Exprese a purifikace
rekombinantnich proteinu




Exprese a purifikace rekombinantnich
proteint

- od genu k proteinim

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

- exprese rekombinantnich proteint
- afinitni znacCky
- purifikacni postupy




Od genomu k mnoziné trojrozmérnych struktur
proteomu
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Dynamika narustu poctu vyresenych
trojrozmérnych struktur proteinu

0 Deposited structures
g i VyfeSeni prvni trojrozmérné

B s struktury proteinu ( hemoglobinu;
Perutz et al., Nature 185, 416-422,
1960) trvalo 22 let.
Predpokladany vykon v soucasne
dobé¢ zakladané “Protein Structure
Factory” (Némecko) je odhadovan
na 100 - 200 vyfesenych struktur
rocn¢. Jednotky se srovnatelnymi
ambicemi jsou ziizovany v USA
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Exprese a purifikace rekombinantnich
proteint

- od genu k proteiniim

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

- exprese rekombinantnich proteinu
-afinitni znacky
- purifika¢ni postupy




Expresni konstrukty
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EXPRESNI KONSTRUKT
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- transformace;

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

- odpada nutnost naroCné¢ho nalévani gelu a nanaSeni
vzorkl na gel (kapildra se plni automaticky)

- uspora chemikalii

- reprodukovatelnost




Od radioaktivity k fluorescenci

vicebarevna

fluorescence
kapilara

Radioaktivni “jednobarevna“
znaceni fluorescence

gel gel

Vysledek sekvenovani

L




Vyvoj sekvenacnich Kitu
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Struktura fluorescenc¢nich znacek -
dichlororhodaminy

Linker

e NH,
dideoxy

NP

OJ\N |




Struktura fluorescencnich znacek
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Sekvenovani se znaCenymi primery

Ampli Tag DNA
Polymerase FS,
dNTPs, ddNTPs
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ANNEALING EXTENSION PRODUCETS




Sekvenovani se znaCenymi primery

- univerzalni fluorescencné znaCene primery
nerusi pi1 sekvenovani

- rovhomernési signal

- delsi Cteni

- sekvenace probiha ve 4 zkumavkach
(vetsi spotreba templatu)




Sekvenovani se znaCenymi terminatory

Ampli Taq DNA Polymerase FS,
dNTPs
DyeDideoxy Terminators
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ANNEALING EXTENSION PRODUCTS




Sekvenovani se znaCenymi terminatory

univerzalni metoda

pouzivaji se neznacené primery
reakce probihda v 1 zkumavce
nizka spotieba templatu

- nadbytek nezreagovanych terminatort
muize rusit pi1 analyze




Cyklické sekvenovani

Ampli Taqg DNA
Polymerase FS, dNTPs,
Dye Dideoxyterminators

CGT

% cunsion
e
o

| p—

DENATURATION

TEPLATE -
| % T®
- Al®

M ACCGT A |
—ACCGTAEb

PRODUCTS




Geneticke analyzatory
ABI PRISM




1 capillary
<10 kb/day
< 700 Gt/day

ABI PRISM™

historie genetick¢ analyzy na kapilarach

2002

4 capillaries
> 45 kb/day
> 3 500 Gt/day

2000

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

2002
3730/3730XL

System

48/96 capillaries
> 1Mb/day
> 75 000 Gt/day




Geneticky analyzator ABI PRISM 310
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Geneticky analyzator ABI PRISM 310

: i Heat Plate
Syrmge Drive 3 (white area) .
__- _ Capillary

Laser Detector
(behind protective door)

Cathode Electrode
(to right of capillary)

Anode Buffer Jar




Elektrokinetické davkovani
vzorku a elektroforéza

Kapilara a elektroda vstupuji do
vialky se vzorkem

Vlozi se napéti

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




Excitace fluorescence
a detekce

Fragmenty DNA nesouci jednu ze Ctyt fluorescencnich
znac¢ek jsou ozareny 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......
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~ SemiAdaptive BD HBPDSC+M13F dRhod. TSR Thu, Aug 30, 2001 8:27 PM
PRISM Version 3.0 Lane 4 Points 1385 to 9360 Base 1: 1385 Spacing: 11.90{11.90)
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...na kvalitu sekvence ma vliv:

zpusob pfipravy

Cistota

koncentrace

sekvence (GC rich, sekundarni struktury)
sekvence

délka

T

m

pocet cyklu

expirace
Cistota
zpusob skladovani




Exprese a purifikace rekombinantnich
proteint

- od genu k proteiniim

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

- exprese rekombinantnich proteint
- afinitni znacCky
- purifikacni postupy




NezZ zacneme

Proc??? Pro jaky ucel ?

Jaké vlastnosti ma nas protein ?

Jak protein detekovat?




Mnozstvi a Cistota

Krystalizace

NMR

Funk¢ni studie
Produkce protilatek

Stanoveni sekvence

Hmotnostni spektrometrie




Vlastnosti/purifikacni metody

Rozpustnost
Velikost/tvar
pl (naboj)
Hydrofobicita
Vazba
Stabilita

Molecular weight (size)

precipitace siranem amonnym
gelova filtrace

lontové vymeénna chromatografie
reverzné fazova chromatografie
afinitni chromatografie

teplotni precipitace




Produkce rekombinantnich proteinu v Escherichia coli

Vyhody:
- organizmus s dobte charakterizovanym genomem a proteomem
- design fady vektorli usnadnuje klonovani a expresi cizich genu

- nadprodukce rekombinantnich proteint

Nevvhody:

- cDNA je nezbytnosti
- absence eukaryotnich posttransla¢nich systemi

- tvorba inkluznich télisek




Fazni proteiny

- translacni fize sekvenci kodujicich rekombinantni protein a
a) kratky peptid [pf. (His),, (Asp),, (Arg), ... ]
- uniformita purifikace
b) ptirozeny oligopeptid [pt. MBP, GST, thioredoxin ...]
- pozitivni zmény kvality a kvantity exprese
(Casto zvySeni solubility rekombinantniho proteinu)
- uniformita purifikace

- fzniho partnera 1ze obvykle selektivné odstépit




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 chromatogratie (MCAC)

- vyuziva koordinacni interakce pfevazné histidinovych zbytkti 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 nejuniverzalngjSich
purifikac¢nich 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 silneho chelatoru (napt. EDTA)




Ni-NTA Agarose based Protein
Purification
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Figure 5: Structures of imidazole and histidine.

Figure 4: Expression and
A B purification of malaria

M191 614 311121317 19 6 1411 17 circumsporozoile antigens with
2 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 after
purification on Ni-NTA resin
according lo the standard
profocol, and elution af pH 5.9.
Each protein is more than 80%
pure.
D. Stiber, Hoffmann - La Roche,
Basel, Switzerland.




Metalochelatacni afinitni chromatografie
Jednokrokova purifikace za nativnich a denaturacnich podminek

Protokol nativni IMAC konkrétniho proteinu je z€asti nepfenosny na jiné proteiny!

Obecné 1ze 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




Metalochelatacni afinitni chromatografie
Jednokrokova purifikace za nativnich a denaturacnich podminek

Denaturacni IMAC — purifikace proteinti v inkluznich téliscich

- purifikace za vysokych koncentraci mocoviny nebo
guanidinium chloridu
—» Cisty protein, ale poruSeni terciarni/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:
mmmm)> oradient z denatura¢nich do renatura¢nich pufri
s> pulzni renaturace




Metalochelatacni matrice

Ni’* NTA (nitriltrioctova kyselina)

- nejCastéj1 pouzivany system

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

Ni?* iontu béhem purifikace




-vazba Ni-NTA na agarosu - vazba N1-NTA na ?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




- 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




Functlonal groups

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




Efekt kovového iontu navazaného na POROS MC/M matrici

Funk¢ni skupina- imidodioctova Kyselina

& (His).Zm-p60.r

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




Sample Injector

G0

Detector

Blending
System

\

Fraction Collector Mobile Phases




- HPLC 1 FPLC aplikace na jakékoliv koloné

- optimalni je vyuziti perfiznich sorbentii Poros
+ zkraceni doby separace na 1/10 az 1/100
casu nutn¢ho pro pouZiti klasickych sorbentt

- davkovani vzorku v rozmezi pl — 1
- nasazeni az tri kolon

- automaticke vytvareni gradientu (pH, iontove 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




protease cleavage site

charged metal chelate resin

Q [imidazole] [ protease




Chromatogram purifikace na koloné Poros MC/M (Zn-IDA)

H D O ®N

Roztok kovu: 50 mM ZnSO,
Ekvilibrace kolony: pufr - : 50 mM Na,HPO,/NaH,PO, , IM NaCl pH 7,0
Eluce balastnich proteinu:
pufr  : 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 kukuricné - glukosidasy
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Expresni konstrukt pRSETA::Zm-p60.r

ORF Zm-p60.rm - 1527 bp

Exprese:
- kmen BL21(DE3)pLysS E. Coli
- [IPTG-1nducibilni T7 RNA polymerasa
- Zm-p60.r pod T7 promotorem

- inhibice RNA polymerasy E. coli
rifampicinem

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, bakterialni kmen BL21(DE3)pLysS
- nativni purifikace na kolon¢ POROS MC/M IDA-Zn?**

Exprese:

- [PTG-1inducibilni T7 RNA polymeraza
(kédovana na chromozomu)

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

- rifampicin, inhibice RNA polymerazy
E. coli

- Zm-p60.1 pod T7 promotorem

86 m—

(His),Zm-p60.r =P
56 =—

Purifikace:

- metalochelatacni afinitni chromatografie
- perfuzni sorbent POROS MC/M

- komplex iminodiacetat-Zn*

- 80% vytézek, 95-nasobne precisténi

39 m—

Pouziti:
- rutinni produkce a 1zolace standardniho
kmene a solubilnich mutantnich forem
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In vitro asistovanad renaturace (His).Zm-p60.r
podle Etzerodt M. et al.. WPA 94/18227 (1994)

- denaturovany protein (v 8M mocovin€) vazan na matrici s imobilizovanym Ni?

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

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

Metoda:

- 23 denatura¢nich/renatura¢nich cykli

- 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

Pouziti:

- renaturace nesolubilnich mutant Zm-p60.1
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Rekombinatni derivaty kukuri¢né 3- glukosidasy

P V&:ﬁ% {1 : “:%\: Expresni konstrukt pET32::Zm-p60.r
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zlepSuje folding proteinu

THIOREDOXIN piirozeny bakterialni protein- 1épe rozeznavan translacnim
aparatem E. coli
neovliviiuje funkci enzymu - nemusi byt odstépen

Exprese:

T7-term - kmen BL21(DE3)pLysS E. Coli
Sac _ i \A—"‘m - IPTG-inducibilni T7 RNA polymerasa
- Zm-p60.1 pod T7 promotorem

(7300bp)

pET32::Zm-p60.r ) ColE1

Purifikace:

Ko - His tag na N-konci

Thr site - metalochelatacni afinitni chromatografie

- matrice POROS MC/M Zn-IDA (WT 1
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

- fiznim parnerem His-patch thioredoxin (Lu et al. 1996) s afinitou
k imobilizovanym iontiim prechodnych kovt

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 1zolace mutantnich forem
Zm-60.1 se sniZenou solubilitou




Pouziti fuzni technologie pi1 expresi mutanty Zm-p60.1
s poruSenou nativni strukturou

- mutanta 1404D produkovana jako derivat
(His),Zm-p60.rm vykazala poruchu pii tvorbe
nativni dimerni struktury (A), byla nalezena ve
formé enzymaticky neaktivniho monomeru (2)

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

- thioredoxin je 1épe rozeznavany translacnim
aparatem E. coli

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







