Tentamen Protein Engineering (8S080)


9:00 – 12:00
16/3/2006

Het tentamen bestaat uit 5 vragen, in totaal kun je 105 punten halen!
Vraag 1.








20 punten

In onderstaande figuur vind je het massaspectrum van het collageenbindende eiwit CNA35. 

a. Welke ionisatie techniek is hier gebruikt? Leg uit hoe deze techniek werkt.

b. Ken alle pieken toe in dit massaspectrum en bepaal de moleculaire massa van CNA35.
c. Stel dat het onderstaande spectrum is opgenomen nadat het eiwit is gereduceerd met behulp van DTT, en dat het eiwit normaal een homodimeer vormt door vorming van 4 intermoleculaire zwavelbruggen. Schets hoe het spectrum van het dimeer eruit zou zien, en bereken de verwachte waarde voor de 40+ piek in het m/z spectrum. Laat je berekening zien.
d. Om de vorming van collageen in bijvoorbeeld tissue-engineering experimenten te volgen  kan CNA35 worden gelabeld met de fluorescente groep oregon green succinimide, welke reageert met lysine groepen. Hoe zou je massaspectrometrie (eventueel in combinatie met andere technieken) kunnen gebruiken om te bepalen welke aminozuren gemodificeerd worden?
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Vraag 2.








30 punten
Een enzym bestaat uit 3 domeinen (domein 1: 1-345; domein 2: 346-405; domein 3: 406-678). De struktuur van het eiwit is onbekend, maar het is bekend dat het tweede domein het enzymatisch aktieve gedeelte bevat. In afwezigheid van domeinen 1 en 3 is de activiteit van het enzym echter 50 x lager en is de enzymactiviteit ook erg temperatuurgevoelig. Je wilt daarom graag de structuur van het hele eiwit ophelderen.

a. Röntgendiffractie wordt veel gebruikt om eiwitstructuren in kristallen op te helderen. 
Wat is in het algemeen het fundamentele probleem bij het berekenen van een structuur uit diffractie-gegevens? Hoe is dit op te lossen?

b. Welke problemen zijn er daarboven nog voor de structuurbepaling van eiwitten?

c. Ook NMR spectroscopie kan informatie geven over de structuur van eiwitten, maar dan in oplossing. Hierbij wordt gebruik gemaakt van COSY- en NOESY-NMR.

Wat leren COSY en NOESY kruispieken ons over de structuur van een molecuul?

Geef een specifiek voorbeeld van een situatie waar een COSY kruispiek kan optreden, en een situatie waar een NOESY kruispiek te zien is.

d. Ondanks vele pogingen lukt het niet om het eiwit te kristalliseren. Daarom wil je NMR gebuiken om de structuur op te helderen. Noem 2 redenen waarom het moeilijk is om van een eiwit met deze grootte met NMR de struktuur te bepalen.

e. In NMR studies worden eiwitten vaak gemaakt die 15N stikstof en 13C koolstof bevatten. Leg uit waarom dit de struktuurbepaling vereenvoudigt.

f. Een methode om van een dergelijk groot eiwit met NMR toch de struktuur van het tweede domein op te helderen, is door een eiwit te maken waarvan alleen domein 2 met 15N stikstof en 13C koolstof is gelabeld, terwijl domeinen 1 en 3 de natuurlijke isotopen bevatten. Beschrijf een strategie om een dergelijk eiwit te maken en leg deze uit.

Vraag 3.








25 punten
Het vermoeden is dat een van de eiwitten van het vogelgriepvirus H5N1 betrokken is bij de binding van het virus aan een eiwitdomein aan de buitenkant van vogel en zoogdier cellen. In eerste instantie wil je weten welk eiwit dit is.
a. Leg uit hoe je yeast two-hybrid systeem zou kunnen gebruiken om erachter te komen om welk eiwit het gaat.
Zowel voor de detectie van het virus als voor een eventuele behandeling wil je graag een antilichaam of een antilichaamfragment hebben dat specifiek aan het virale eiwit bindt. 
b. Bediscussieer de voor en nadelen van het gebruik van monoclonale antilichamen en single chain antilichaamfragmenten (scFv) voor deze toepassing.

c. Welke technieken kun je gebruiken om een antilichaam of een scFv fragment te vinden dat specifiek bindt aan het virale eiwit?

Voor gebruik van het antilichaam in een ELISA is het van belang dat het antilichaam lange tijd stabiel is. 

d. Noem 3 rationele methodes om de stabiliteit van een scFv fragment te vergroten.

e. Beschrijf een combinatoriele benadering die je zou kunnen gebruiken om stabielere scFv fragmenten te ontwikkelen.

Vraag 4. 








20 punten

Voor de ontwikkeling van een fluorescente NO sensor wil je gebruik maken van een eiwit dat van nature NO bindt, namelijk soluble guanylate cyclase (sGC). Dit eiwit bestaat uit 2 eiwitketens (en ) . De b keten bestaat uit 3 domeinen, waarvan de eerste  (aa 1-323) het NO bindende domein is en een heme groep bevat. Het idee is om dit domein in E.coli tot expressie te brengen en na zuivering te labelen met synthetische fluorescente groepen. Het gen voor het heme-bindende domein wordt gekloneerd in een pET vectors, waarbij een His-tag wordt meegekloneerd.

a. Leg uit wat een His-tag is en hoe deze wordt gebruikt. Zou je de His-tag een de C- of aan de N-terminus zetten (beide antwoorden kunnen goed zijn, als je ze maar goed beargumenteerd).
b. Een eerste expressie experiment laat op een SDS-PAGE gel geen eiwit zien van de verwachte grootte in de oplosbare fractie, maar wel in de onoplosbare fractie. Geef 3 mogelijke redenen waarom geen goed gevouwen eiwit wordt gevormd.
c. Na vele pogingen om wel oplosbaar eiwit te krijgen, besluit je de inclusion bodies te zuiveren, om vervolgens in vitro het eiwit te hervouwen. Geef aan hoe je dat hervouwen zou aanpakken. Welke condities zou je proberen en geef 2 manieren aan waarmee je de eiwitvouwing zou kunnen volgen.

d. Een onervaren collega met veel haast besluit om de zuivering van het ontvouwen eiwit (Ni-affiniteits kolom) en de hervouwing te combineren. Zij behandelt de inclusion bodies met 6 M guanidine, brengt de opgeloste eiwitten op een Ni-kolom en wast de kolom met 6 M guanidine om andere eiwitten te verwijderen. Hierna verlaagt ze de concentratie guanidine langzaam van 6 naar 0.5 M, en tenslotte elueert ze de gehistagte eiwitten van de kolom. Het blijkt dat alle eiwitten gevouwen zijn. Geef een verklaring voor het feit dat de eiwitvouwing op de kolom effecienter verloopt dan in oplossing.  
Vraag 5








10 punten

Je wil angiogenese volgen door gebruikt te maken van een bepaalde receptor die in apoptotische cellen verhoogd tot expressie komt. Het ligand voor de receptor dat je kunt gebruiken is cyclisch Cys-Asn-Gly-Arg-Cys (cNGR), waarbij de N groep is geacetyleerd. Voor imaging wil je zowel een Gd-DTPA (MRI probe) als een fluorescente probe (OG488) aan dit ligand koppelen via een glycine-glycine linker. Beschrijf welke synthetische strategie je zou gebruiken om deze probe te maken gebruik makend van tBoc SPPS, maleimide-OG488 (sulfhydryl-reactief) en Cys- DTPA-Gd. Tip: maak o.a. gebruik van native chemical ligation. 
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