Purifikace rekombinantnich proteinu




Purifikace proteinu z komplexni smési makromolekul pritomnych v
biologickém vzorku
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Analyza bunééného extraktu 2D elektroforézou

» Nékolik tisic proteinu z riznymi vlastnostmi (~5000-8000) a v riznych mnoZstvich
(aktin ~ 10%, unikatni trankrip¢ni faktor < 0,001% z celkového mnoZstvi proteinit)

* DNA, RNA, polysacharidy, lipidy



Dezintegrace biomasy

Fyzikalni metody: sonikace ultrazvukem, tlakem v pfistroji French press,
osmoticky Sok, stfizn¢ sily v riznych typech mlynk{i a homogenizatora
- pt1 sonikaci ¢i mechanickych metodach nutno chladit!

Chemické: detergenty, chelatory v lyza¢nich pufrech, organicka rozpoustédla
- latky mohou interferovat s naslednou purifika¢ni metodou

Enzymatické: nutno volit podle expresniho systému
Lysozym pro bakterie, lytikdzu nebo zymolazu (glukanazy) pro kvasinky.

Pii vSech lyzacnich postupech dochéazi k destrukci bunék a uvolnéni jejich obsahu
vcetné proteolytickych enzymii. Proto je vhodné do lyza¢niho pufru ptidavat inhibitory
proteaz, které¢ v pribéhu dezintegrace1 dalSich kroka zabrani degradaci produktu.



INCT ZACHCHIC . oeeeeeeeeeoscsssscssnscns

1.Proc¢??? Pro jaky ucel ?

2. Jak??? Jak protein detekovat?

3. Co?2?2? Jaké vlastnosti ma protein ?



1. Proc???

Pro jaky ucel ?

Aplikace Mnozstvi Cistota Poznamka
Identifikace 0,002-0,2 pg vysoka « Edmanovo odbouravani (5-10 pmol),
(>95%) pristupy hmotnostni spektroskopie (0,2-1
pmol)
Produkce protilatek Hg-mg stiedni-vysoka | * Pro imunizaci: ~ 0,1 ug proteinu
 Cim v¢&tsi Cistota tim veétsi a rychlejsi Sange,
pro zisk vysoce specifické imunitni odpovedi.
Enzymologie 1-5 mg vysoka > 95 % | ¢ Mnozstvi proteinu zavisi na citlivosti
analyzy.
- Cistota zavisi na specificité analyzya
ovlivnéni vysledkl analyzy kontaminacemi.
Biofyzikalni studie mg-g vysoka » CD spektroskopie, rezonance povrchovych
(395%) plasmond, fluorimetrie, analyticka
ultracentrifugace, UV spektroskopie
3D struktura 10-20 mg vysoka » Hledani krystaliza¢nich podminek ~ 1-2 mg
(krystalizace, NMR) (395%) proteinu, zisk krystalu o velikosti dostatecné
pro rentgenovou difrakci 5-10 mg proteinu
* Pro prvni 1-D NMR spektra se vyzaduje ~
0,5 umol proteinu, protein (velikost 5-20kDa)
znaceny 1> N/ BC je nutny pro vyfeSeni
struktury.
Farmaceutické mg-kg vysoka » Pro klinické G€ely nesmi proteiny obsahovat
ucely (9})’,9 %) pyrogeny a bakteridlni toxiny a musi byt

velmi stabilni kvali dlouhodobému
skladovani.




2. Jak??? Jak protein analyzovat?

1. Polyakrylamidova gelova elektroforéza za denaturujicich(SDS
PAGE) nedenaturujicich podminek (NATIVE PAGE) se
specifickou detekeli :

Detekce proteinu zajmu béhem jeho purifikace
SDS PAGE s naslednych
» Pomoci protilatek westernovym pienosem

Sledovani biologické aktivity proteinu béhem purifikace

» U enzymil napt. barveni v gelu pomoci chromogennich substrati (nebo stanoveni
specifickych konstant v komplexnich vzorcich )

— -

nativni PAGE, zymogram



2. Jak?2??

Jak protein analyzovat?

2. Polyakrylamidova gelova elektroforéza za denaturujicich
podminek s nespecifickou detekci

e Barveni pomoci Coommasie blue, stfibra,...

* Sledovani Cistoty purifikovaného proteinu

28% Cistota 80% Cistota 95% Cistota
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2. Jak??? Jak protein analyzovat?

3. Polyakrylamidova gelova elektroforéza za nativnich podminek
s nespecifickou detekci

e Barveni pomoci Coommasie blue, stfibra,...
 Sledovani homogenity purifikovaného proteinu

Nativni PAGE - — Dimer
e we — Monomer

4. Stanoveni koncentrace proteinu

* Nejvice vyuzivané metody: dle Bradfordové, Lowryho metoda,....



3. Co?2?? Jaké vlastnosti ma protein ?

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

* Velikost proteinu (SDS PAGE, gelova filtrace nebo analyticka centrifugace)
* [zoelektricky bod (1zoelektrickd fokusace)

« Stabilita (pH, teplota, pritomnost soli, proteas, additiv zajist'ujicich
rozpustnost proteinu)

2D a nativni PAGE

« Komplexita vzorku, vlastnosti proteinu zajmu a 1 ostatnich
kontaminujicich proteinu

Informace o proteinu z4jmu a o pribuznych proteinech z literatury:

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



Vlastnosti/purifikacni metody

Rozpustnost
Stabilita
Velikost/tvar

pl (povrchovy naboj)
Hydrofobicita

Specificka vazba

° ° Positive charges

Molecular weight (size)

precipitace napft. siranem amonnym, nizkeé/vysoké pH
teplotni precipitace
gelova filtrace (gelova permeacni chromatografie)
iontové vymeénna chromatografie
hydrofébni chromatografie

afinitni chromatografie



Afinitni chromatografie

- specificka vazby mezi molekulami

- nejCastéjl se jedna o specifickou interakci afinitnich fuznich tagu
(napf. polyhistidin, glutathion-S-transferaza, atd.) s ligandy (napf.
kov, glutathion, atd.) v chromatografickych matricich
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Iontové vyménna chromatografie

- separace na zakladé celkového naboje

FO® g
:(‘D@@ %:"" Gradient se zvySujici se
@ l koncentraci soli (NaCl)

Cl- kompetuje s
proteinem o vazbu na
matrici

Staciondrni faze: média s kationtovymi a aniontovymi skupinami

Mobilni faze: opacny 1ont piidany do pufra.



Iontové vyménna chromatografie
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‘ stabllity range .
binds

idenaturaiion

anion exchanges

Funkéni skupiny pouzivané na iontomeéni¢ovych matricich

Anex (anion exchanger)

Quaternary ammonium (Q) strong -CH2-N+-(CH3)3
Diethylaminoethyl (DEAE)* weak -CH2-CH2-N+-(CH2-CH3)2
Diethylaminopropyl (ANX)* weak -CH2-CHOH-CH2-N+-(CH2-CH3)2
Katexy (cation exchanger)

Sulfopropy! (SP) strong  -CH2-CH2-CH2-SO3-

Methyl sulfonate (S) strong  -CH2-SO3-

Carboxymethyl (CM) weak - CH2-COO-

pH

Cation .ﬁnm

MNet t;rrargc
of molecule
uf interast

Charge
of resin +

Running 0.5-1.5 pH units 0.5-1.5 pH units
conditions below the pl ofthe | above the pl of the
molecule of interest | molecule of interest



Hydrofobni chromatografie

(NH )50y (%)
, Pouzivané ligandy
- vzorek aplikovan ve vysoke ohenyl o)
koncentraci soli Botyls  B-ichti
Butyl —0—[CH,),—CH,
- sul snizuje solvata¢ni obal Octyl ~ —O—(CHj—CH,
exponuji se hydrofobni oblasti Ether  —0—CH,~CHOH~CH,~OH

Isopropyl —0—CH—ICH.L



Gelova permeacni chromatografie (gelova filtrace)

- matrice slozena z kulatych pordznich Castic, na které se molekuly proteinu nevazi.

* Size-exclusion
chromatography separates
proteins on the basis of size.

* Molecules move through a
bed of porous beads. Smaller
molecules diffuse further into
the pores of the beads and
therefore move through the
beads more slowly, while larger
molecules enter less or not at
all and thus move through the
beads more quickly.

» Both molecular weight and
three-dimensional shape
contribute to the degree of
retention.
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Cistota proteinu

Kolik purifika¢nich kroki je potreba?

@ISTEM

Dosazeni vysokeé Cistoty cilového
proteinu-odstranéni d ch
necistot, proteini ch
vlastnosti
ALSI PURIFIKACE
i ny necistot — jiné
eové kyseliny...... , dalsi
7ZISK CILOVEHO PROTEIN centrovani cilového proteinu
Obohaceni cilovym proteinem,
zakon ani a stabilizace cilového proteinu
/

U PRO CHROMATOGRAFII

éni nesolubilnich podilu hrubého extraktu, lipidi

n

>

purifikacni kroky



Logicka kombinace purifika¢nich kroku

Kazda separacni technika je vyznacuje rovnovahou mezi ¢tyfmi parametry.

Rychlost kroku je
dulezita zeymena v
kviili mozne
degradaci cilového
proteinu pusobenim
proteas v

komplexnim vzorku.

RozliSeni je rozsah separace mezi
dvéma chromatografickymi piky
Rozliseni | (bez dostatecného rozliSeni
nedochazi k separaci proteintt).

Rychlost Kapacita

Kapacita (max.) je
maximalni mnozstvi vzorku,
které miiZze byt navazano na
chromatografickou kolonu.

Vytézek

Vytézek-minimalizace
ztraty proteinu béhem
purifikace.




Zisk cilového proteinu z proteinového extraktu

RozliSeni
Cil: rychla izolace, stabilizace a zakoncentrovani.
Purifikacni techniky: afinitni chromatografie .
. o u Rychlos Kapacita
iontoméniCova chromatografie
hydrofobni chromatografie Vytezek

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

Starting buffer: 20 mM sodium phosphate, pH 7.0 -

Elution buffer: 20 mM sodium citrate, pH 4.0

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

I 18

T 1 T
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: Dale separovat a zakoncentrovat cilovy protein.
. ., . Rychlos Kapacita
Purifikacni techniky: iontoméni¢ova chromatografie
hydrofobni chromatografie Vytézek

Column:
Sample:
Buffer A:
Buffer B:

Flow rate:

Gradient:

XK 16/20 Butyl Sepharose 4 Fast Flow

5 ml of partially purified Annexin V expressed in E. coli
20 mM Sodium phosphate, pH 7.0, 1 M (NH,),SO,

20 mM Sodium phosphate, pH 7.0

100 cm/h

0to 50% B, 20 column volumes

V tomto kroku se vyuziva eluce
kontinualnimi gradienty.
Tento krok neni vzdy potiebny.

AnnexinV

T
60 Time (min)

Fig 4.7. Example of an intermediate purification step: Purification of recombinant Annexin V by HIC.



Docisténi proteinu a uprava podminek pro
jeho skladovani (pH, soli, additiva)

RozliSeni
Cil: Zisk produktu o pozadované vysoké &istoté.
Odstranéni stopovych kontaminaci, odstranéni velmi
podobnych proteintl, fragmentt ¢1 agregatl ciloveho proteinu
Rychlos Kapacita
Purifikacni techniky: gelova permeaéni chromatografie Vitsrek

Column: XK 16/60 packed with Superdex 75 prep grade
Sample: 1.0 mi of partially purified ZZ-brain IGF X .t f A : L ¥ 4
S 300 o areesan et pFIED K odstranéni molekul stejné velikosti je tieba vyuzit
Flow rate 05 mi/min (15 cm/hl jinych moZnosti purifikace jako iontoméni€ nebo
e hydrofobni chromatografii.
|
" 4 | g
wivl
\J
o 1 raction 1 3 5 _—

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



His-tagged protein purification

1 krok

2 kroky

3 kroky

S &M LSE
AMTA™ start, AKTA po, AKTA pure|

Isolation of target protein from initial sample
{e.g., lysate, cell culture)

Moderate purity (> 80%)

recommended
(AR TA start, AKTA go, AKTA pure)

s

Isalation of target protein from initial sample
{e.g. lysate, cell culturs)

Final remowval of remaining impurities

Very high purity (95% to 99%)

b T e mmendec
AKTA go, AKTA mire, AK TA avant

Isalation of target protein from initial sample
le.g., lysate, call culture)

Removal of impurities such as HOP that
were co-purified in the first step

Final removal of salt and remaining impurities

Highest purity [> 99%)

High yield

Buffer exchange to prepare for [EX.
|HiTrap Desaltng,

HiPrep 26/10 Desalting columns)

Steps in circles are optional and are applied if necessany.

Good yield/purity balance

Buffer exchange to remove
imidazole or salts.

(FD-10 Desalting,

HiTrap Desalting columns)

Moderate vield

Concentration for sample velume
reduction. May also be performed

before SEC.
{Vivaspin™ Sample Concentrators)



Z.akladni zasady pro poradi purifika¢nich kroku

Typical Purification
characteristics phase
= =
: X
2 2 o 3 S
— =) ==
c 3 < g @
& a = = g‘ Sample start Sample end
Method = < ® = B conditions conditions
AC o e e ++ - Various binding conditions Specific elution
or or conditions
++ -
IMAC 4 ++ s ++ - For purifying histidine- High concentration
tagged proteins using of imidazole,
NI Sepharose columns: pH = 7, 500 mM NaCl
20-40 mM Iimidazole; pH > 7;
500 mM NaCl, no chelators
Other proteins: low
concentration of imidazole
GF ++ + + +++ | Most conditions acceptable, | Buffer exchange possible
limited sample volume diluted sample
IEX poee e - e +H+ | Low ionic strength. High ionic strength or pH
pH depends on protein and changed
IEX type
HIC o - - —+ +++ | High ionic strength, Low Ionic strength
addition of salt required




Z.akladni zasady pro poradi purifika¢nich kroku

Na zacatek zaradit metody s vysokou kapacitou a malym vytézkem a
rozliSenim — velké mnoZstvi levneho vstupniho materialu.

Pozdé&ji metody s vysokym rozliSenim a vytézkem, kapacita meéné vyznamna
— ve vzorku jiZ investovana prace, mnozstvi proteinu je mensi.

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

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

Jednotliveé separacni metody pokud mozno neopakovat.

Cim mené kroku, tim vEétsi vytéZznost proteinu a rychlost purifikace.



Fuzni proteiny

Transla¢ni fuze sekvenci kodujicich rekombinantni protein a

a) kratky peptid [pt. (His),, (Asp),, (Arg), ... ]
b) ptirozeny oligopeptid [pf. MBP, GST, thioredoxin ...]

ET-32a(+ landmark: Ava k158)
e seqponce AT Xho k1s8)
T7 promoter 764-7T80 Eag li166)
T7 transcription start 763 :&or:dkl'lunn
Trx+*Tag coding sequence  366-692 Sal k179)
t = S e '/, Sac {190)
His*Tag coding sequence  327-344 Bpu1102 keo EcoR k182)
«Tag coding sequence 249.29; ~, BamH k198
S+Tag coding sequen 49-293 / EcoR Via6)
Multiple cloning sites | / - Neo i1y
(Neo1- Xhel) 158217 Byl lia4y
His*Tag coding sequence  140-157 Dra liksess | / Kp:\l‘l-\::ﬂ.-
7 terminator %72 | || et
I4 l -d b 1 Lll;if!whnq\lquvw e 1171-2250 :\5534-.5889) B Rsr lis9)
— pBR322 origin 3684 ¢ o q Xba I72%)
cxpresni plazmiday oov }’k c blacodingsequence 44455302 o e O samiser
fl origin 5434.5880 Sca ke ‘o %, N
Pyu s $ Sph Ieee;
" & EcoN l1056
1e maps for pET-32b(+) and pET-32¢(+)
The maps for pET-32b(+) and pET-32 o
4 o /4 . Pst ka780 ‘g
b h t /k t are the same as pET-32a(+) (shown) with ' g . ApaB li1205
obsahuji rizné tagy/kotvy gRImoma.
asTe
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site - 1
1105 a3s7)
beyond BamH 1 at 198, pET-32¢(+) is a EamI106 o7y 2 [
5901bp plasmid: add 1bp to each site PET-32a(+) 2| L kusss
beyond BamH | at 198 except for EcoR V (90000) 2
which cuts at 209 = [/ fBsiE Wm0z,
A A Bmg k1730)
AN 14038) \C_(S" ’ hea
, v , . . . Q’r A BssH liean
%, "\ Hpa ko2
- umisténi na N- 1 C- konci proteinu i 7
BspLU11 kas2z) <
Sap (3508 - PshA I2366)
Bst1107 k393) e 1
Tthi11 k3sn Psp5 lle28)
BspG k3148,
17 promoter [en— _— i
TrxeTag Msc| Nn-Tﬂ
STag NV -5y B ';;,:i‘ 3 thrombin
] enterokinase

pET-22a(s Exgl  Aal
Neol EcoRY BantH | fuff | Sacl Sall  Hed Il Notl : Xho | His*Tag

T7 terminaios

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



Proc vyuzivat tagy?

» ZvySeni vytézku rekombinantniho proteinu
» Moznost detekce proteinu
» Lokalizace — signalni sekvence pro transport proteinu

» Usnadnéni purifikace rekombinantniho proteinu



His-tag 6, 8, 0or 10 aa N- or C- Purification, detection
terminus

Thioredoxin 109 aa (11.7 kDa) | N- or C- Purification, solubility
terminus enhancement

Calmodulin-binding domain 26 aa N- or C- Purification

(CBD) terminus

Avidin/streptavidin Strep-tag 8 aa N- or C- Purification, secretion
terminus

Glutathione S-transferase 26 kDa N-terminus Purification, solubility

(GST) enhancement

Maltose binding protein (MBP) | 396 aa (40 kDa) | N-or C- Purification, solubility
terminus enhancement

Green fluorescent protein 220 aa (27 kDa) | N-or C- Localization, detection,

(GFP) terminus purification

Poly-Arg 5-16 aa N- or C- Purification, solubility
terminus enhancement

N-utilization substance A 495 aa (54.8 N-terminus Solubility enhancement

(NusA)

kDa)




ZvySeni vytézku rekombinantniho proteinu
Tagy zvySujici vytézek jsou proteiny nebo peptidy zapojené do:
» ZvySeni u¢innosti iniciace translace (pr. GST, MBP, NusA....)
- Vyhoda N-terminalnich tagt
- Poskytuji spolehlivou sekvenci pro u¢innou iniciaci translace

» Ochrany pred proteolytickou degradaci

» Pomahaji pri skladani (foldingu) proteinu a zvySuji tak rozpustnost cilového proteinu



ZlepSeni rozpustnosti rekombinantnich proteinu

Kotvy/tagy zvySujici rozpustnost

» N —terminalni tagy

» SpiSe proteinové (vysoce solubilni proteiny) nez peptidy

» Fuze se solubilnim partnerem ¢asto pomaha fuznimu
partnerovi se spravn¢ poskladat, coz vede ke zlepSeni

rozpustnosti cilového proteinu

» Nemaji univerzalni efekt

» Mechanismus, jakym plsobi neni pln¢ objasnén

Some commonly used solubility-enhancing fusion partners

Tag Protein Source organism

MBP Maltose-binding protein Escherichia coli

GST Glutathione-S-transferase Schistosoma japonicum
Trx Thioredoxin Escherichia coli

NusA N-Utilization substance Escherichia coli

SUMO Small ubiquitin-modifier Homo sapiens

SET Solubility-enhancing tag Synthetic

DsbC Disulfide bond C Escherichia coli

Skp Seventeen kilodalton protein Escherichia coli

T7PK Phage T7 protein kinase Bacteriophage T7

GB1 Protein G B1 domain Streptococcus sp.

zz Protein A 1gG ZZ repeat domain Staphylococcus aureus

Generate parallel
expression clones

Dead end: insolubility

Eﬁsﬁ @—{Targel protein
His6 @ Target protein

His6 | MBP Target protein

Hisé arget protein (a) @

His6 arget protein

N il

His6 arget protein

His6é

@OO®
L

arget protein

‘\ Protease His6 e Target protein

cleavage site

(b)
st @ Purify by IMAC
- IMAC FT Cleave with
(e) [Target protein - Good protease
Target protein| cleavage
SUCCESS Poor
cleavage

His6

®

o

N
¥/ [Target protein| [ (€)
O . :
Q@' His6 ( NusA—{Target protein

"

Target protein

Esposito and Chatterjee, 2006

Dead end: protein insoluble
after cleavage of tag

Dead end: difficult to separate
cleaved protein from fusion

Current Opinion in Biotechnology

Schéma exprese a purifikace za pouziti solubilitu zvySujicich

Kkotev. (Esposito and Chatterjee, 2006).




Tagy zvySujici rozpustnost — mechanismus pusobeni

Priklady moznych mechanismi

Maltose binding protein (MBP) se pravdépodobné vaze reverzibilné na exponované
hydrofobni oblasti nové vznikajicich polypeptidli a pomaha tak polypeptidu ziskat nativni
konformaci mechasnismem podobnym chaperontim.

NusA zpomaluje translaci tim, Ze zprosttedkovava transkripéni pauzy, coZ mize pomoci
spravnému poskladani cilového proteinu.

Negativné nabité tagy (peptidy) - dochazi k elektrostatickému odpuzovani mezi nove
vynikajicimi polypeptidovymi fetézci, Cimz se inhibuje jejich agregace (Zhang et.
2004) .

Thioredoxin — oxidoreduktaza
Rychla redukce intra- 1 inter- molekularnich disulfidickych vazeb.
Thioredoxin slouZzi jako kovalentné navdzany chaperon nezavisle na redoxni aktivite.



Fuzni kotvy (tagy) vyuzivajici se k purifikaci

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

IgG vazna doména | afinitni vazba na protilatku

Poly [Asp] iontoméni¢ova vazba na anion vazajici matrici
Poly [Phe] hydrofobni vazba na hydrofobni matrici
Strep-tag afinitni vazba na streptavidin

Poly [Arg] iontoméni¢ova vazba na kation vazajici matrici




Metalochelatac¢ni afinitni chromatografie

* R.1975- uvetejnil Porath a kol. metodu frakcionace sérovych proteini.

» Konstrukce umélych oligohistidinovych domén (poly [His]) fizovanych k N-
nebo C- konci proteinu metodami molekularni biologie.

* Nyni jeden ze zékladnich purifikacnich postupt rekombinantnich

proteindl.

Interakce proteinu s matrici je zprostfredkovana neobsazenymi d-orbitaly iontu
prechodnych kovi, které¢ vaZzou volné elektronove pary prevazné z dusikového
atomu 1imidazolovych skupin histidinovych zbytktl v proteinu.

Protein s histidinovou \
kotvou L-f

Ligand y ,
(Ngi2 +) ,;odd€lovaci
=a raménko‘‘
b - /
¥
G S o b
R“Nf'ﬂ-‘,l:,\"-« .fm.-,frl'!---f.““' 'u.l"'-l—uﬁ
r‘-‘r, E ! L il : s ?
{ e T ;
e / "ifh*f; I -':,rf
2% c /
MH v e . y f/
Funkc¢ni/reaktivni

skupina

Podplirna matrice
(agarosa)



Matrice pro metalochelatacni afinitni chromatografii

Ligand

e i raménko* ’
G G : _;.1"':_”.' A
Protein s histidinovou Q,H ;f.l/ o g
kOtVOu L-L:/ "_,-"Nilyr‘l'-' el e W H"_—J"’?ff
e ;
b ,/ ", i EA
= ok ) "l ‘;;
:'|4|- . i
| Funk¢ni/reaktivni o : .
i skupina Podplrna matrice (porozni
polysacharidové Castice- agarosa)
a)
,;odd¢€lovaci
raménko

» Snizeni stérickych zdbran a umoznéni
optimalniho navazani rekombinantniho
proteinu na imobilizovany ligand

Efficient binding [\
target elutes in \
asingle peak

Fig. 56. Using spacer a

rms. a) Ligand attached dircctly to the matrix. b) Ligand attached to the matrix via a spacer arm



Efekt kovového iontu navazaného na matrici

M (kDa)
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Metalochelatacni afinitni chromatografie
Purifikace za nativnich podminek

»Pufry o pH 7-8 pro optimalni navazani rek. 'mmobilized metal affinitv chroma
proteinu na kovovym iontem v matrici

His o || protease cleavage site/— ‘, “ ;
» Pufry s vysokou koncentraci soli (0.5-1 M / {, P
NaCl) — redukce nespecifickych + «ugi% ‘3 | ‘
elektrostatickych interakei. charged metal chelate resin
I
»Neiontové detergenty a glycerol redukuji u o ﬂ fimidazole] BB ﬂ [EDTA]]\ | protease
nespecifické hydrofobni interakce.

» Eluce kontaminujicich proteint se
dosahuje sniZzenim pH nebo nizkou + +
koncentraci imidazolu. I D

|

< ©<©

e

» Eluce cilového His-tagového proteinu je
dosazena pii vysoké koncentraci imidazolu

(0-0.5 M), vétsim sniZzenim pH nebo Torgetprotein %8 AolmAUI Togeprasn g
4 Azep IMA ) 3 r 100 40001 5] 1 1 =
pfidavkem EDTA. . W ﬁ ! ‘.’/ \ I
| 50 00 | )
\ / 60 2000 ‘|
| " 100 ‘ ‘ ‘| r‘\
‘\ f ‘f‘l‘ ! 0 ‘ l‘\ = \‘ “\‘_7 —
1‘ R T 0 5 10 15 20 25 30 35 Volume(m

L T v v . = -
0 10 20 30 40 50 60 70 Volumelmll  gig 2 4. Typical IMAC purification with step elution.

Fig 2.3. Typical IMAC purification with gradient elution



Metalochelatacni afinitni chromatografie
Purifikace za denaturacnich podminek

Denaturacni IMAC — purifikace proteini v inkluznich téliscich

‘ Purifikace za vysokych koncentraci mo€oviny nebo
guanidinium chloridu
— (isty protein, ale poruseni kvartérni struktury
(postaci vSak napf. na imunizace)

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

- Eluce proteinu z kolony a jeho renaturace dialyzou
nebo vyraznym ziedénim v renaturacnich pufrech (pufr
podporujici spravné sloZeni proteinu)

- Renaturace enzymu vdzaného na matrici:
—) Gradient z denaturacnich do renatura¢nich pufra
—) Pulzni renaturace



Odstranéni fuznich kotev

Jakykoliv tag muzZe ovlivnit biologickou aktivitu proteinu, muize branit proteinu
krystalizovat, zvySuje proteinovou velikost (protein je pak napft. ptili§ velky pro NMR),
proteiny se mohou stat imunogenni diky tagu (problém u terapeutickych proteinil).

Moznosti odstranéni fuznich kotev
» Chemické Stépeni
» Samostépeni

» Enzymatické Stépeni



Odstranéni faznich tagu-chemické Stépeni

» Pouziva se nejméné

Bromkyanid Met/X

Hydroxylamin Asn-Gly
: MI12 M15 M28v b
i V] / i
MRGSHHHHHH GMASMEKI \Y
_M105V
OVRIK PGSANKPKDE LDYANDIEKK ICKVEKCS

Amino — acid sequence of the P. falciparum C-terminal segment of CSP
(PfCSP C-ter) fused to a purification tag (Rais-Beghdadi et al., 1998).

» Nesetrna metoda
» Velmi ucinna
» Spise nespecificka

» Miuze vést k denaturaci a modifikaci cilového proteinu



Odstranéni fuznich tagii - samoStépeni

» Pouziti tzv. samo- Stépiciho se tagu

Inteiny
M-Exigin Intein G-Extemn
DMA:
¢ transcription
RMA: & — —— '

¢ translation

inteln
MH precursor protein

COOH

Protein: N-extein C-axfein

¢ protein splicing

COOoH
Protein:

+

N, COOH

excized infein

mature protein

= . pH 6.0-6.5
A pHintein N .
20-25°C, 16 h
eI " 15-30 mM thiol
@C- Thiol intein -A‘ >
4°C, 16 h

> @ + C- Thiol intein -A‘

Inteiny (inteins, intervening proteins)
jsou proteinové segmenty, které maji
schopnost se samy vyStépit zZ
proteinovych prekurzort.

» Vnesenim mutaci na N- nebo C- konce
inteinu vznikly tzv. samoStépici tagy
odvozené od inteintl ($tépi se pouze na
jenom miste).

’A- pH intein N 4+ @

Perler, (2005)



Odstranéni fuznich tagi — proteolytické Stépeni

Specifické proteolytické Stépeni:
» Exopeptidazy

» Endopeptidazy

Exopeptidazy (aminopeptidazy and karboxypeptidazy):

DAPase (TAGZyme)
Aeromonas aminopeptidase
Aminopeptidase M
Carboxypeptidase A
Carboxypeptidase B

Exo(di)peptidase

Exopeptidase Cleaves N-terminal, effective on M. L. Requires Zn
Exopeptidase Cleaves N-terminal, does not cleave X-P
Exopeptidase Cleaves C-terminal. No cleavage at X-R, P
Exopeptidase Cleaves C-terminal R, K

Cleaves N-terminal. His-tag (C-terminal) for purification and removal

» APM, CPA a CPB stépi postupné po jedné aminokyselin¢ z N- nebo C-konce proteinu az ke specifickému
mistu, které je signalem pro ukonceni Sté€peni (stop site).

TAGZyme system (Qiagen):
» DAPaza (dipeptidyl aminopeptidaza I)

TAGZyme stop sites

DAPase cleavage

DAPase stop

MK {HQ |HQ{HQ {HQ |H H P

HT-Trx

Amino acid DAPase stop point (4) sequence”
Lysine (Lys, K Kaa-X Xaa-Xaa | lys-Xaa ...
Argininz (Arg, Ry a | ArgXaa ...
Proline (Pro. P a | XaaXaa ProXaa..

Proline {Pro. P)
Glutamine (Gin, '

a 4 Xaa-Pro Xaa-Xaa...

a...XaaXaa | GinXaa...

HHP-Trx
M 1 2 3 4 5 6 7
o =
= =
-
- “;;-

L 2 4

«+— HT-Trx
‘ HHP-Trx

Arnau et al., 2006



Odstranéni fazniho partnera - proteolytické Stépeni

Endopeptidazy

> Stépici misto pro endopeptidazy mezi fuznim tagem a cilovym proteinem.

Cleavage site

Protease
B ——

time varies
Enzvme Cleavage site Comments
Enterokinase DDDDK’ Secondary sites at other basic aa
Factor Xa IDGR’ Secondary sites at GR
Thrombin LVPR'GS Secondary sites. Biotin labeled for removal of the protease
PreScission LEVLFQ'GP GST tag for removal of the protease
TEV protease EQLYFQ'G His-tag for removal of the protease
3C protease ETLFQ'GP GST tag for removal of the protease
Sortase A LPET'G Ca**-induction of cleavage. requires an additional affinity tag
{e.z.. his-tag) for on column tag removal
Granzyme B D'X,N'X, M'N, 8'X Serine protease. Risk for unspecific cleavage
pRSET B Multiple Cloning Site
T7 promoter RBS

T el
21 AATACGACTC ACTATAGGGA GACCACAACG GTTTCCCTCT AGAAATAATT TTGTTTAACT TTAAGAAGGA

Polyhistidine (6xHis) region
r r
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 Xpress™ Epitope BamH | Xho Sac |
1 T 1 (]
148 GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT ARG GAT (CG AQC TCG
Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr lil\sp Asp Asp Asp LysmAsp Pro Ser Ser
EK recognition site El:cleavage site

Bglll Pstl Pvull Kpnl Neol EcoR| BsfB I Hind Ill
| | 1 |
205 AGA TCT GCA GICT GGT ACC ATG GAA TTC GAIA GCT TGA TCCGGCTGCT AACAAAGCCC
rg Ser Ala Ala Gly Thr Met Glu Phe Glu Ala ***

TT7 reverse priming site
261 GARAGGAAGC TGAGTTGGCT GCTC{CCACCG CTGAGCAATA ACTAdCATM




Odstranéni fuznich tagu — proteolytické Stépeni

Nespecifické Stépeni - produkt Stépeni je doporuceno
vzdy ovéfit pomoci MS analyzy.

Optimalizace proteolytického Stépeni fuzniho proteinu
(pomér enzym substrat, teplota, pH, koncentrace soli,
délka Stépeni, modifikované proteolytické enzymy)

Po odstranéni tagu miiZe dochazet k precipitaci
cilového proteinu.

Ucinnost Stépeni (miiZze byt sniZzena kvili stérickym
efektim nebo agregaci - vlozeni kratkych linkerth mezi
protedzové misto a flizni tag)

Re-purifikac¢ni krok nutny pro odd¢€leni cilového
proteinu od fizniho tagu

Modifikace cilového proteinu (po Stépeni nékterymi
protedzami, napt. thrombinem, TEV, Precision zlstava
jedna nebo dvé aminokyseliny ptipojené k cilovému
proteinu.

Enterokinaza

Asp-Asp-Asp-Asp-Lys/X

Table 4 Cleavage
(Hosfield and Lu 1999) based on the amino acid residue X;. The
sequence...-GSDYKDDDDK-X-ADQLTEEQIA-... of a GST-cal-
modulin fusion protein was tested using 5 mg protein digested with
0.2 Uof enterokinase for 16 h at 37 °C

) of enterokinase through densitometry

Amino acid in position X,

Cleavage of enterokinase (%)

Alanine
Methionine
Lysine
Leucine
Asparagine
Phenylalanine
Isoleucine
Aspartic acid
Glutamic acid
Glutamine
Valine
Arginine
Threonine
Tyrosine
Histidine
Serine
Cysteine
Glycine
Tryptophan
Proline

88
86
85
85
85
85
84
34
30
79
79
78
78
78
76
76
74
74
67
61




His-tagged protein and IMAC under native conditions

One-step purification of maize 3-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)
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Purifikace proteinu AHP2 (Arabidopsis histidin phosphotransfer protein 2)

Metalochelataéni afinitni chromatografie

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

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

36 kDa

29 kDa
24 kDa

20 kDa

14 kDa

15% SDS PAGE ~ wsmmmmmip  10% NATIVE PAGE 15 % SDS PAGE mmmmp 10% NATIVE PAGE




His-tagged protein and IMAC under native conditions

Four-step purification of Arabidopsis CKll,,

Affinity purification (IMAC) : _ -
Tag removal (TEV protease) Ub-SGSG+tHisTag+SA-TEV-AME-CKI1

Affinity purification (IMAC)
Size exclusion chromatography

L=

3. Affinity purification after TEV cleavege
after cleavege

200 mM imidazole B

pETM-60::CKll

— —
<+— CKljgp
..+—pETM-60
10 CV N
4. Size-exclusion chromatography
pETM-60
pETM-60::CKIlyp, 1 L— ~10-20 mg for TB
i ’ and M9
imidaz. \
7 ibiab b b st e 1o chd cborioh bl m s ol dob 1btel eb m b ik - T

Pekarova B.



