


Por qué nos interesaria
expresar y purificar proteinas?

- Anticuerpos

- Industria farmacéutica
(Usos Terapéuticos) s

ezETETE

- Estudios de actividad
(ie. Interaccion)

- Estudios estructurales Qﬁ

(Cristalografia o RMN) -

- Industria Textil

- Estudio de dominios

- Proteinas de fusion
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Como seleccionar el sistema de expresion?
Investigacion o producto comercial 60
30
g . 50 A
Para uso en humanos o en veterinaria =
H 40
Soluble (Nativa) o insoluble E 8.5
g 30 -
Conservar la actividad Splicing £ ) 12
Glicosilacion
Modificaciones postraduccionales { Miristoilacion "1 . .
Acilacion . _ _
Natu raleza proteica Ubiquitinacién E. colf Insect cells Mammalian cells
S. cerevisae  Hybridomas Transgenic animals

Productos aprobados

Eficiencia por la FDA, segun el Sistemas de expresion

Costos it

Manipulacion €3¢
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Sistemas de expresion

-Bacillus Sp. SN AT g 4
_Lactococcus Levaduras Células de
- -Pseudomonas ok Geraicia Insecto
' -Escherichia Coli * -Pichia Pastoris |  _sfg sf1 A
N ' | -Drosophila
melanogaster

S2 cells

] -Rabbit Reticulocyte |
| -Wheat germ f
-Lisados celulares

{

|

- Opciones

A =
Células de |
mamlfer | -Tobacco |
-293T | " -Arabidopsis |
' -Vero | ~ thaliana
-BHK =
-COS |

Bioreactores

(Animales transgénicos,
embriones de pollo, orugas)

-Expresion transitoria o estable {

-Método de transformacion
-En suspension o adherentes

F
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Cell-Free Systems
(Traduccion o Transcripcion/traduccion)

Enzymes and factors for translation : ,‘Q - Template DNA

IF1, IF2, IF3 ”"2 (ATP, GTP)

EF-G, EF-Tu, EF-Ts A s (RNA

RF1, RF2, RF3, RRF (; T7 RNA

Aminoacyl-tRNA synthetase (ARS) - Py
Ribosome mlt\'ﬁ

=
- ~—

‘ RNA Polymerase

@g Low molecular
.. ® weight substrates

Ventajas

-Expresion de Proteinas toxicas
-Marcado isotépico (u otros)
-Incorporacién de aminoacidos no
naturales
-Produccion de pequenas cantidades
de proteina pura

Protein Synthesis

YOOOCK DNA

6 Ribosome



Ventajas

Expresion de proteinas
en Plantas

-Bajo costo de produccion
-Produccion a gran escala
-Sistema de produccion amigable
con el ambiente
-Menor riesgo de exposicion
a patégenos humanos/animales

Produccion de vacunas orales

Estudio del sistema de RNAI

UFFER UHM-

Vacuna contra
la enfermedad monueATED I
de Newcastle

INOCULATED
LEAYES

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.




Expresion de proteinas
en células de insecto
(Baculovirus)

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

—h P2 virus amplification I weeks

g Scaleupto1 L-10L |

PH promoter
\ Lic§
«

96-well
format

4x24-well
plates (96 h)

4x24-well
blocks
(48-72 h)

'Flublok®

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 la FDA

PROVENGE

(sipuleucel-T)
Influenza vaccine

”

Cervarix’

Human Papillomavirus Bivalent
(Types 16 and 18) Vaccine, Recombinant



Expresion de proteinas
en células de mamifero

HeLa (human)
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-Patrones de Glicosilacion complejos
u otras modificaciones
postraduccionales

-Posibilidad de adaptar al
crecimiento en suspension

Usos mas comunes:

-Produccion de proteinas
recombinantes

-Produccion de anticuerpos
recombinantes

-Produccion de virus-like particles
de virus de mamiferos

-Estudios funcionales
(le. localizacion celular)



Métodos de transfeccion o transformacion

Fosfato de calcio

DEAE-Dextran

Liposomas

Dendrimeros

Electroporacion

Vectores
Virales

Baculovirus
Vaccinia
Herpes

Plasmidos para
integracion
-Recombinacion

Homoadloga
-Transposones



Expresion de proteinas
en levaduras

RN wcrosiovoer
PAAVAIDAYAY MICROBIOLOGY

THE HUMANIZATION OF
N-GLYCOSYLATION PATHWAYS
IN YEAST

Stefan Wildt" and Tilllman U. Gerngross'

Abstract | Yeast and other fungal protein-expression hosts have been extensively used to
produce industrial enzymes, and are often the expression system of choice when manufacturing

Ventajas

-Posibilidad de Glicosilacion
u otras modificaciones
postraduccionales
-Crecimiento en suspension
a altas densidades
-Facil manejo en el laboratorio
-Facil manipulacién del DNA
-Bajo costo

Vacunas aprobadas por la FDA

¢)

(GAR DASILo engen X b

Human Papillomavirus Vaccine
Types 6,11,16,18

necombi\%ﬁx HB



' ., Lol . Ventajas
Expresion de proteinas | :

- en Escherichia Coli

-Sistema de expresion universal
-Crecimiento en suspension

-Minima cantidad proteinas
-Minima actividad proteasas
-Facil purificacion

a altas densidades
-Facil manejo en el laboratorio
-Facil manipulacion del DNA
-Bajo costo

.:’ | |

Extracelular

-Maximo rendimiento
-CI, facil Purificacion

Citoplasma

BL21 (DE3) pLysS Tight regulation of T7
' romoter
-Soluble/Plegado P - BL21-Al g
BL21 codon plus Codon bias correction
Rosetta
NEB Express Iq Expression of Plac, Ptac
Z } and Ptrc based vectors
BL21 (DE3) pLysS Tight regulation of T7
’ V- promoter
&, . > AN BL21-Al
SHuffle Improved disulphide
Origami bond formation
BL21trxB

ArcticExpress Improved folding




Esquema de trabajo general

N Clonado (cepa de clonado) =———>
<+— Transformacion en cepa de expresion

Seleccion del clon optimo . —s

Z <— Puesta a punto dela expresion

//,-—-——2-.

o

11111111111

Analisis de los resultados

.@E’ 0@ <—— Puesta a punto de la purificacion ‘

Escalado de |la expresion y la purificacion =——> \




Vectores de expresion (en general...)

Terminador transcripcion

{ Marcador

( Framoior \ N-terminal C-terminal ARISECIC
Antibioticos
Promotor T5 \\/ Auxotrofia
Promotor Tac (Trp/lac) \_
Promotor APL -
Promotor T7 (( (Pl R
Qomotor T7/Lac ) Purificacion

Exportacion (pel b)

@ Estabilidad/Solubilidad
. J

INDUCTORES
IPTG
Temperatura
Sales
Arabinosa



Factores a tener en cuenta...

A nivel trdbehiptioh A nivel de S A nivel de

de DNA MmRNA Proteinas

Toxicidad Estabilidad

Mutaciones  Uso de Distancia Estructura
codones ATG-RBS secundaria
Estabilidad -Solubilidad
Optimizacion -Degradacion

de codones -Oxidacion



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

Agregado de secuencias

Tag Size Tag placement Uses h & I
Affinity tags eterologas, y su
= ] - m 7
His tag 6or 8 N-, G- Purification pOSterIOI‘ eliminacion
amino acids (aa) of internal A
Aumento de la solubilidad
Strap Il tag Baa Purification FéC” pu rificacién
T7-1ag 110r 16 aa N-, internal Purification
FLAG tag 3 aa -, C- Purification
S-tag 15a N-.C- Purification Table 2. Proteases commonly used for tag removal
HA tag Jaa -, G- Purification Protease Cleavage  Location Residual pH  Chaotrope Salt  Enzyme-
¢-Mye tag 11 aa N- C- Purification site a::_i l;l: range  sensitivity sensitivity tu-l:;!gei
| ratl
DHFR 25 kda - Purification
—— . - TEV, AcTEY, | ExxYxQL(G/S) i G/S 5585 2 Murea =01M 1-3%
Chitin binding domain 51 aa N-. C- Purification ProTEV C ExxYx0) (vt}
Calmodulin binding domain 26 aa N-. C- Purification Thrombin LVPRLG I G -0 | =01Murea | =015M | 1-10%
Gellulose binding domain 27-129 aa N-, C- Purification (flla) b LVFR (vt
Solubility-enhancing lags I_:Fi};:tor Xa IEGRx |[“| :1Er.|nna -9 | =01Murea | =015 M 1—: ﬁ"‘tu
{144} : 2 {VWL'WT)
Q5T 211 (26 kDa) N- Enhances solubility & purification
Enteroki DODDKLx I -8 0,19
MEP 396 (40 kDa) -, C- Enhances solubility & purification IEHI,;m i ¢ C DIE?EE;][?K |:'.-1'=.'.;|
e e i Enhances solubility & puriication | - I"gyjg Cterminusof | Monly | none | 68 |=0.1M@GnCI| =05M | 01%
NusA 495 aa (54.8 kDa) - Enhances solubility proteases SUMOdx =2 M urea (wt/vd)
SUMO 100 3 H- Enhances solubility e | F gt (RS
Ubiquitin 76 aa Ii- Enhances solubility

_— S R T L R R

R e




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

™ A B 72 kDa—
GST Z p— = " " S s P 43 kDa—
- = = = g it i 34 kD:_:
: 26.29 kDa 156 kDa 26 kDa—
37,85 kDa '
17 kDa—
75 kDa—
10 kDa—
LB 100uM ZnSO, B0 KDa—»
50 kDa—> 37 kDa—» - ‘/
400puM IPTG a DOg;,: 0,7 - -~
20hs a.20°C a 220rpm 37 kDams - ¥ oon | 20| w18
20 kDa—

Solucioén de Lisis
PBS 200mM NaCl
Triton 1% final
100uM DTT
Inhibidor de Proteasas



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

Optimizacién de la expresién Purificacion a partir de
e R | Cuerpos de Inclusion

00 © — —
IPTG 3 2 = % % 2 z Z = < £ = £
o o [=) o o o =3 - = : et © =
8 g 8 8 8 8 8 ZYP-5052 b s 3 = c =
-~ b — (%) += %] o %2
o B B2 - [} o h o
a» L2 5 FE o o =2 - &
m £ ; 43 44 : . B 3 1
90KDa —p " A ‘
66KDa—p
<+— 45kDa
45KDa —p

| «— 29kDa
29KDa—p




37 kDa—>»

25 kDa—>»
20 kDa —»

15 kDa—>

10 kDa—>

Un ejemplo....
Purificacion de GST-Z (pGZ-Fxa)

—
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Cromatografia
de Afinidad

B ~700.xDa Superdex 200

8 ~40 kDa

6
\ 14.63
| ‘uuninil: 13 | Y tes et
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€ 75kDa
€ 50 kDa

€— 37kDa

€« 25kDa

Cromatografia de exclusion

Molecular



GST-Z

Un ejemplo....
Purificacion de GST-Z (pGZ-Fxa)

72 kDa—

43 kDa—
34 kDa—

26 kDa—

17 kDa—

10 kDa—

) G

43 kDa —

34 kDa —
26 kDa—

17 kDa —

10 kDa—

g :
= & N o N
QS kE o o« F FE o o k=
> MW X x O N x x 0N
N O w uw O O w uw O
oo o
‘ ——
- -
.
- T—as

a-Tio-Z-V5-His

a-GST




Un ejemplo mas....
Expresion de elF4E (pET-elF4E) en E. Coli (BL21)

Medio M9ZB* Solucidn de Lisis
20mM Tris pH 7,5
4hs a37°Ca 220rpm 1mM EDTA
ImM DTT Ags o 7
g ol Triton 0,1% final Purificacién de elF4E en 7-N\
2Py
90mM NaCl Inhibidor de Proteasas
20mM NH,Cl
2mM MgSO,
>
o @©
> ) F N ™M O~
S
75 kDa —> *
55 kDa —» LS
43 kDa —>» _;.,
34 kDa —> ‘ : 37kDa
26 kDa —>
> /
17 kDa —> -y 25k Da _S
10 kDa —> 20k Da
15k Da
24,96 kDa




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

=
> om0~
zv
‘»sf
37k Da
— /
_‘. 25k Da
20k Da
- 15k Da
Sc. Lavado: 20mM HEPES pH 7,6
0,1mM EDTA
1mM DTT
10% Glicerol
100mM KClI

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




