


Por qué nos interesaria
expresar y purificar proteinas?

Anticuerpos

- Industria farmacéutica :
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Estudios de actividad
(ie. Interaccion)
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(Cristalografia o RMN) o™

- Industria Textil

Estudio de dominios

--Enzimas para Biologia ' molecular

Proteinas de fusion




Como seleccionar el sistema de expresion?

Investigacion o producto comercial 60
3%
. . 50 .8 %
Para uso en humanoso en veterinaria -
= 40 -
Soluble (Nativa) o insoluble 5 185%
] = 30 1
Conservar la actividad Splicing £ 5| 12
Glicosilacion
Modificaciones postraduccionales_{ Miristoilacion b e .
Acilacidn . _ .
Naturaleza proteica Ubiquitinacic')n E colf Insect cells Mammalian cells
S. cerevisae  Hybridomas Transgenic animals
Productos aprobados
Eficiencia por la FDA, segin.el Sistemas de expresion
Costos il
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Ventajas

Expresion de proteinas
- ' -Bajo costo de produccion
en Plantas -Produccion a gran escala
-Sistema de produccion amigable
con el ambiente
-Menor riesgo de exposicion

a patégenos humanos/animales

Produccidn de vacunas orales

EStudio del sistema de RNAi

Vacuna contra
la enfermedad
de Newcastle

UFFER UHM- "
INOCULATED
LEAYES

INOCULATED
LEAVYES

Vacuna contra
el virus de la

" § _ : Proteinas de uso farmacolégico e industrial
. diarrea viral bovina

le. Expresion de Factor de Crecimiento Epidérmico
~humano (hEGF) en plantas de tabaco.
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EXpresmn de protemas

en celulas de insecto
(Baculowrus)

Ligation independent cloning

Transformation in £ co/iDH10Bac

E Blue-white colony selection |

Bacmid DNA miniprep

Transfection of Sf9 cells (PO virus)

E Generation of P1 virus | .

3 ml Test

purification of P1 cells

“I P2 virus amplification | weeks
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Ventajas

-Bajo costo de produccion
(vs. Células mamiferos)
-Modificaciones postraduccionales
-Altos niveles de expresion
-Cultivo en suspension
-Posibilidad de eliminar el suero
-"Algunas” modificacioes
postraduccionales

Vacunas aprobadas por Ia FDA

Flublok

Influenza vaccine .

PROVENGE

(sipuleucel-T)

”

Cervarlx

Human Papillomavirus Bivalent
(Types16 and18) Vaccine, Recombinant

y ARE L



Expresion de proteinas
encélulas de maml:fero -Patrones de Glicosilacion complejos

u otras modificaciones
postraduccionales

-Posibilidad de adaptar al
crecimiento en suspension

Usos mas comunes:

-Produccidén de proteinas
recombinantes
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-Produccion de anticuerpos
recombinantes
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-Produccion de virus-like particles
de virus de mamiferos
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-Estudios funcionales
(le. localizacién celular)




Métodos de transfeccion o transformacion

Fosfato de calcio Electroporacion Vectores Plasmidos para
Virales integracion
DEAE-Dextran Baculovirus -Recombinacion
: Vaccinia Homdloga
Liposomas Herpes -Transposones

Dendrimeros
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Expresion de proteinas .« . | Ventajas
e X Ievadurasv-ff"' .’ e , \ | -Posibilidad de.(.5I|c0.5|IaC|on
: . g N4 T \ \ u otras modificaciones

postraduccionales
-Crecimiento en suspension
a altas densidades
-Facil manejo en el laboratorio
-Facil manipulacién del DNA
-Bajo costo

_\_fl'.,gcu,nvas aprobadas por IaFDA
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THE HUMANIZATION OF > Human Faplomarins Ve
N-GLYCOSYLATION PATHWAYS | o Dpestlig
IN YEAST

Stefan Wildt" and Tilllman U. Gerngross'

Abstract | Yeast and other fungal protein-expression hosts have been extensively used to | < R ecom blm HB

produce industrial enzymes, and are often the expression system of choice when manufacturing
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' en Escherlchla Coll

‘ -Sistema de expresion universal
"% A -Minima cantidad proteinas , -Crecimiento en suspension
e o SRWAMl -Minima actividad proteasas [T a altas densidades
F @ -Facil purificacion Py, | -Facil manejo en el laboratorio
& , "' -Facil manipulacion del DNA
' T AP -Bajo costo
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Expresion de proteinas
en Escherichia Coli

-Minima cantidad proteinas
-Minima actividad proteasas
-Facil purificacion

Extracelular

-Maximo rendimiento

Citoblasma -ClI, facil Purificacion

-Soluble/Plegado

Ventajas

-Sistema de expresion universal
-Crecimiento en suspension
a altas densidades
-Facil manejo en el laboratorio
-Facil manipulacién del DNA
-Bajo costo

BL21 (DE3) pLysS Tight regulation of T7
promoter

BL21-Al

BL21 codon plus Codon bias correction

Rosetta

NEB Express Iq Expression of Plac, Ptac
and Ptrc based vectors

BL21 (DE3) pLysS Tight regulation of T7
promoter

BL21-Al

SHuffle Improved disulphide

Origami bond formation

BL21trxB

ArcticExpress Improved folding



Esquema de trabajo general

N Clonado (cepa de clonado) =—=——>
<+— Transformacionen cepa de.expresion

Seleccion del clon optimo.. ———»

<— Puesta a punto de'la expresidn

/ —_ -1 oy 3 T ——
T —_— T — 2 - —_

= Anslisic de.los resultados ==_88_

11111111111

'iﬁ S <+—— Puesta a punto de |a purificacion —
ﬁ. | : {

Escalado de la expresion y la purificacion =—> |




Vectores de expresion (en general...)

Terminador transcripcion

{ Marcador

[ Frojosar \ N-terminal C-terminal EEBECED
Antibioticos
Promotor 5 \\/ Auxotrofia
Promotor Tac (Trp/lac) \_
Promotor APL
Promotor T7 (JFusIGh | R
@omotor T7/Lac ) _Purificacion N
Exportacion (pelb) -« .
@ Estabilidad/Solubilidad
\_ ARV
INDUCTORES
IPTG
Temperaiura
Sales

Arabinosa



Factores a tener en cuenta...

A nivel trdbhiptioh A nivel de SN A nivel de

de DNA MmRNA Proteinas

Toxicidad Estabilidad

- Estructura
Mutaciones Uzo de Distaddia secundaria
gdoney ATG-RBS
Estabilidad -Solubilidad
Optimizacion -Degradacion

de codones -Oxidacion



Table 1. Commonly used fusion tags for purification and enhancing the
solubility of proteins

Agregado de secuencias

R

el B el o el

Tag Size Tag placement Uses
V 4
Afintytags heterologas, y su
His tag 6 or 8 N-, G- Purification H H : P
amino acids (aa) or internal pOSterlor e"mlnaC|on
Strep Il tag 8 22 Purification Aumer)to de la 50|U,b||'dad
T7-ag 11 or 16 a2 -, intemal purification Facil purificacion
FLAG tag 3 aa -, C- Purification
g loa N-C Purffication Table 2. Proteases commonly used for tag removal
HA tag 932 -, C- Purification Protease Cleavage  Location Residual pH  Chaotrope $alt  Enzyme-
e-Mve tag 11 aa N- C- Purification site amino  range  sensitivity sensitivity to-larget
— acids ratio
DHFR 25 kda I- Purification
— : - TEV, AcTEY, | ExxYxQLi{G/S) I G/S 5.9-0.5 2 M urea =01M 1-3%
Chitin binding domain 51 aa N-. G- Purification ProTEV S 0 E:.E:_'.I-'x.:] e vt}
Calmodulin binding domain 26 aa N-.C- Purification Thrombin LVPRLG I G 60 | =01Murea | =015M | 1=10%
Cellulose binding domain 27-129 2a N-,C- Purification (flla) C LVPR (Ve
Solubility-enhancing lags Factor Xa IEGRdx I none 6-9 | =01Murea | =015M | 1-10%
(fXa) G IEGR (witivt)
GST 211 (26 kDa) N- Enhances solubility & purification
MBP 396 (40 kDa) - C- Enhances solubilty & purifation | | e " S 3|l | LS b
T7 gene10 260 aa I- Enhances solubility & purification
) sl bl SUMO C-terminusof | Monly | none | 69 |=01MGNCI| =05M | 01%
MusA 495 aa (54.8 kDa) M- Enhances solubility proteases SUMOdx =2 M urea (Vet/ )
Thioredoxin 1092 N-.C Enhances solubility Immobilized | C-terminus of | M only none 72 | =4 Murea 11
SUMO 100 aa I Enhances solubility EHPTL]”E“] propeptided (mol/mol)
Ubiquitin 76 aa Iy Enhances solubility




Un ejemplo....
Expresion de GST-Z (pGZ-Fxa) en E. Coli (BL21)

ptac / A B
—I: GST Z p—
| Fxa Ty = | S o F

MW

MW

26,29 kDa " 1156kDa
37,85 kDa '

75 kDa—>
LB 100pM ZnSO,
50 kDa—
400uM IPTG 2 DO: 0,7
20hs a.20°C'a 220rpm 20K T e e

PBS 200mM: NacCl 20 kDa—
Triton 1% final

- e 37 kDa—> ‘ / ~—
Solucion de Lisis ‘ — 25 kDa—
E

100uM DTT
Inhibidor de Proteasas
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37 kDa—>

25 kDa —>
20 kDa —>

15 kDa —>»

10 kDa —>

Purificacion de GST-Z (pGZ-Fxa)

Cromatografia
de Afinidad

Un ejemplo....

B ~700 kDa

PN F_F I i
< ,’15!718!9;105115}12!‘5}'g‘;‘

Superdex 200

I
5.0 i 10.0 150

7 e

'e 7 8 9 1011 M 12 13141516

— e~ 7-"
b

€ 75kDa
€ 50 kDa

€— 37 kDa

€ 25kDa

Cromatografia de exclusion
Molecular
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_Un ejemplo mas....
Expresion de elF4E (pET-elF4E) en E. Coli (BL21)

Medio M9ZB* Solucion de Lisis 5
- Wy 4 20mM Tris pH 7,5 ‘O\ @
4hs a37°Ca 220rpm 1mM EDTA & S T T
» 1mM DTT i F 0
“% 30mM NaH,PO M
20mM KHzpfox Triton 0,1% final
90mM NaCl Inhibidor de Proteasas
20mM NH,CI
2mMMgs0; »_ 75 kDa —>

55 kDa —>

43 kDa —>»

ol 1 34 kDa —>
26 kDa —>»
17 kDa —>

T e 10 kDa —>

24,96 kDa




Un ejemplo mas....
Purificacion de elF4E en 7-Methyl-GTP Sepharose™ 4B

S
o \&0
> 1 ™M O~
b
% 37k Da
vj 5%
= 25k Da |
20k Da
1.5k Da

Sc. Lavado: 20mM HEPES pH 7,6
0,1mM EDTA
ImM DTT A
10% Glicerol
100mM KCl

Sc. Elucion: Sc. Lavado 70uM 7-Methyl-GDP




