Tentamen Protein Engineering (8S080)


14:00 – 17:00
24/1/2007
Het tentamen bestaat uit 4 vragen en 4 pagina’s.
Vraag 1








15 punten

Professor Bert M. wil zijn collega Frank B. verrassen met een origineel verjaardagskado. Hij laat een peptide synthetiseren met de sequentie FRANK . Als chemicus wil hij er een structuurformule van dit pentapeptide bijgeven. Kun jij hem helpen? Bonusvraag voor 5 punten: wat is de lading van FRANK onder physiologische omstandigheden?
F = Phe

R = Arg

A = Ala

N = Asn

K = Lys 

Vraag 2








20 punten

Röntgendiffractie aan éénkristallen kan gebruikt worden om de structuur van eiwitten te bepalen.

a.
Geef enkele voor- en nadelen van deze techniek t.o.v. methodes in oplossing. Bespreek hierbij ook de structuur van eiwitkristallen.

Tweedimensionale NMR-technieken worden vaak gebruikt voor eiwitten in oplossing.

b.
Wat leert ons een COSY-kruispiek tussen H en CH3 in valine? En een NOESY-kruispiek tussen de CH3 van Val-13 en de CH3 van Val-124 in een eiwit van 150 aminozuren?

c.
Waarom is voor NMR-studies het zinvol om het eiwit te verrijken in 13C en 15N? Hoe kan dit gedaan worden?

d.
Hoe herken je aan een 2D NMR spectrum of een eiwit een stabiele structuur heeft of dat het ontvouwen is?
Vraag 3








40 punten
Green Fluorescent Protein (GFP) is een veelgebruikt eiwit om allerlei processen in levende cellen te kunnen volgen. De afgelopen 10 jaar zijn er verschillend kleurvarianten van GFP ontwikkelt, zoals cyaan en geel kleurige varianten die o.a. ook in FRET sensoren worden toegepast. Nadelen van GFP en vele andere fluorescente labels is dat er in een cel ook veel autofluorescentie voorkomt en dat licht rond 500 nm sterk door weefsels wordt geabsorbeerd of verstrooid. Om fluorescente imaging in dikkere weefsels 
mogelijk te maken heeft een onderzoeksteam zich tot doel gesteld een variant van GFP te ontwikkelen die in het rode gedeelte van het spectrum licht absorbeert en emiteert (800-900 nm). Quantummechanische berekeningen voorspellen dat subsitutie van de phenol eenheid in tyrosine 66 door anthraceen een GFP variant (RFP, Red Fluorescent Protein) zou opleveren met dergelijke eigenschappen.
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a. Beschrijf een manier om RFP met dit niet-natuurlijk voorkomende aminozuur via recombinante expressie in E. coli te maken. Beschrijf daarbij uitvoerig welke onderdelen van de normale eiwitsynthese je zou moeten aanpassen, en ook hoe je dat zou doen.

b. Omdat in eerste instantie RFP in zeer lage niveau’s tot expressie komt besluiten de onderzoekers het eiwit te voorzien van een His-tag. Wat is een His-tag en bespreek waarom men in dit geval een His-tag introduceert. 
c. Hieronder vind je het ESI-MS spectrum van RFP. Helaas zijn de labels bij de pieken weggevallen die de exacte m/z waarde van elke piek geven. Bereken de m/z waardes voor de pieken A en B, als gegeven is dat het molgewicht van GFP 27705 Da is. 
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d. Omdat fluorescentie spectroscopie laat zien dat RFP inderdaad de voorspelde fluorescente eigenschappen heeft, willen de onderzoekers de opbrengst van eiwitexpressie verhogen. Noem 4 factoren die in het algemeen de expressie van eiwitten in E. coli kunnen beïnvloeden.

e. Nader onderzoek wijst uit dat veel van het geproduceerde eiwit in zogenaamde inclusion bodies terechtkomt. Het vermoeden is dat door inbouw van het niet natuurlijke aminozuur, het eiwit minder stabiel is geworden. Beschrijf twee methodes waarmee de stabiliteit van eiwitten kan worden gekwantificeerd

f. De onderzoekers proberen ook het eiwit dat in de inclusion bodies terecht is gekomen te zuiveren en hervouwen. Eerst worden de inclusion bodies opgelost in 8 M ureum. Het opgeloste eiwit wordt vervolgens op een Ni-kolom geladen en tenslotte van de kolom afgehaald met een buffer van 0.5 M imidazole in 8 M ureum. Op een goede dag vergeet een van de onderzoekers 8 M ureum aan de buffer toe te voegen, en tot haar stomme verbazing blijkt het eiwit op dat moment terwijl het aan de kolom zit te hervouwen. Als ze hetzelfde daarna in oplossing probeert verloopt de vouwing veel minder effecient. Geef hiervoor een verklaring.
g. Voor toepassing van RFP als fusietag is het toch noodzakelijk om te stabiliteit te verbeteren. Noem 3 rationele strategieën die je kunt toepassen om gevouwen eiwitten stabieler te maken.

Vraag 4








25 punten









a. Noem tenminste 3 voordelen van chemische synthese van eiwitten t.o.v. (moleculair) biologische expressie van eiwitten.

b. Noem tenminste 2 nadelen van chemische synthese van eiwitten t.o.v. (moleculair) biologische expressie van eiwitten.
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c. Wie is dit? (
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d. Je wilt een VEGF-receptor dimerisatie studie uitvoeren waarbij je gebruik wilt maken van synthetisch VEGF. VEGF is een covalente dimeer verbonden door 2 disulfidebruggen (rood). Verder heeft elke VEGF monomeer nog 3 interne disulfide bindingen (geel)
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Voor je studie wil je verschillende receptoren dimeriseren waarbij je gebruik wil maken van een homogeen preparaat van heterodimeren van VEGF-A en VEGF-C, dus zonder zowel VEGF-A dimeren als VEGF-C dimeren.

VEGF-A

         10         20         30         40         50         60

APMAEGGGQN HHEVVKFMDV YQRSYCHPIE TLVDIFQEYP DEIEYIFKPS CVPLMRCGGC 

         70         80         90         100     

CNDEGLECVP TEESNITMQI MRIKPHQGQH IGEMSFLQHN KCECRP

VEGF-C

         10         20         30         40         50         60

AHYNTEILKS IDNEWRKTQC MPREVAIDVG KEFGVATNTF FKPPCVSVYR CGGCCNSEGL 

         70         80         90         100        110

QCMNTSTSYL SKTLFEITVP LSQGPKPVTI SFANHTSCRC MSKLDVYRQV HSIIRR


Hoe zou je te werk gaan bij volledige chemische synthese van VEGF-A/VEGF-C heterodimeer met betrekking tot peptideketen synthese, ligatie, en disulfide formatie. Denk hierbij aan begrippen als SPPS, natieve chemische ligatie, orthogonale chemie, 2 staps vouwingen, etc, en waarom. Ga ervan uit dat de drie afzonderlijke interne VEGF disulfidebindingen spontaan correct zullen ontstaan.
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