Exprese a purifikace
rekombinantnich proteinu




Rekombinantni proteiny

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

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




Vyuziti rekombinantnich proteinu

Nadprodukce a purifikace rekombinantnich proteint jsou nezbytnym
predpokladem pro:

-biochemickou funkc¢ni charakteristiku proteinu (ur¢eni presnych
kinetickych parametru K, k_,, pro enzymy se substratem,K. pro
enzymy s inhibitorem, K pro protein protein interakce €1 ligand protein
interakce)

- strukturni analyzu (NMR, krystalogratie)

-v prumyslovém méritku jsou produkovany léky, vakciny a
potravinové doplnky

Cil: vysoky vytézek homogenniho proteinu

zachovani biologicke aktivity




Proc€ vyrabét rekombinantni proteiny?

Prirozeny zdroj:

» Obtizn¢ ziskatelny — tkané, organy
* Obtizné kultivovatelny — bakterie, viry

* Limitovana exprese v prirozenem zdroji




Vybér hostitelského organismu pro
expresi rekombinantnich proteinu
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VYHODY :

* vysoka produkce rekombinantnich proteinu

 dobre prostudovany genom a proteom-usnadnéni

genovych manipulaci

* design fady vektoru usnadnuje klonovani a expresi cizich genu
* rychly rust v pomérn€ levném mediu

* pfizpusobivost systému




NEVYHODY:

» potifeba cDNA zkoumane¢ho proteinu

 absence eukaryotickych posttransla¢nich systému
(posttransla¢ni modifikace)

* tvorba nerozpustnych inkluznich télisek
 chybi sekrecni mechanismus pro ucinné uvolnovani proteinu
do kultivacniho média

e omezena schopnost tvorby disulfidickych vazeb




Expresni systém pro produkci
rekombinantnich proteinu v E.coli

Vektor Hostitelsky kmen

Podminky rustu




Expresni vektor

= klonovaci vektor, ktery obsahuje nezbytné regulacni sekvence k
tomu, aby podporoval expresi inzertl cizich geni.
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Struktura vektoru pro efektivni expresi rekombinantnich proteinu v E.coli
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Struktura vektoru pro efektivni expresi rekombinantnich proteinu v E.coli
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Vlastnosti promotoru:
- silny promotor (ptac, ptrp, ApL, pT,)

(protein zaymu by mél tvorit 10-30% a vice z celkoveho
bakterialniho proteinu)

- prenositelny do riuznych E.coli kmenu
- vykazuje minimalni hladinu bazalni exprese

- pokud jsou proteiny netoxickeé dosahuje se vysokych vytézku
proteinu rustem bunck do vysokych hustot s naslednou indukci
aktivity promotoru

- u toxickych proteint pro je nutna stringentni regulace promotoru
- jednoducha a levna inducibilita
-teplotni (ApL)

-chemicka (ptac, trp): IPTG (isopropyl-3-D-thiogalaktopyranozid)




Struktura vektoru pro efektivni expresi rekombinantnich proteinu v E.coli

Ribozom-vazebné misto
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Struktura vektoru pro efektivni expresi rekombinantnich proteinu v E.coli
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r,/:g'J :U\I STOP codon
. g UAAL
TTGACA (N)17 TATAAT UGA
UAG

START codon

mRNA 5 UAAGGAGG (N)g 1AUG (91%)
165 rANA 3 {AUUCCUCC GUG (8%)

Ribozomalni vazebné misto

Transkrip¢ni terminator

UUG (1%)

SD sekvence

-----

tato vzdalenost ovliviiuje I€innost iniciace translace (optimalni vzdalenost je
4-8 nukleotidii) - oblast bohat4 na AT pary

T, term, rrnT1,T2
(zabranuje okluzi promotoru, zvySuje stabilitu m RNA)




Vybér hostitelského kmene E.coli pro expresi

rekombinantnich proteinu

Vektor Hostitelsky
kmen

Podminky rustu




Exprese rekombinantniho proteinu v hostitelském kmeni E. coli




Toxicita rekombinantniho proteinu pro
hostitelsky kmen

* neni omezena na pouhy fakt, Ze je protein je pro bunku cizi, ale
mulize byt zplisobena 1 tim, Ze je nadprodukovan urcity nativni gen

Pro bunku jsou letalni:

 rekombinantni proteiny s hydrofobnimi oblastmi maji toxicky
ucinek- asociuji s membranou nebo se ikorporuji do membranoveho
systemu bunky (poruSeni membranoveého potencialu)

e proteiny, které inaktivuji ribozomy




Vybér hostitelského kmene E.coli

Pokud je protein je pro bunku toxicky

* expresni kmen obsahujici pLysS nebo pLysE plazmidy umoznujici pfisnou
regulaci expresniho systému vyuzivajici T7 promotor. Tyto vektory koduji

lysozym, ktery vaze a inaktivuje T7 RNA polymerasu

BL21(DE3)

firma Novagen

BL21(DE3)pLysS

firma Novagen

 pokud je protein membranovy, nebo by se mohl vazat na membranu exprese v
mutantnich kmenech C41 (DE3) and C43 (DE3) miZze zlepsit produkci.




Riuizné urovné minimalizace bazalni exprese
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Riizné irovné minimalizace bazalni exprese g~
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Rzné urovné minimalizace bazalni exprese g~
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Vyuzivani kodonu E.coli (codon usage)
Vyuzivani kodonii E. coli se vyznacCuje témito znaky:
* Odchylka v 1-2 degenerovanych kodonech

« Urcite kodony jsou nejvice vyuzivany ve vSech genech nehledé na ¢etnost
vznikajiciho produktu (napt. CCG je preferovany triplet pro prolin)

* Siln€ exprimované geny vykazuji vétSi mnozstvi kodonovych odchylek nez slabé
exprimovane geny

 Frekvence vyuziti synonymnich kodonti obvykle odrazi zastoupeni jejich tRNA




Malo preferovane kodony E.coli

Codon(s) Amino acid
AGA, AGG, CGA, CQGesssssssssesesessssssssssssssssis Arg
UGUL UG iesiisisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasns Cvs
GOA, GG s Gly
AUA s, lle
CUA, CUC e sssssens Leu
CCC, COU, CCAeeeeeeesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssass Pro
UCA, AGU UCG, UCC s sssssssssssssssssies Set
L T Thi

Heterologni geny obsahujici tyto kodony nemusi byt v £.coli exprimovany

ucinné!!!

-stop kodon v misté malo preferovan¢ho kodonu- rizné dlouh¢ produkty

-zalezi na: umisténi malo preferovaného kodonu (5 konec transkriptu)

seskupeni vice téchto kodonu

sekundarni struktura mRNA




Vybér hostitelského kmene E.coli

* pro proteiny obsahujici velké mnoZzstvi kodonii, které jsou malo vyuzivané
E.coli, je mozné¢ pouzit bunky, které produkuji tRNA malo uzivanych kodont E.coli

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

CodonPlus-RIL | (jsoleucine) and CUA (leucine) i il g

*BL21 (DE3) *AGG/AGA (arginine) and CCC
CodonPlus-RP (proline)

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

firma Stratagene

firma Novagen




Degradace proteinu

Bakterialni proteolyticky systém:

-E. coli obsahuje velké mnozstvi proteas, nejvice v cytoplazme

- selektivné odstranuje ,,abnormalni* proteiny:
 nespravné sbalen¢ polypeptidy

e proteiny se substituovanymi AK

* nadmérné syntetizovane podjednotky multimernich proteint
« proteiny poSkozen¢ oxidaci nebo volnymi radikaly

* c1zi rekombinantni proteiny (problémem jsou proteiny <10kDa)




Vybér hostitelského kmene E.coli

Kmeny deficientni na proteasy

- mutace, eliminujici produkci proteas a tim proteolytickou
degradaci rekombinantnich proteinti

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




Aminokyseliny redukujici stabilitu heterologniho
proteinu

1. N-koncove pravidlo
Aminokyseliny redukujici stabilitu proteinu: Arg, Lys, Leu, Phe, Tyr a Trp

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

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




Cilena exprese proteinu

Moznosti:

Cytoplasm Nucleoid

Cytoplazmaticka exprese

Periplazmaticka exprese

Cell wall Cytoplasmic membrane

Extracelularni exprese




Cytoplazmaticka exprese

Vyhody

-inkluzni téliska

-vySS$i proteinovy vytézek
-jednodussi plazmidové konstrukty
Nevyhody

-inkluzni téliska

-redukéni prostredi

-proteolyza

-vice komplexni purifikace




Inkluzni téliska
Co zpusobuje jejich tvorbu?
- intramolekularni asociace hydrofébnich domén béhem foldingu
- nespravna tvorba disulfidickych vazeb v redukujicim prostredi
cytoplazmy
- nejsou znamy piesne fyzikdlné chemicke parametry proteinu,

které vedou k tvorbé inkluzi

Vysledky statistické analyzy sloZeni 81 proteinu, které tvorily a netvofily inkluzni téliska:

**Primérny naboj proteinu Siln¢ koreluji s tvorbou
inkluz. télisek

** AK rezidua vytvarejici otocku ve struktuie proteinu )

*»Cysteinové, prolinové frakce, hydrofilicita, celkovy pocet AK rezidui




Inkluzni teliska

Vyhody
» snadna izolace ve vysoké Cistoté

» ochrana pred proteasami

» pro produkci proteind, jejichz
aktivita je pro bunku letdlni




Moznosti minimalizace tvorby inkluznich télisek

Exprese Rozpustny protein J ".""f'"": 5
k . t ’ 3 .
rekombinantniho Refold1ng

proteinu v E. coli /

Modifikace expresnich podminek

Inkluzni téliska | e Snizeni teploty ristu bakterialni kultury

» Koprodukce chaperont
* Pouziti fuzniho partnera zlepSujiciho solubilizaci

*Rust a indukce bun€k za osmotického stresu (sorbitol,
glycyl betain)

«Zména pH kultivaéniho média

Selekce riznych kmenu E.coli kmeniti- napt. bakterialni
kmene deficientni na thioredoxin reduktasu
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* pokud protein obsahuje jeden nebo vice disulfidickych vazeb, spravné sbaleni
proteinu je stimulovano v hostiteli s vice oxidujicim prostredi cytoplazmy

+AD494 emutace v genu pro thioredoxin * Novagen
reductasu (trxB)
*Origami *double mutant v genu pro thioredoxin * Novagen

reductasu (trxB) and glutathione
reductasu (gor)




Periplazmaticka exprese

- Periplazma obsahuje jen 4% vSech bunécnych proteinu (cca
100 proteinu)

- Prokaryotickée signalni peptidy uspeSné pouzité v E.coli
(OmpA,OmpT z E.coli, protein A ze S. Aureus, endoglucanase z B.subtilis)
Vyhody
-Jednodussi purifikace
-Neni zde tak rozsahla proteolyza
-ZlepSeni tvorby disulfidickych mustku
Nevyhody
-Signalni peptid nezajisti vzdy transport do periplazmy
-Redukce foldingu

-Mohou se tvorit také inkluzni téliska




Extracelularni exprese
*Sekrece proteintl do kultivaéniho média

E.coli sekretuje velmi malo proteint

*Manipulace s riznymi transportnimi cestami usnadnujici sekreci ciziho
proteinu zatim spiSe neuspéSna

Vyhody

- minimalni kontaminace ostatnimi proteiny (jednodussi
purifikace)

- neymensi hladina proteolyzy

- zlepSeni foldingu

Nevyhody
- ¢asto nizka sekrece

- hodn¢ zfedény protein




FUZNI PROTEINY

Translacni fuze sekvenci kodujicich rekombinantni protein a

a) kratky peptid [pt. (His),, (Asp),, (Arg), ... ]

- uniformita purifikace
b) prirozeny oligopeptid [pr. MBP, GST, thioredoxin ...]
- pozitivni zmény kvality a kvantity exprese
(Casto zvySeni solubility rekombinantniho proteinu)

- uniformita purifikace

- detekce, sekrece

- fizniho partnera Ize obvykle selektivné odsStépit (protease recognition site)




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

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




Modifikace rustovych podminek

Vektor Hostitelsky kmen

Podminky ristu




Modifikace rustovych podminek

Moznosti zvySeni produkce proteinu pomoci:

- vysoka hustota bunécné kultury

- sloZzeni média (pH, pridavek substratii, kofaktoru, sloZeni
Zivin)

- koncentace IPTG na indukci, délka indukce exprese

- zmény teploty rustu bakterii a teploty na indukci exprese




Modifikace rustovych podminek

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

Specificka
podminky aktivita
. (nkat/mg)
P H LB media kontrola 1,9
- Pfitomnost substratu LB médium pH 6 2,0
(Celobiosa) LB médium pH 7 4,2
LB médium pH 8 2,8
1%  celobiosa  (na
: : 2,7
indukci exprese)

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




Exprese AHP proteinu v E. coli — test rozpustnosti

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

2. Priprava proteinovych lyzata za siln€ denaturacnich podminek (celkova produkce
proteinu= rozpustna+nerozpustna forma) a za nativnich podminek (rozpustna forma

proteinu) 1 ) 3

3. SDS PAGE denaturacnich a nativnich proteinovych lyzath

s naslednou analyzou western blotingem . —
Lrozpustné forma AHP1

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




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

Procenta produkce AHP proteinu v rozpustné formeé

AHP1 | AHP2 | AHP3 | AHP4 | AHPS | AHPG
t(°C)
rust/indukce
8% | 85 % | 100% 0 76 % 0
37°C/28°C
37°C/122°C | 82 % | 73 % | 100% 0 81% | 51 %
22°C122°C |71 % | 78 % [ 100% | 30 % | 81 % | 73 %




2. Purifikace rekombinantnich proteinu




NezZ zacneme

Proc???

Co??2?

Jak?2?2?

Pro jaky ucel ?

Jaké vlastnosti ma protein ?

Jak protein detekovat?




Proc??? Pro jaky ucel ?

Mnozstvi a ¢istota

Krystalizace limol 95%
NMR Lmol 95%
Funk¢ni studie nmol ruzna
Produkce protilatek nmol 90%
Stanoveni sekvence pmol 90%

Hmotnostni spektrometrie fmol nizka




Jak??? Jak budeme protein analyzovat?
Specificka detekce:

Imunodetekce

(pomoci serie dvou protilatek)

Enzymova aktivita

(barveni v gelu nebo stanoveni —
specifickych konstant v komplexnich
vzorcich pomoci chromogennich

substratil)

Nespecificka detekce: -

Barveni pomoci Coommasie blue, el & & § §
stfibra...

Stanoveni celkového proteinu
Nejvice vyuzivané metody: dle Bradfordové, Lowryho metoda




Co??? Jaké vlastnosti ma protein ?

Informace o proteinu zajmu a pribuznych proteinti z databazi:
- velikost proteinu

- 1soelektricky bod

- hydrofobicita

- solubilita

2D a nativni PAGE

- komplexita vzorku, vlastnosti proteinu zajmu a 1 ostatnich
kontaminujicich proteinu

Informace o proteinu zajmu a pribuznych proteinu z literatury:

- strategie purifikace (metody,pufry, stabilita proteinu, .....)




Hydrophobic groups

Molecular weight (size)




tota

Cis

Trifazova purifikacni strategie

@IéTENi
Vysoka Cistota ciloyé oteinu-
odstranéni d

PURIFI@

000000

ace cilového proteinu

purifika¢ni kroky




Logicka kombinace chromatografickych kroku

rozlisSeni

rychlost kapacita

vitézek




Zisk proteinu z extraktu
-afinitni chromatografie
-iontoménicova chromatografie

-hydrofobni chromatografie

rychlost
-srazeni
rozliSeni
Purifikace
iontoménicova chromatografie
rychlost kapacita hydrofobni chromatorafie
vytézek
Docisténi

gelova filtrace

reverzné fazova chromatografie rychlost

rozliSeni

vytézek

rozliSeni

) 4

vytézek

kapacita

kapacita




Z.:akladni zasady

na zacCatek zaradit metody s vysokou kapacitou a malym vytézkem a
rozliSenim — velké mnozstvi levného vstupniho materialu

pozd¢jl metody s vysokym rozliSenim a vytézkem, kapacita mené
vyznamna

— ve vzorku jiZ investovana prace, mnoZzstvi proteinu je mensi

pokud mozno radit metody za sebou racionalné, bez nutnosti
mezikrokil (napi. dialyza nebo ultrafiltrace = mozné snizeni vytézku)

jednotlive separacni metody pokud mozno neopakovat

¢im meéné kroku, tim vetSi vytéznost proteinu




Sledovani prubéhu purifikace

Metoda Celkova Celkova Specificka | PreciSténi Vytézek
bilkovina aktivita aktivita

extrakt 100 100 1 - 100 %

HIC 50 99 1.99 1.99 99 %

IEX 25 75 3 3.0 75 %
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Nativni PAGE

Sledovani Cistoty proteinu

—— dimer

G W S W T monomer




Tag Ligand/purifika¢ni elu¢ni podminky
matrice
His, Ni**nitriltrioctova imidazol
kyselina
thioredoxin thio vazajici matrice lontova vymeéna
His patchT IMAC
thioredoxin
chloramfenicol/acetyl | Chloramfenikol chloramfenikol
transferasa sefarosa
avidin/streptavidinS?r | streptavidin 2-iminobiotin

ep-tag diaminobiotin
glutathione-S$- glutathion sefarosa Snizeni pH
transferase-GST

maltose binding amylosova matrice maltosa
protein (MBP)

polyasparagova anion vazajici matrice

Kkyselina




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

Rozpoznavaci sekvence pro

Vazné misto pro kov proteasu thrombin

A
[ )
MGSSHHHHHHSSGLVPRGS
FaktorXa IEGR/X
Enterokinasa DDDDK/X
3C proteasa LEVLFQ/GP
TEV proteasa ENLYFQ/G




- 1.1975- uverejnil Porath a kol. metodu frakcionace sérovych proteint

- konstrukce umélych oligohistidinovych domén fuzovanych k N- nebo
C- konci proteinu metodami mol. biologie

- nyni jeden ze zakladnich purifikacnich postupu rekombinantnich
proteinu

Ni-NTA Agarose based Protein

Purification Binding Elution

Spacer arm Ligand

[ —¥ —|- High Salt,

Time or volume —&—

_
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Immobilized metal affinity chromatography

=

-
=

protease




Efekt kovového iontu navazaného na POROS MC/M matrici

Funk¢ni skupina- imidodioctova Kyselina

M (kDa)
170 — —_—
16—

BE e

—— | ETATSNTET, e @—(His),Zm-p60.r

%“ e

37— [ ———

P ) e — L ———

Zn*t Ni?t Co?*t Cu?*

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




Protokol nativni [MAC konkrétniho proteinu je z€asti neprenosny na jin¢ proteiny!

Obecné Ize 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)

niz$i koncentrace imidazolu nebo sniZzeni pH pro odstranéni
balastnich proteinii

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




Denaturacni IMAC — purifikace proteint v inkluznich téliscich

- purifikace za vysokych koncentraci mo€oviny nebo
guanidinium chloridu
—» Cisty protein, ale poruSeni kvartérni struktury
(postaci vSak napf. na imunizace)

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

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

- renaturace enzymu vazan¢ho na matrici:
mw» oradient z denaturaénich do renaturacnich pufri
ms> pulzni renaturace




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

Expression in LB medium

L eemeseemersePRffification: metatrchelate affinity chromatography, gel filtration
Purity: 96%

Concentration of the protein: 22 mg/ml

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

Purification: metal chelate affinity chromatography,
gel filtration

rity: 95%
Concentrati

f the protein: 23mg/ml

500  ml
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