Priprava rekombinantnich proteinu






Co lze k rekombinantnimu proteinu pripojit???

Epitop — kratka peptidova sekvence, vhodna pro imunologické aplikace jako je WB
nebo ko-precipitace

Afinitni ,tag” — obecné delsi sekvence, ktera se pouziva pro afinitni purifikaci a muze
zlepsSovat rozpustnost a spravné sbaleni proteinu

Fluorescencni ,,tag” — pro sledovani lokalizace v bunce
Na N- nebo na C- konec???

e Skladani proteinu
e Ovlivnéni funkce e Oba konce
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N- nebo na C-

pozor: kotranslacni nebo posttranslacni modifikace



Enterokinasa

Nechat, Ci odstranit???

Misto Stépeni:

DDDDKAX

Vyhody: je obsazena ve FLAGO epitopu
Nevyhody: ucinnost je ovlivnéna AK za lysinem, nespecifické stépeni
Faktor Xa

Misto stépeni:

I[E/D]GRAX

Vyhody:

Casto pouzivany v plasmidech:

Nevyhody:

X # Pro, Arg, Faktor Xa«wvyzaduje aktivaci Ca2*, nelze ho pouZivat s chelataénimi
latkami (EDTA), nespecifické stépeni

SUMO proteasa

Misto Stépeni:

SUMO domeéna, peptidova vazba XGG*X na C-konci SUMO

Vyhody:

Siroky pH rozsah (5,5 - 10,5), teplota 4-37°C, 2M mocovina

Nevyhody:

X # Pro
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Vyhody:

Siroky pH rozsah (5,5 - 10,5), teplota 4-37°C, 2M mocovina

Nevyhody:

X # Pro




TEV proteasa

Misto stépeni: ENLYFQAS

Vyhody: Casto pouzivany v plazmidech, levna

Nevyhody: autokatalytické vlastnosti

Thrombin

Misto Stépeni: LVPRAGS |

Vyhody: relativné spezifigky'/,_lzgfggo_u_i—iv_at_ ;/_tzl_é‘c_e_rg_éntech, dobre odstranitelny na

benzamidinoveé stacionarni fazi ¢asto pouzivany v plazmidech, levna

Nevyhody: vzacné muze Stépit nespecificky




Fuzni kotvy

Glutathion-S-transferasa

Molekulova hmotnost: 26 kDa (211 AK)

Lokalizace: C- i N-konec

Afinitni ligand: glutathion

Vyhody: zlepseni rozpustnosti proteinu

Nevyhody: relativne velka fuznl kotva muUzZe ovlivnit aktivitu, mozna kontaminace

Heat shock protemy (70 kDa, 68 kDa), které se eluuji z kolony spolu z
GST — Ize odstranit pfidavkem 5 mM MgCl, a 5 mM ATP
nelze za denaturacnich podminek

SH
0
NH:Y\/”\NH NH__COOH + Xenobiotic (X)
|
COOH [0)

Glutathione
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Glutathione-S-Conjugate



Histidinova kotva

Molekulovd hmotnost:

0,2 — 1,6 kDa (6 x His = 0,8 kDa)

Lokalizace: C- i N-konec, nutno testovat

Afinitni ligand: ionty kovi — Ni?*, Co?*, Cu?*

Vyhody: nizka pravdépodobnost ovlivnéni aktivity

Nevyhody: nespecifické interakce predevsim v savCich a hmyzich bunkach

nespecificka vazba na stacionarni fazi — 10 mM imidazol

Maltosu vazajici protein

! V\( '
\\

Molekulovd hmotnost:

42,5 kDa (370 AK)

Lokalizace:

C-i N-konec

Afinitni ligand:

Amylosa

Vyhody:

neovliviuje aktivitu, zlepSuje rozpustnost proteinu




AviTag

Molekulova hmotnost: cca 15 AK ~1500 Da

Lokalizace: C- i N-konec, nutno testovat

Afinitni ligand: Avidin/Streptavidin, tetramerni nebo monomerni

Vyhody: velmi silna afinita k ligandu, neovliviuje aktivitu

Nevyhody: v savCich bunkach mozna ko-eluce s biotinylovanymi latkami

tetramerni avidin s biotinylovanymi latkami velmi silné interaguji —
nutnost vyuzit denaturacni podminky k eluci
monomerni avidin —jemnéjsi podminky (10 mM biotin)

Avi tag Avi tag
Protein .GLNDIFEAQKIEWHE Protein .GLNDIFEAQKIEWHE Methods Mol Biol. Author manuscript; available in PMC 2015 Jul 1.
Published in final edited form as:
Methods Mol Biol. 2015;_1266: 171-184.
i /Bi"‘\v > doi: 10.1007/978-1-4939-2272-7 12

+ ATP AMP+PPi
: Site-specific biotinylation of purified proteins using BirA

Michael Fairhead and Mark Howarth

Biotin

Biotin



Pouzivané epitopy

* umoznéniidentifikace rekombinantnich proteind
* jsou kratSi nez fuzni kotvy
* |ze je pouzit jako fuzni kotvy, ale financné narocneé;jsi

c-myc

Molekulova hmotnost: 1,2 kDa (EQKLISEEDL)
Lokalizace: C- i N-konec

Afinitni ligand: protilatka

Vyhody: muUze zlepsit krystalizaci

Nevyhody:




HA epitop (cast lidského chripkového hemaglutininu)

Molekulova hmotnost:

1,1 kDa (YPYDVPDYA)

Lokalizace:

C- i N-konec

Afinitni ligand:

imobilizovana anti-HA protilatka

Vyhody:

neovliviuje aktivitu

FLAGO

X

Molekulovd hmotnost:

1,01 kDa (DYKDDDK)

Lokalizace:

C-i N-konec

Afinitni ligand:

imobilizovana protilatka

Vyhody:

neovliviuje aktivitu, obsahuje stépné misto




Fluorescencni znacky

,Maturace” — cas jaky je treba k formovani
chromatoforu a pocatku fluorescence —
sledovani zivych bunék

GFP — 10 minut

mQOrange — 4 hodiny

,Bleaching” — stabilita fluorescence v Case
napr. t,, eGFP 174 s
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GST fuzni protein

pGEX-4T-3 (27-4583-01)

Thrombin

ILeu val Pro Arg[J' Gly SerlPro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gl Gy rq;|C lle Val Thr Asp
CTG GTT CCG CG GGC CG

pGEX-3X (27-4803-01)

GGA TCC,CCG AAT TGC CG
BamH |

TC GAC TCG
Sal |

ATC GTG ACT GA GAG TGA
Stup codons

EcoR | ' Not |

Sma | Xho |

Factor Xa

llle Glu Gl ﬁr@lﬁly lle Pro Gly Asn Ser Ser
ATC GAA GGT CG (G ATC CCC GGG, AAT TCA TCG TGA CIG ACT GAC
BamH I gma7  ECOR | Stop codons ‘

Tth111 |
Aat Il

p3j10aBamy Stop?
Pst

pGEX

~4900 bp
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Apa |

BstE II pBR322

Miu | on
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misto pro restrikéni
endonukleasu

misto pro restrikéni
endonukleasu

misto pro restrikéni
endonukleasu

misto pro restrikéni
endonukleasu



Histidinova kotva

T7 promoter primer #69348-3

>
Byl Il T7 promoter > lac operator Xba | rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Ndel SspM | pelB leader Msc | Neol BamH| EcoR| Sacl

TATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGECCATGBATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCC
VetLySTereqLeqProTerlOAIOAIGGIyLeqLeJLeqLquIOAIoGIwProAIoVetAIqutASpIIeGIy[|eASWSerASpProASWSerSerSer

Eag | Aval* ] > signal peptidase
Sall Hind Il Notl Xho | His*Tag P Bpu1102 | _
GTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGAIELCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAAC
Val AspLyslLeuAlaAlaAlalLeuGluHisHisHisHisHisHisEnd =
T7 terminator T7 terminator primer #69337-3

TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

pET-22b(+) cloning/expression region



»In-fusion® ligace

TaKaHa [ :O mi." single-tube reaction

| | — | Recombinant |
\ / \rector

Amplify your
gene of interest
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Design gene-specific primers /

A '. Smeés:
with 15 bp extensions y ;e
homologous to vector ends linearized exonukleasa 3°- 5
\ vector / polymerasa
ligasa

»In-fusion” ligace nebo T4 DNA polymerasa

T4 DNA Polymerasa katalyzuje DNA syntézu ve sméru 5°'— 3°, vyzaduje templat a primer.
Ma také 3°— 5" exonukleasovou aktivitu



Gibson assembly

5°— 3" exonukleasova aktivita

dsDNA fragments with overlapping ends.
7 A Py
b 5 B
5 71
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Gibson Assembly

Add fragmen‘”’\/ = o
Gibson Assembly . 5
Master Mix. 2=

Vs ‘y 5" Exonuclease chews back 5° ends.

e \’ | rg ‘
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L
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.' DNA polymerase extends 3" ends.
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for 15—60 minutes. ;;
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“Scale-up”




E.coli RNA polymerasa

T7 gen g T7 RNA polymerasa T7 RNA polymerasa©
v — @ > mm , T

.. lac promotor |
= T7 promotor




“Scale-up”




Jak vysvetlit tvorbu inkluznich telisek v bakteriich?
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Inkluzni teliska u eukaryot

strukturované amorfni
Falding
intermediate (b) ER lumen
|
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Kopito R.: Trends in Cell Biology (10), 524-530, 2000



Dva modely tvorby inkluznich télisek

E. coli — elektronovy mikroskop

http://web.mit.edu/king-lab/www/research/Scott/Scott-Research.html

frends in Cell Biology

Kopito R.: Trends in Cell Biology (10), 524-530, 2000



Vyhody a nevyhody inkluznich télisek (I1B)

vyhody nevyhody

Vysoka produkce Obtizna renaturace, optimalni
postup nelze predpovéedét

IB mohou byt izolovany ve Produkce nemUze byt
vysokeé Cistoté (40 - 90 %) sledovana testovanim aktivity

Proteiny v IB jsou chranény " Hlavni kontaminaci jsou

pred proteasami oligomery a Spatné sbalené
nebo Stépené formy proteinu,
které je problém odstranit

Moznost produkce toxickych
proteind




|zolace Iinklusnich télisek

resuspendace bunecné pelety v pufru s inhibitorem
proteas, DTT (5mM) a lysozymem

pridat detergent (Triton X-100, DOC) + sonikace
pridat DNasu |

centrifugace 30 000 x g 30 min 4°C

oplachnout peletu pufrem s detergentem

rozpustit peletu (inkluzni téliska) v pufru s 6M guanidin-
HCla 25 mM DTT

centrifugace 100 000 x g 10 min — dulezity krok
zmeérit koncentraci proteinu v supernatantu



Solubilizace inkluznich telisek

pufr + denaturacni Cinidlo - 4-6 M guanidin/HCI nebo 8M mocovina (! pii 4°C krystalizuje)
® 0
NH, e} 1

J :
HoN"™ NH, H,N"~ “NH,

Alternativa: alkalické pH, detergenty napf. N-laurylsarkosin, SDS (0,3 - 5%)

W
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Rozklad mocoviny

O
” heat
H;N-C-NH, g—— NH," + NCO
and time

- \

IY\( 1
A

Modifikace proteinl

0
|
HN=C=0 + E,N/ /v — pgN.CcNH/ /W



Purifikace denaturovanych protein

renaturace — purifikace za nativnich podminek

I purifikace za denaturujicich podminek — renaturace I

IEX OK OK only after NO
dilution of NaCl

HIC NO NO NO

GF OK OK OK

IMAC (Ni2+) OK OK OK

Other AF NO NO NO




Renaturace
hlavni parametry renaturace proteint

renaturacni latky: typ pufru
redoxni systém u proteinU s disulfidovymi mustky
pH
aditiva

renaturacni podminky: teplota

koncentrace proteinu
koncentrace aditiva
koncentrace redoxniho ¢inidla

renaturacni techniky: redeni
dialysa/ultrafiltrace
gelova chromatografie
na koloné

neexistuje univerzalni postup!!!



Redoxni systém

pro proteiny s disulfidovymi mustky je potfeba optimalni koncentrace oxidacniho
| reduk¢niho Cinidla, pro umoznéni vytvofeni spravnych disulfidovych vazeb

. glutathion (GSH/GSSH) - 5-15 mol/l, molarni pomér red : ox ~od 1:1 do 10:1
. cystein / cystin
OH
. cysteamin / cystamin _ e
. cystin %
S NH, I
R — : ”,
\ | \ cystamin HZN/(("
Reduced + S—§ Mixed v & OH
\roteln | S Jum— \\dlsulﬁde 2
k ToH NHy'
_OOC/\E)KENIK\/\COO
SH S—S—R, SemS
VL danl ! GSSH

ofele)

/ Mixed \ / Omdnzeh 'ooc\/\)cj)\ ]\H/“
\lsulﬁde/ \protely N N I
3

~

pH reakce > 9 — rychla oxidace (pKa Cys v denaturovaném proteinu je 8,3)



Typ a koncentrace aditiva

NO. HEFULD
Additive entries (%)  Concentrations used Effect
a-cyclodextrin 0.08 4.8 mM Stabilizer
fi-cyclodextnn 091 48-16.3 mM Stabilizer
Ammonium sulphate 098 02mMto 05 M Sale
1% (v/v) Tween 0.08 - Detergent
Bnj 35 0.23 0.01-20% Detergent
Calixarene 0.15 - Calixarene
CHAPS 091 20mM to 0.5 M Detergent
Ethylene glycol 1.06 . 5-50% Stabilizer
Glycerol 12565 100mM 025 M Stabilizer
Glycine A\\(\\S?Qi\ 21 S50mMiol M Glycine
[L-Arginin S 1515 100mM1o2.5 M Stabilizer
Lauryl maltoside 0.08 500 mM Detergent
Mannitol 0.15 0.10% Stabilizer
N-substituted N-methylimidazolium cations 0.15 - Stabilizer
Octylglucoside (OG) 0.08 20 mg/ml Detergent
poly- N-isopropyl acrylamide (PNIPAAm) 0.15 = Stabilizer
Polyethylene glycol (PEG) 0.60 02-05M Osmolyte
Sodium dioctyl sulfosucainate (AOT) 0.08 400 mM Detergent
Trton X-100 275 0.05-5% Detergent
Tween-20 0.76 0.005-10% Detergent
Tween-60 0.08 0.50% Detergent
Tween-80 0.08 0.20% Detergent




Renaturacni kity

100 mM NaCl

pH 7.0
pH 7.5
; 100 mM NaCl 100 mM NaCl 250 mM NaCl 250 mM NaCl i i
gheerl T MR Qb oo jid cyclocentn e e TGmo

3 g Mt B B s GuACl E6 E8 Ea Ein

pH 8.0
<A cyclodextrin 100 Ml NaCl 1;0 mM Nl :a{;nﬂ NaCl 750 i Natl ’;" e ,ﬁumm zs%l;lu;luﬂ 2;: mh NaCl Buffer Empry
g ey o SSE e G556 GSH cenl only
g GHO gy Siveerel gy PEGROOO M ?,:‘md Fs Fe Ftwon | F PBAC R w e P i1 F12

clodextrin 3
o 1o mhd NaCl wclodesnn
&10 G By Gundl
pH 8.5

1 G
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Renaturacni techniky

Dialyza Casova naroénost
Velké objemy pufru

Redéni Jednoducha technika
Zalezi na rychlosti redéni
AZ stonasobné zredény protein

Gelova chromatografie Sepadace agre%a\tél od renaturovaného proteinu
Lze pouiiteé&y@%](é koncentrace proteinu
Agregéty$m02e byt obtizné vymyt z kolony
Pouze maly objem nanaseného vzorku
Renaturace na koloné Jednoduché a rychlé
Libovolny objem vzorku



Renaturace na koloneée
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Koncentrace proteinu

60

Refolding yield, %
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vytézek renaturace klesa s vyssi

= pocCatecni koncentraci proteinu
[\

" 10 - 50 pg/ml




Analyza renaturovaného proteinu
SDS-PAGE analyza rozpustné a nerozpustné slozky
testovani aktivity
ELISA ne WB
cirkularni dichroismus nebo infraCervena spektroskopie

DLS



Jak zlepsit rozpustnost rekombinantniho proteinu???

snizit rychlost exprese y _
* snizeni teploty kultivace * pouziti low-copy plasmidu
. pouziti slab$iho promotoru * snizeni koncentrace induktoru
zmena kultivacniho media
« pridavek prosteticke skupiny nebo kofaktoru
« pridavek pufru — kontrola pH
« pridavek 1 % glukosy — represe indukce lac promotoru laktosou z media (LB,...)
« pridavek polyolu (sorbitol) nebo sacharosy — zvySeni osmotického tlaku —
akumulace osmoprotektantu v.burice
uprava kodoénu
exprese s chaperony a/nebo enzymy pomahajicimi spravné sbalit protein
* GrokES-GroEL, DnaK-DnaJ-GrpE, ClpB
« peptidyl-prolyl cis/trans isomerasa (PPI's), disulfidoxidoreduktasa (DsbA),
disulfidisomerasa (DsbC)
cileni do periplasmatickeho prostoru
« pridavek leader sekvence (pelB, ompT) — v periplasmé disulfidoxidoreduktasa
(DsbA), disulfidisomerasa (DsbC)

http://www.embl.de/pepcore/pepcore_services/protein_expression/ecoli/improving_protein_solubility/



e pouziti specidlnich kmenu E.coli
*AD494 - mutace thioredoxinreduktasy (trxB)
*Origami - mutace thioredoxinreduktasy (trxB) + glutathionreduktasy (gor)
*Rosseta, Lemo21 - kmeny deficientni v protease — ompT, Lon", degP
*Codon Plus RIL = obsahuji geny argU, ileY a leuW pro tRNA
*ArcticExpress RIL — exprese pfi 13 °C - chaperoniny Cpn10 a Cpn60
*NiCo21(DE3), LOBSTR (low background strain) - modifikace ArnA, SlyD,

A GImS, Can

S| — soli indukovana tvorba T7 RNA polymerasy
*T7 Express lysY - bunky jsou behem exprese méne nachylne k lyzi

e fuzni proteiny — N-konec...
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