC
260 270 280 310 330 340 350 360 370 380 390

auuulmuJMluumMM..l.Mm.mwtmt\lwluuuhumuhummm...l.dw«mems

mcwmmi@m@@ﬂc CBAEGI‘ mmmﬁmmm:mmcmm TAGAGCGECNC G (ACCCOGGTGGAGT TOCAGT TTTTGTTOX” TAG[G‘&GGG“‘M
420 460 470 480 490 500 510

mmmmmmmwmmm

ATTTIEAGC TTEECG TRATCA TEGTCA TRGCT GNTTOCTGIGTGARA TTGGIA TOCG TCACAATT CACARC ACATAC G ACCGERGT MPGIGTAAGBCTMCET_N&'IGAGIGPGCIAC 'AC TT ARTGC
540 550 560 570 580 590 600 610 20 630 640 650 660




...na kvalitu sekvence ma vliv:

Templat zpusob pripravy
Cistota
koncentrace
sekvence (GC rich, sekundarni struktury)
Primer  sekvence
delka
Tm
Protokol pocet cykla
Uprava vzorku po PCR
Kvalita pouzitych chemikalii expirace
Cistota
zpusob skladovani



Exprese a purifikace rekombinantnich
proteinu

exprese rekombinantnich proteint
- afinitni znaCky
- purifikaCni postupy



INCT ZACHECINE . . eeeeeeeeeeeoscsssccsssnns

Proc??? Pro jaky ucel ?

Co??? Jaké vlastnosti ma nas protein ?

Jak??? Jak protein detekovat?



Krystalizace

NMR

Funk¢éni studie
Produkce protilatek
Stanoveni sekvence

Hmotnostni spektrometrie

Mnozstvi a ¢istota

pmol
wmol
nmol
nmol
pmol

fmol

95%
95%
ruzna
90%
90%

nizka



Vlastnosti/purifikacni metody

: Hydrophobic groups

o ° Positive charges

Molecular weight (size)

Rozpustnost precipitace siranem amonnym
Velikost/tvar gelova filtrace

pl (naboj) iontoveé vymeénna chromatografie
Hydrofobicita reverzn¢ fazova chromatografie
Vazba afinitni chromatografie

Stabilita teplotni precipitace



Produkce rekombinantnich proteinu v Escherichia coli

Vyhody:

- organizmus s dobre charakterizovanym genomem a
proteomem

- design rady vektoru usnadnuje klonovani a expresi cizich
genu

- nadprodukce rekombinantnich proteinu

Nevyhody:

- cDNA je nezbytnosti
- absence eukaryotnich posttranslacnich systému

- tvorba inkluznich télisek



Fuzni proteiny

- translacni fuze sekvenci kodujicich rekombinantni protein a
a) kratky peptid [pr. (His),, (Asp),, (Arg), ... ]
- uniformita purifikace
b) pfirozeny oligopeptid [pr. MBP, GST, thioredoxin ...]
- pozitivni zmeny kvality a kvantity exprese
(Casto zvyseni solubility rekombinantniho proteinu)
- uniformita purifikace

- fuzniho partnera lze obvykle selektivhé odstepit



Priklady rekombinantnich fiznich proteinu

Fuze s...

glutathion-S-transferasa
maltose-binding protein
His-tag

Thioredoxin

Strep-tag

Afinita k...

glutathion
Amylosa
Ni-IMAC
Zadna

streptavidin

Eluce...

glutathion

maltosa

histidin, imidazol, pH
osmoticky, teplotni Sok

biotin

Odstépéni...

thrombin
faktor Xa
thrombin
enterokinasa

nelze



Metalochelatacni afinitni chromatografie (MCAC)

- vyuziva koordinaéni interakce prevazné histidinovych zbytkli v molekule
proteinu s imobilizovanym iontem piechodného kovu

- poprve popsana jako metoda frakcionace sérovych bilkovin (Porath 1975)

- s rozvojem molekularni biologie se stava jednou z nejuniverzalngSich
purifikacnich technik pro rekombinantni proteiny s oligohistidinovou
doménou

- komplexni interakce neni ovlivnéna chaotropnimi ¢inidly (napf.mocovina),
1ze j1 tak vyuZit pro 1zolaci proteinu z inkluznich télisek a asistovanou
renaturaci

- eluce proteinu Ize dosahnout sniZenim pH (protonace imidazolove
skupiny histidinu), zvySenim koncentrace kompetitivniho Cinidla (napf.
imidazol) nebo silné¢ho chelatoru (napt. EDTA)



Ni-NTA Agarose based Protein
Purification
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Figure 3: Interaction between 6xHis lag ond Ni-NTA resin.

NH3— (fH— eleley
CH

)

N/\\\ o
\ VAR N

Imidazole Histidine

I
I

Figure 5: Structures of imidazole and histidine.

Figure 4: Expression and
A B8 purification of malaria
M191 614 311121317 19 § 1411 17 | circumsporozoite antigens with
ar QlAexpress.
A. SDS-Page analysis of
recombinant éxHis-tagged CS
profeins, 5 hours after induction

with IPTG.
-- B. SDS-Page analysis of
** | recombinant CS proteins affer
- purification on Ni-NTA resin
according lo the standard

profocol, and elution at pH 5.9.
Each protein is more than 80%
pure.

D. Stiiber, Hofmann - La Roche,
Basel, Switzerland.




Metalochelatac¢ni afinitni chromatografie
Jednokrokova purifikace za nativnich a denaturacnich podminek

Protokol konkrétniho proteinu je zCasti nepfenosny na jiné proteiny!

Obecné lze navrhnout:

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

pufry s vysokou koncentraci soli (napt. 0,5-1 mol/l NaCl)

niz8i koncentrace imidazolu nebo snizeni pH pro odstranéni
balastnich proteint

eluce pouzitim gradientu imidazolu (0-1 mol/l),
vyraznym sniZzenim pH nebo vyuzitim EDTA



Metalochelatac¢ni afinitni chromatografie
Jednokrokova purifikace za nativnich a denaturacnich podminek

— purifikace proteinu v inkluznich téliscich

purifikace za vysokych koncentraci moCoviny nebo
guanidinium chloridu
—» Cisty protein, ale poruSeni terciarni/kvartérni struktury
(postaci vSak napt. na imunizace)

Zisk nativniho konformeru: - nutné pro méfeni enzymovée kinetiky, rtg analyza,...

- eluce enzymu z kolony a jeho renaturace dialyzou
nebo vyraznym ziedénim v renaturacnich pufrech

- renaturace enzymu vazané¢ho na matrici:
gradient z denaturacnich do renaturacnich pufru
pulzni renaturace



Metalochelatacni matrice

Ni** NTA (nitriltrioctova Kkyselina)

- nejCasteji pouzivany systém

- NTA poskytuje 4 volné elektronove pary do koordinacni
vazby— pevna vazba chelator-kov — nedochazi k uvoliovani

Ni?* iontu béhem purifikace



< Ni-NTA matrice >
Ni-NTA Agarosa Ni-NTA Superflow

-vazba Ni-NTA na agarosu - vazba N1-NTA na 7?7
- vysoka vazebna kapacita (5-10 mg/ml)

- vysoka stabilita

- dobré manipulacni vlastnosti
(plnéni kolon)

- vhodna pro FPLC - da se pouzit 1 pi1 vySSich tlacich

e
iy
R



Metalochelatacni matrice

Ni**-IDA (imidodioctova Kyselina)

A

HyD #”' “aﬁm'ﬁ

MNI-IDA

- IDA tvofi vyhodné chelaty s Ni**, Co?", Zn**, Cu?* ionty

- 3 metalochelataCni mista - vazba chelator - kov neni tak pevna
dochazi k uvolnovani kovu béhem purifikace



. Matrice POROS MC/M

vazba prechodného kovu

Coating copolymer Functlonal groups imidodioctova

polyhydroxylovany .
kyselina

polymer i
| I Q Q

0 0 0 2070 979
L @ 0

' 0

castice zesitovaného poly(styren-d1V1nylbenzen)

\

Vazebna kapacita: 20 mg/ml (myoglobin, Cu?*)

- patentovana velikost port




Efekt kovového iontu navazaného na POROS MC/M matrici

Funk¢ni skupina- imidodioctova kyselina

M (kDa)

170 —— —_—

116 ——

86 =—

CT—— T ST, e +{Hi5]52m-|]ﬁﬂ.r

56 mm— i Rt T
2] =— i —_—
20— S—

Zn?>* Ni?* Co?*" Cu?*

Sila vazby: Cu?* > Ni** > Zn?*" ~ Co?"




Chromatograficka instrumentace

Sample Injector

Column

o Q 9 Pump

. Blending
System

G R e

Detector

Fraction Collector Mobile Phases



Perfuzni chromatograf BioCAD 700E, PerSeptive Biosystems

- HPLC 1 FPLC aplikace na jakékoliv koloné

- optimalni je vyuziti perfiznich sorbentii Poros
+ zkraceni doby separace na 1/10 az 1/100
¢asu nutneho pro pouziti klasickych sorbentil g5 ““"A.E

- davkovani vzorku v rozmezi pl — 1

- nasazeni az tii kolon

- automatické vytvareni gradientu (pH, 1ontové¢ sily,..)
- automaticky sbérac frakci

- detektory: UV/vis pH elektroda, vodivostni ¢idlo

- rychlost toku od 0,5 do 60 ml/min

- data, metody, konfigurace automaticky ulozeny do paméti



al

Immobilized metal affinity chromatography

charged metal chelate resin

' [imidazolc] [
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Roztok kovu: 50 mM ZnSO,
Ekvilibrace kolony: pufr A : 50 mM Na,HPO,/NaH,PO, , IM NaCl pH 7,0
Eluce balastnich proteini: gradient 0-100% B
pufr B : 50 mM Na,HPO,/NaH,PO, , 50 mM imidazol, IM NaCl, pH 6,1
Eluce Zm-p60.1: 0,1 M EDTA, 1 M NaCl, pH 8




Rekombinatni derlvaty kuku ¢né 3- glukosidasy

Expresni konstrukt pRSETA::Zm-p60.r

S e <8 Exprese:

- kmen BL21(DE3)pLysS E. Coli

- IPTG-1nducibilni T7 RNA polymerasa

- Zm-p60.r pod T7 promotorem

- inhibice RNA polymerasy E. coli
rifampicinem

P

| 17 l RBS I ATG 5;: His Ek MCS

Purifikace:

- His tag na N-konci proteinu

- metalochelatacni afinitni chromatografie

- POROS MC/M Zn-IDA matrice (hlavné WT)

- NINTA Superflow s naslednou gelovou
filtraci (mutantni formy)




Rekombinantni derivat (His);Zm-p60.r

- konstrukt pRSET::Zm-p60.r, bakteridlni kmen BL21(DE3)pLysS
- nativni purifikace na kolon¢ POROS MC/M IDA-Zn?**

Exprese:

- [IPTG-inducibilni T7 RNA polymeraza
(kodovana na chromozdému)

- T7 lyzozym (pod T7 promotorem,
plazmid pLysS, inhibitor T7 RNA
polymerazy)

- rifampicin, inhibice RNA polymerazy
E. coli

- Zm-p60.1 pod T7 promotorem

M (kDa)
170 =—
116 =—
86 ——

(His),Zm-p60.r =P
56 =—

Purifikace:

- metalochelatacni afinitni chromatografie
- perfazni sorbent POROS MC/M

- komplex iminodiacetat-Zn?*

- 80% vytezek, 95-nasobne precisténi

39 m—

27 m—

PouZiti:
- rutinni produkce a izolace standardniho
kmene a solubilnich mutantnich forem

——
=
=
z
g
e
=
—
=

=

—-—



In vitro asistovana renaturace (His);Zm-p60.r
podle Etzerodt M. et al.. WPA 94/18227 (1994)

- denaturovany protein (v 8M mocoviné) vazan na matrici s imobilizovanym Ni*

- redukce silnym reduk¢nim ¢inidlem, preruseni disulfidickych mustku

- protein denaturovan/renaturovan cyklickymi pulzy denaturantu/renaturantu se
sniZujici se koncentraci denaturantu v kazdém cyklu

m— —

Metoda:

- 23 denatura¢nich/renatura¢nich cykli

- e - - eluce produktu 0,1 M EDTA

Analyza produktu renaturace (RP):

- nativni PAGE s detekci enzymove aktivity:
A: proteinovy extrakt z koleoptili Zea mays
B: renaturacni produkt
C: (His),Zm-p60.r purifikovana za nativnich

podminek

- analyza kinetickych parametrii
K\ (WT) = 0,60 + 0,08 mM
K,,(RP) = 0,64 + 0,06 mM

A B C Pouziti:

- renaturace nesolubilnich mutant Zm-p60.1




N © W | 4

Rekombinatni derivaty kukuricné 3- glukosidasy

¢ Fi

Expresni konstrukt pET32::Zm-p60.r
- pro mutanty Zm-p60.1 se sniZenou rozpustnosti nebo narusenou kvartérni strukturou
‘zlepéuje folding proteinu
_‘pﬁrozen}’/ bakterialni protein- I€pe rozeznavan translacnim
aparatem E. coli

‘ neovliviiuje funkci enzymu - nemusi byt odstépen

Exprese:
T7-term - kmen BL21(DE3)pLysS E. Coli
T - IPTG-inducibilni T7 RNA polymerasa
\ - Zm-p60.1 pod T7 promotorem

(7300bp)

PET32::Zm-p60.r ) ColE1

Purifikace:
Kpn | ‘/ - His tag na N-konci
The site lacl - metalochelatacéni afinitni chromatografie
Hrrom - matrice POROS MC/M Zn-IDA (WT i

mutantni formy Zm-p60.1)



Rekombinantni derivat hpTrx::Zm-p60.r

- konstrukt pThioHisA::Zm-p60.r, bakterialni kmen JM109

- vyznamny narust podilu solubilni frakce rekombinantniho proteinu

- fuznim parnerem His-patch thioredoxin (Lu et al. 1996) s afinitou
k imobilizovanym iontim piechodnych kovi

et Gt

Exprese:
- bakterialni RNA polymeraza

- Zm-p60.1 pod hybridnim trc
promotorem

- 80% podil solubilni frakce (A)
na celkovém rekombinantnim
proteinu standardniho typu (B)

Purifikace:

- metalochelatacni afinitni
chromatografie

Pouziti:

- produkce a izolace mutantnich
forem
Zm-60.1 se snizenou solubilitou



Pouziti fuzni technologie pri expresi mutanty Zm-p60.
S porusenou nativni strukturou

1 —»

2 —»

- —

- mutanta 1404D produkovana jako derivat
(His)eZm-p60.rm vykazala poruchu pfi tvorbe
nativni dimerni struktury (A), byla nalezena

ve
formé enzymaticky neaktivniho monomeru

(2)

- nasledne byla exprimovana jako fuzni protein
hpTrx::Zm-p60.rm (B), byla identifikovana
enzymaticky aktivni dimerni forma (1)

- thioredoxin je lépe rozeznavany translacnim
aparatem E. coli

- muze thioredoxin fungovat jako kovalentné
vazany chaperon? (LaVallie 1993)



Otazky



