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Abstrakt

Izolace a purifikace rekombinantnich proteinli je zdkladnim predpokladem pro studium jejich
strukturnich a funk¢énich vlastnosti. Mezi nejdulezitéjsi metody, které jsou k tomuto ucelu
vyuzivany patii afinitni chromatografie. V této praci jsou shrnuty v literature publikované vlastnosti
a zkuSenosti s vyuZitim nejpouzivanéjSich afinitnich tagi. Zde probrané tagy zahrnuji:CBP, MBP,
GST, polyhistidinové a polyargininové tagy, FLAG-tag, Strep-tag II a SpA a nckteré jejich
modifikace. U jednotlivych tagii je probran jejich pivod a vlastnosti, vliv na formu a lokalizaci
fazniho proteinu, zplisob jeho vazby a eluce ze substratu a moznosti jeho odstranéni nebo vyuziti v

jinych metodach.

Klicova slova: afinitni chromatografie, rekombinantni protein, purifikace, afinitni tag

Abstract

The isolation and purification of recombinant proteins is essential for further study of their
structural and functional properties. The affinity chromatography is usually the method of choice
for this task. In this paper the most used affinity tags are reviewed for their properties and
experience with their application. The tags covered here include CBP, MBP, GST, polyhistidine and
polyarginine tags, FLAG-tag, Strep-tag Il and SpA. The origin and properties of the tags, their
influence on form and localization of fusion protein as well as binding, elution and removal are

discussed.
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Cil prace

V této praci se pokusim pfiblizit soucasny stav a moznosti vyuziti afinitni chromatografie pfi
separaci a purifikaci rekombinantnich proteinl. ProtoZe je tato oblast velmi Siroka, zaméfim se na
nejpouzivanéjsi a bézné dostupné systémy, které mohou byt nejsnaze vyuzity pii praktické aplikaci.
U jednotlivych afinitnich tagh shrnu jejich vlastnosti a dosavadni zkuSenosti s jejich vyuZitim
popsané v literatufe. Popisi jejich vliv na mnozstvi a strukturu exprimovanych fuznich proteind,

moznosti jejich odstranéni nebo naopak vyuziti v dalSich metodach. Dale rozeberu ligandy

pouzivané k jejich vazb¢ a podminky imobilizace a eluce.



Uvod

Se stale rostoucim poctem znamych sekvenci genti i celych genomi a automatizaci jejich ziskavani
stoupa také potfeba metod pro rychlou a ekonomickou produkci jimi kodovanych proteinti pro
funk¢ni a strukturni analyzu. Pro produkci proteinti pro farmakologické aplikace je pak klicova
jejich vysoka Cistota, absence antigennich faktorti a ekonomicnost produkce. Pravé pro tyto tcely je
velmi vyhodné vyuzit metody afinitni chromatografie.

O objeveni a pocatecni vyvoj metody afinitni chromatografie se zaslouzily Pedro Cuatrecasas a
Meir Wilchek, ktefi byli za tento poCin ocenéni roku 1987 Wolfovou cenou za Medicinu.

Oproti jinym chromatografickym metoddm pouzivanych pii separaci proteintl, jako je SEC, IEX
umoznéno dikladné odmyti ostatnich proteinti a necistot a nasledna desorbce specifickym ¢inidlem
nebo vyraznou zménou prostiedi. Diky tomu je mozné jednim krokem pfipravit i z hrubého lysatu
pomérné Cisty protein. Nevyhodou vSak je skutecnost, Ze pouze velmi malo neupravenych proteint
vykazuje tak specifickou vazbu na snadno dostupné substraty. Proto se afinitni chromatografie
uplatiuje predevsim pfi pfipravé rekombinantnich proteint, kdy se cilovy protein necha exprimovat
spolu s aminokyselinovou sekvenci, kterd vykazuje specifickou vazbu na ptisluSnou néaplii kolony.
Tyto sekvence, oznaCované jako afinitni tagy nebo znacky, je po purifikaci mozné opét oddélit
obvykle uméle zafazenym cilovym mistem pro specifickou endopeptidazu nebo u kratSich tagi
umisténych na N-konci pomoci aminopeptidazy a na C-konci pomoci karboxypeptidazy.

Afinitni tagy je mozné rozd¢lit do dvou zékladnich skupin: nékolika aminokyselin dlouhé, které se
vazi na imobilizované proteiny a delSi vazajici mensi neproteinové ligandy. Do prvni skupiny
spadaji predev§im systémy protilatka-antigen, jejichz hlavni nevyhodou je vysoka cena a niz$i
kapacita napln€ kolony. Druhé pak predstavuji vyssi metabolickou zatéz pro exprimujici buiiku a
mohou spiSe ovlivnit vyslednou konformaci proteinu.

Zadny z dosud v literatufe popsanych tagii nelze povaZzovat za univerzalni. Naopak, jejich aplikaci
je tieba zvolit na zdklad¢ dosud znamych vlastnosti cilového proteinu, druhu exprimujici kultury,
skute¢nosti zda potiebujeme protein v nativni konformaci nebo posta¢i denaturovany, pozadavkl na
jeho Cistotu a mnozstvi a mnoha dalSich faktorech. Také je tfeba zvazit zda bude nutné afinitni tag
po purifikaci odstranit, protoze by piekézel pti dalsi aplikaci, nebo jej bude naopak mozné vyuzit
napiiklad v analytickych metodach jako Western blot, dot blot ¢i ELISA. V literatufe je dostupnych
nékolik srovnani nékterych afinitnich systémii(Joakim Nilsson et al. 1997) (Waugh 2005)ale
vzhledem k Sifce aplikace afinitnich tagii a rychlosti vyvoje na tomto poli neni snadné vybrat pro

konkrétni potfebu ten nejvhodnéjsi.



FLAG-tag

Tento oktapeptid se sekvenci AspTyrLysAspAspAspAspLys byl vyvinut a patentovanl jako prvni
epitop urceny pro Siroké pouziti pti purifikaci jako soucast fuzniho proteinu(Thomas P. Hopp et al.
1988). Jeho sekvence byla navrZzena na zakladé poznatkii o antigenité¢ proteinli predevSim v
zavislosti na jejich hydrofobité¢(TP Hopp & Woods 1981). Prvni ¢tyfi aminokyseliny tvofi
nejpodstatnéj$i Cast epitopu, protoZe interakce mezi aromatickymi jadry je klicova ve vazbé
protilatka — antigen, je zde tyrosin, jehoz antigenita je zvySena okolnimi polarnimi
aminokyselinami. P&t koncovych aminokyselin je pak minimalni rozpoznavana cilova sekvence pro
enterokindzu, pouzivanou k oddéleni tagu. Zarovei je i tento tsek velmi hydrofilni a pfispiva k
antigenit¢ a lokalizaci tagu na povrchu molekuly proteinu v nativni konformaci. Vzhledem k malé
délce sekvence nepredstavuje jeji produkce vyznamnéj$i metabolickou zatéz a diky hydrofilni
povaze zvysSuje rozpustnost fuzniho proteinu. Pomoci FLAG tagu je mozné exprimovat a separovat
1 velmi kratké peptidy. U velkych proteinii predstavuje hlavni omezeni Spatné rozpustnost.

Diky své jednoduchosti je FLAG-tag vyuzitelny pro expresi v mnoha typech prokaryotickych i
eukaryotickych kultur. Nejcastéji se pouziva v bunkach E.coli, S. cerevisiae, P. pastoris, S.
frugiperda infikovanych bakulovirem, CHO bunkdch a COS transformovanych opicich
buitkach(Einhauer & Jungbauer 2001Db).

Vlastni chromatograficka separace probiha obvykle na koloné s jednim ze tfi typli imobilizovanych
monoklonalnich protilatek. Nejstarsi protilatka oznaCovand M1 véaze jen sekvenci FLAG-tagu
umisténou na uplném N-konci proteinu. Neni tedy pouzitelna ani pro proteiny s methioninem pied
tagem, vaze se vSak zavisle na véapniku, ¢ehoz se s vyhodou vyuziva pfi eluci cilového proteinu
roztokem chelata¢niho Cinidla (EDTA)(Einhauer & Jungbauer 2001a). Protilitka M2 véze tag
umistény na obou koncich proteinu a je mozné jej pouzit i na sekvenci s methioninem na zacatku,
jeji vazba je vSak nezavisla na vapniku a eluce je tak mozna jen snizenim pH nebo vytésnénim
proteinu  syntetickym FLAG peptidem. Nov€ byla také navrZzena eluce roztokem
argininu(Futatsumori-Sugai et al. 2009). Posledni bézné pouzivanou protilatkou je M5, kterd vaze
jen sekvenci Met-FLAG, zato silnéji nez M2. Podminky eluce jsou zde stejné. Protilatky jsou citlivé
na denaturacni Cinidla a podminky a jejich pisobenim ztraci afinitu. Nevyhodou je vysoka cena
napln¢ kolony a pomérné nizka vaznéd kapacita (pifiblizné 0,6 mg/ml pro 30 kDa protein), proto
tento systém neni pfili§ vhodny pro produkce vyssich mnozstvi proteinu(Lichty et al. 2005). Pro
mnoho aplikaci ve vyzkumu a vyvoji neni nutné tag oddélovat, ale pfi jakémkoli farmakologickém
pouziti proteinu je kviili jeho vysoké antigenité nutné jej vzdy separovat. K odd¢€leni tagu z N-konce
slouZi enterokinaza, jejiz cilovéa sekvence je integralni soucasti tagu. Pro §tépeni z C-konce je nutno

pted tag zaradit sekvenci cilového mista pro specifickou endopeptidazu.



MBP

Maltose binding protein je pfirozenym proteinem E.coli, ktery je vyluCovan do periplazmatického
prostoru, kde se vaze na maltézu nebo maltodextriny a nasledné vstupuje pfes cytoplazmatickou
membranu zpét do bunky. Bakteriim slouzi jednak jako transportni protein, ale také jako regulacni
faktor chemotaxe bunck ve sméru gradientu véazaného oligosacharidu. Pfenos signalu se
uskuteciiuje pies Tar transmembranovy protein, ktery aktivuje motory biciki. MBP se pfirozené
vyskytuje az v padesatinasobném piebytku oproti pfisluSnym receptorim, coz jednak zajistuje
rychlou odpovéd’ na zménu koncentrace ligandu, ale protoze také napomaha renaturaci nékterych
proteind, uvazuje se, ze muze mit i funkci chaperonu pro periplazmatické proteiny. V buiice vznika
translaci genu malE nejprve jako 396 aminokyselinovy prekurzor, kde prvnich 26 aminokyselin
slouzi jako znacka pro transport do periplazmatického prostoru a je béhem néj odstépeno. Vysledny
protein tedy obsahuje 370 aminokyselin. V nativnim stavu vytvaii MBP dvé kulovit¢é domény
spojené zavésem, na jejichZz povrchu je vazné misto pro maltodextrin. Vazat se mohou 1 jiné
oligosacharidy tvofené fetézcem a(1-4) D glukézovych jednotek od maltéozy az do poctu osmi
jednotek a to jak linearni tak i cyklické. Disociacni konstanta se u riznych oligosacharidi pohybuje
v rozmezi K4=1,6 az 40 x 107, kromé toho se MBP dobie vdZe i na amylozu. Obsazenim
vazebného mista substratem dochédzi ke zméné konformace proteinu sevienim thlu mezi dvéma
doménami pfiblizn€ o 35°, coz zaroven vede k odhaleni hydrofobnich oblasti proteinu(Millet et al.
2003). Vlastni vazebné misto je od C i N konce pfiblizné stejné vzdaleno a jejich modifikace
navazanim cilového proteinu nemé vétSinou za nasledek vyraznou zménu vazebnych vlastnosti.
MBP se vyznacuje velice dobrou rozpustnosti ve vod€, coz se pienasi 1 na fuzni proteiny a
umoziuje tak jejich produkci ve vysokém mnozstvi az kolem 40% celkového obsahu bunécnych
proteinti(Pryor & Leiting 1997), pfi¢emz se vyrazné snizuje jejich tendence k precipitaci(Kapust &
Waugh 1999). Dalsi vyhodnou vlastnosti MBP je jeho vysoka termostabilita, ktera se Caste¢né
prenasi 1 na fizni proteiny a maze tak usnadnit jejich Cisténi(Huang et al. 2006). Jeho struktura také
neobsahuje zadné cysteinové zbytky, takZe nehrozi nebezpefi zmény struktury fuzniho proteinu
tvorbou nevhodnych disulfidickych mustkda.

Exprimace faznich proteint MBP s cilovym proteinem v sobé spojuje nékolik vyhod a je s
uspéchem vyuzivana. NejsnadnéjSim zplisobem vyuziti je pouziti pfedem piipravené¢ho vektoru
pMAL, ktery kromé vlastniho genu mal/E modifikovaném na vazebném misté pro zvyseni afinity k
amyloze obsahuje i silny tac promotor a /lacl’ gen kdédujici Lac represor pro potlaceni exprese za
neptitomnosti IPTG. Na gen malE navazuje ve sméru translace polylinker a stop kodony ve vSech
ttech Ctecich ramcich. Soucasti polylinkeru je restrikéni misto pro postpurifika¢ni oddéleni MBP z

cilového proteinu pomoci protedzy. V soucasné dobé€ jsou k dispozici tfi varianty vektoru s riznymi



Stépicimi enzymy: Faktor Xa, enterokindza a Genendza l. mes

N
Polylinker je koncipovan tak, aby restrikce probéhla hned o
za MBP a bylo tak mozné ziskat cilovy protein zcela bez, me e
nebo jen nékolika malo aminokyselinami navic. K dispozici
jsou dvé varianty vektoru, které se 1iSi pfitomnosti 26 Ptac A gmt:?,i

/pBFr’ ori

aminokyselinové signalni sekvence pied MBP. Jeji

pfitomnost zajistuje, ze vysledny fazni protein je
transportovan do periplazmatické oblasti, bez ni ziistava v haa
cytoplazmé. Spravny vybér mezi témito variantami je Obr.1 Schéma pMAL plasmidu,
(prevzato z New England BioLabs

klicovy pro vytvofeni proteinu v nativni konformaci. >ppg )

Varianta pMAL-p, kterd exportuje protein do periplazmatické oblasti je vhodna predevSim pro
proteiny s intramolekularnimi disulfidickymi mustky a extracelularni c¢asti trasmembranovych
proteind. Mnozstvi exprimovaného proteinu se obvykle pohybuje mezi 1-20 % vSech bunéénych
proteind, coz je podstatné méné nez v piipade, kdy protein zlstava v cytoplazmé. Vyhodou vsak
muze byt, ze neni potieba provadét kompletni 1yzu bunék, ale stac¢i chladovym a osmotickym
Sokem uvolnit pouze proteiny z periplazmatické oblasti. Extracelularni exprese pfedstavuje obecné
zajimavou moznost pii pfipravé rekombinantnich proteinii, protoZze umoznuje zbavit se znacného
mnozstvi interferujicich proteint jesté pred vlastni purifikaci a diky velkému natfedéni nedochazi
zpravidla k tvorb¢ inkluznich télisek, ne vzdy je vSak predikovatelnd(Ni & Chen 2009). Pro nckteré
proteiny, které¢ vyzaduji redukéni prostiedi je vyhodnéj§i varianta vektoru, kdy zlstavaji v
cytoplazmé. Dosahuje se u ni az 20-40 % zastoupeni rekombinantniho proteinu. Celkové se u
tohoto vektoru udava kolem 75 % uspesné exprese a izolace proteinu. Ptiiny které mohou zpusobit
neuspéch zahrnuji St€peni rekombinantniho proteinu proteazami E.coli, interakci cilového proteinu
s vaznym mistem MBP, kdy nedojde k zachyceni proteinu na kolon¢ pfi purifikaci. Dale mize byt
na viné tvorba nerozpustnych agregatli rekombinantniho proteinu, jeho kumulace v membranach
nebo toxicita pro bunku, naptiklad u protedz nebo velmi hydrofobnich sekvenci.Vlastni purifikace
afinitni chromatografii probiha na kolon¢ s amyl6zovou néplni za podminek, kdy se MBP vyskytuje
v nativni konformaci. Tedy za neutralniho az lehce bazického pH (pH = 6,5 — 8,5) bez piitomnosti
denaturacnich c¢inidel a detergentli. Pro snizeni nespecifické sorbce ostatnich proteinli je
doporuc¢ovano zvyseni iontové sily roztoku, naptiklad na 200 mM pomoci NaCl. Po promyti je
MBP fazni protein uvolnén 10mM roztokem maltdzy, kterd se nasledné odstrani nejlépe pomoci
SEC. Oddéleni MBP tagu od cilového proteinu v nativni konformaci je u faktoru Xa tspésné asi v
50% ptipadi, pokud vSak faktor Xa neSté€pi pifimo cilovy protein ¢asto se tag podaii oddélit alespon
po denaturaci(Ausubel et al. 2001). St&peni pomoci faktoru Xa piimo na koloné se nedoporucuje

kvali velmi malé rychlosti a uvolilovani proteinu amylazou.
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Polyhistidinovy tag
Kratké polyhistidinova sekvence aminokyselin patii k nejcastéji pouzivanym afinitnim tagiim pro
purifikaci rekombinantnich proteinti. Princip His-tagu spocivd v schopnosti histidinu vazat se
koordinaéné s velkou afinitou na ionty n&kterych kovi jako je Ni**,Co*",Cu*",Zn*".

Vyhodou polyhistidinového tagu je skutecnost, Ze mize dobie fungovat nezavisle na umisténi v
ramci sekvence exprimovaného
proteinu. Miize byt zafazen na C i N
konec, ptripadné 1 mezi dva funkéni
bloky pokud je zachovéno jeho

umisténi na  povrchu  molekuly

slozeného proteinu. Jeho afinita také

neni podminéna nativni konformaci Obr.2 Vazba proteinu se dvema termindlnimi histidiny
) ) ) .. _.. naimobilizovany komplex Ni-NTA. Upraveno z
vysledného proteinu. Nejcasteji (Bolanos-Garcia & Davies 2006)

pouzivané usporddani His-tagu je Sestindsobné opakovani (6xHis), které ma nejsiln€js$i vazbu na
nikl K4 = 1,4 x 10% Dalsi silné se vazajici sekvence jsou opakovani s 1 nebo 4 jinymi
aminokyselinami mezi histidiny(Knecht et al. 2009). Oproti jinym systémim nepfedstavuje sam o
sobé&, vzhledem k tomu, Ze se jednéd o nejkrats$i bézné pouzivany afinitni tag, pro exprimujici buitku
témét zadnou metabolickou zatéz. Za fyziologickych podminek nenese Zzadny naboj a také
konformace cilového proteinu jim nebyva vyrazné¢ pozménéna. Na druhou stranu sam vyrazné
nezvysuje expresi ani nepodporuje rozpustnost fuzniho proteinu. To je vSak mozno doplnit
kombinaci s jinym vhodnym tagem (NusA, SET).

Jako napln kolony pro afinitni separaci byva nejcastéji pouzita agaréza s kovalentné védzanou
polydentatni skupinou, ktera vaze ion tézkého kovu, nejcastéji niklu. Mezi bézné dostupné patii
napln¢ s nitril-trioctovou kyselinou (Ni-NTA), imindioctovou kyselinou (Ni-IDA) nebo
triskarboxymethylethylendiaminem (Ni-TED). Tyto népln€ jsou Kromé& niklu se pouziva také napln
s ionty kobaltu (komer¢ni produkt Talon, BD Biosciences Clontech), ktery vykazuje podstatné
mensi nespecifickou vazbu proteinti, ma vSak také mensi vaznou kapacitu.

Jednoduchd afinitni chromatografie pomoci His-tagu na Ni -NTA obvykle neposkytuje tak cisty
vysledny protein jako pouziti jinych tagh. Je to dano vazbou dalSich proteini v lyzatu, které se pies
histidin nebo specifické kov vazajici mista zachycuji na naplni kolony. Nékteré nejcastéjsi z E.coli
byly charakterizovany, naptiklad SlyD(Parsy et al. 2007), Fur, Crp, ArgE, GImS, GlgA, ODOI,
ODOQO2, YadF a bylo nalezeno nékolik postupti pro jejich eliminaci(Bolanos-Garcia & Davies 2006).
Protoze se v mnoha pfipadech jedna o stresové proteiny lze jejich mnozstvi vyznamné ovlivnit

podminkami kultivace, dal$i z variant je pouziti specialnich kmeni E.coli s nizkou nebo nulovou
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expresi konkrétnich genti. Obecné pouzitelnou metodou je pak zvySeni iontové sily pufru a pouZiti
promyvaciho pufru s malym obsahem histidinu, ktery vytésni slab&ji se vazajici necilové proteiny.
V posledni dob¢ se také pouziva His-tag v kombinaci dvou afinitnich tagh (TAP), coz umoznuje
velmi dokonalé ¢isténi dvéma ndslednymi afinitnimi chromatografiemi(Pryor & Leiting 1997).
Piipadné je mozZné afinitni chromatografii doplnit jinou separa¢ni metodu jako SEC(Parsy et al.
2007).

Eluce cilového proteinu z kolony je moznd nékolika zplsoby: vytésnéni proteinu roztokem
imidazolu o koncentraci kolem 100-250 mM, sniZzenim pH pod 5 ¢imz se histidin naprotonuje a
pferusi vazbu na kov nebo chelataci kovu pomoci EDTA, kterda ma v komplexu s niklem mnohem
niz8§i disocia¢ni konstantu nez His-tag. Pfi pouziti imidazolu, coz je nejcastéji doporucovana
metoda, je moZné napln zregenerovat promytim roztokem NaOH a vyuzit ji pfiblizné k pétkrat.
Pokud je k eluci pouZit roztok EDTA nebo jiného chelatujiciho ¢inidla je nutné ptfed dalSim
pouzitim kolony regenerovat obsah iontti kovu v matrici.

Moznosti odstranéni His-tagu jsou zavislé na jeho umisténi v proteinu. V piipad¢ oznaceni C-konce
se vyuziva specifickych endopeptidaz, jako faktor Xa nebo enterokiniza, s pfedem vlozenou
cilovou sekvenci(Abdullah & Chase 2005). Vzhledem k tomu, Ze vétSina endopeptidaz Stépi na
cilové sekvenci blize k N-konci, ziistdva v tomto pfipad¢ na cilovém proteinu n¢kolik aminokyselin
navic. U His-tagu pfipojeném na N-konec se vyuzivad obvykle Stépeni exopeptiddzou s vhodné
umisténou stop aminokyselinou. Za timto G€elem byl zkonstruovan systém TAGZyme(Pedersen et
al. 1999), ktery odstépuje pomoci 6xHis-tagu znaené DAPazy (dipeptidyl-aminopeptiddzy I)
dvojice aminokyselin z N-konce tagu az k prvni stop aminokyselin¢ (Arg, Lys, Gln jako prvni z
dvojice nebo Pro na libovolné pozici) v cilovém proteinu. Pokud na poslednim misté v sekvenci
cilového proteinu neni zadna ze stop aminokyselin je mozné mezi n&j a His-tag vlozit Gln a Stépeni
DAPé4zou provadét za piitomnosti nadbytku 6xHis-tagem znacené Qcyklazy (glutamin-
cyklotransferazy). Tim se St€peni zastavi na Gln, ktery je preveden na pyroglutamat. Poté jsou oba
enzymy spolu se zbytky odstépené¢ho His-tagu odstranény zachycenim na koloné s naplni Ni-NTA a
pyroglutamat odstépen 6xHis-tagem znacenou pGAPazou (pyroglutamylaminopeptidazou)
(Abdullah & Chase 2005). Po dal§im promyti kolonou s naplni Ni-NTA je ziskan cilovy protein bez
pfipojenych aminokyselin na N-konci. Pro mnozstvi aplikaci v§ak neni nutné His-tag vzhledem k
jeho kratkosti odstranovat. Celé fuzni proteiny se daji naptiklad vyuzit k ptipravé polyklonélnich
protilatek(Fei Yan et al. 2007)
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Strep-tag Il

Strep-tag I je umeéle zkonstruovany oktapeptid se sekvenci Asn-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys
se schopnosti vazat se s vysokou afinitou na streptavidin. Pfi konstrukei systému vysli autofi z
myslenky najit peptid, ktery by se vazal na streptavidin obdobné specificky a silné jako v mnoha
aplikacich vyuzivany biotin a byl pfitom dlouhy jen nékolik aminokyselin. Expresi nahodnych
peptidi v E.coli a jejich selekci na schopnost vdzat se na streptavidin byla ziskdna sekvence
Ala-Trp-Arg-His-Pro-GIn-Phe-Gly-Gly, oznafovana ptvodné jako Strep-Tag(Skerra & Schmidt
1999), kterd vSak pro silnou (Ks=37 UM)(Schmidt et al. 1996) vazbu vyzadovala umisténi na
uplném C-konci. To bylo zplisobeno klicovou ulohou karboxylové skupiny terminalniho glycinu.
Jeho ndhradou kyselinou glutamovou byla ziskana sekvence jejiZ afinita neni na umisténi v ramci
primarni struktury proteinu zavisla. Tato nova sekvence, oznacovana pro odliSeni také jako Strep-
Tag II, vSak vykazovala pon€kud nizsi afinitu k streptavidinu (Kq=72 pM)(Schmidt et al. 1996),
proto byl mutaci jeho ¢tyf aminokyselin a naslednou selekci ziskdn pozménény analog streptavidinu
pouzivany pod nazvem StrepTactin. Ten se vyznacuje témét o dva fady vyssi afinitou k Strep-tagu s
Kp ptiblizné 1UM.Strep-tag predstavuje diky kratké sekvenci jen minimalni metabolickou zatéz, je
chemicky zna¢né inertni a zpravidla neméni vyslednou strukturu proteinu. Je mozné jej pouzit i k
purifikaci proteinti s vice podjednotkami, pficemz Strep-Tag miZe byt pfitomen jen na jedné z nich.
Dalsi vyhodou je Siroké spektrum organismu, které jej mohou exprimovat. Na druhou stranu vSak
nijak nezvysuje rozpustnost rekombinantniho proteinu(Lichty et al. 2005).

Vlastni afinitni chromatografie probiha obvykle na agardze s navazanym Strep-Tactinem, kam se
nalije bunécny lysat, dojde ke specifické vazb¢é Strep-tagu a ostatni proteiny jsou odmyty
promyvacim pufrem. Naésledné¢ je rekombinantni protein kompetitivné eluovan roztokem
desthiobiotinu. Regenerace néplné€ kolony se provadi pomoci roztoku kyseliny

2-(4’-hydroxy phenylazo)benzoové (HABA), ktera nejprve vytésni desthiobiotin z vazného mista
pro biotin a nasledné ji lze snadno vymyt. Protoze se jednd o azobarvivo, které vazbou na
Strep-Tactin pfechazi ze zluté na cervenou, je tak i indikovan stav kolony. Kolona mize byt
regenerovana piiblizné 3 az 5-krat, je vSak nutné se vyvarovat pfitomnosti biotinu v lysatu. Toho se
da dosahnout pfidavkem malého mnozstvi avidinu, ktery zachyti biotin, Strep-Tag vSak téméf
nevaze. Vazna kapacita Strep-Tactinu je 50-100 nmol/ml nebo asi 3mg 30 kDa proteinu na ml.
Podminky celé purifikace jsou velmi mirné a vyhodou je zpravidla velmi vysoka Cistota ziskaného
proteinu, zajisténd velmi nizkou nespecifickou vazbou ostatnich proteinii na naplni kolony. Cena
StrepTactinu je pak podstatné vysSi nez u naplni vétSiny nejpouzivanéjSich systémut afinitni
chromatografie jako His-tag, MBP ¢i GST. Rekombinantnich proteinli se Strep-tagem se také Siroce

vyuziva v riznych analytickych metodach jako Western blot, dot blot a ELISA.
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CBP

CBP (calmodulin binding peptide) je 26 aminokyselinova C-koncova ¢ast kindzy lehkého fetézce
myosinu (MYLK), kterd za pfitomnosti iontli vapniku vaze velmi pevné kalmodulin (K4 = 107).
Ptirozené¢ je MYLK lokalizovana ve svalovych bunkéch, kde po influxu vapniku a jeho tvorbé
komplexu s kalmodulinem dojde k vazbé na C-konec MYLK a tim k jeji aktivaci. Aktivovana
MYLK potom fosforyluje lehky fetézec myosinu ¢imz zprostfedkuje jeho vazbu na aktin a tim
svalovou kontrakci.

Na tomto principu je zalozeny komeréné dostupny systém Affinity™ firmy Stratagene, ktery ma
nékolik variant pCAL(Zheng et al. 1997) vektoru pro

jednoduchou purifikaci. Tfi pfipravené pro piipojeni CBP PCAL-kc —geoteln Kz
tagu na C- nebo N-konci a jedna pro C-koncové umisténi nm_@‘ﬁj_

. i . i pCAL-n-FLAG@jELF_
kombinace CBP se sekvenci kemptidu, substratu pro
pCAL-n-E cjﬁnﬁll

;i@%

znadeni radioaktivnim iozotopem **P pomoci PKA. Pro

TAP je dostupna také verze kombinovana s FLAG-tagem. W“’m

Ve vsech ptipadech je mozné tag odd¢lit thrombinem, pro e -
n¢jz je vlozena rozpoznavaci sekvence. ] E AL

Vlastni afinitni chromatografie probihd& na naplni “ BCth

s imobilizovanym kalmodulinem kam se nalije roztok -‘E"' jj/
bunécného lysatu s ptidavkem iontdl vapniku o koncentraci ColET on

0,2 — 2 mM za neutrdlniho pH. Dojde k vazbé Obr.3 Schéma variant vektoru pCAL
rekombinantniho proteinu za CBP tag a ostatni proteiny a (prevzato z Biocompare 2010)
necistoty mohou byt odmyty promyvacim pufrem s maly piidavkem vapenatych iontd. Eluce
proteinu probih4 opét za neutralniho pH roztokem EGTA, ktera vaze velmi pevné vapenaté ionty a
tak rusi vazbu kalmodulinu na CBP(Stofko-Hahn et al. 1992).

CBP piedstavuje diky pomémné kratké délce (26 AA) a nizké molekuldrni hmotnosti (4 kDa)
sekvence pro exprimujici buiiku pouze malou metabolickou zat¢z a nemusi byt také pro nckteré
aplikace rekombinantniho proteinu odstranovan. Podminky eluce jsou velmi mirné a diky vysoké

specifité vazby je cilovy protein obvykle ziskdn v dobré cistoté. Jistou nevyhodu piedstavuje vyssi

cena naplné kolony a pomérné€ nizka kapacita (asi 2 mg proteinu na ml).
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GST

Glutathion S-transferazy (EC 2.5.1.18) jsou skupinou enzymu, schopné vazat redukovanou formu
glutathionu (y-glutamyl-cysteinyl-glycin) a pfenaset jej na substrat. Diky Siroké skale substrati maji
vyznamnou detoxifika¢ni ulohu a podili se na likvidaci jak endogennich tak xenobiotickych latek.
GST byla objevena poprvé v roce 1961 v cytosolickém extraktu z jater, diky jeji schopnosti
modifikovat 1,2-dichloro-4-nitrobenzen. Od té¢ doby bylo objeveno nejméné pét tiid tohoto proteinu
v cytoplasmé u obratlovcti, ozna¢ovanych jako alfa, pi, mu, theta a kappa. Dalsi, oznacena sigma, se
pak vyskytuje v cytosolu bezobratlych a mimo to existuji i mikrosomalni varianty. Cytosolické GST
tvofi v nativnim stavu homo- nebo heterodimery, v ptipadé heterodimerti jsou vSak podjednotky
vzdy ze stejné tidy. Velikost podjednotek se pohybuje mezi 23 — 27 kDa(Armstrong 1997). V ramci
prokaryot se GST nachazi jen u nékterych skupin, predevSim u sinic (Cyanobacteria),
proteobakterii a nékterych fototrofnich a nékterych gram-pozitivnich bakterii(Vuilleumier 1997). U
eukaryot je hlavni tloha GST v druhé fazi biotransformace xenobiotik, kdy navazanim glutathionu
pte sulfidickou vazbu cysteinu vyrazné zvysi rozpustnost, zpravidla lipofilniho, substratu a umozni
tak jeho eliminaci z téla(Leaver & George 1998). GST nejprve vaze glutathion a nasledné
zprostiedkuje jeho reakci s jednim ze tii typi substrati: na aromatickych kruzich dochazi k
nukleofilni substituci, u konjugovanych dvojnych vazeb k adici a u oxiranovych kruht k jejich
otvirani se soucCasnou adici glutathionu. Navazani glutathionu na GST se uskutecnuje
prostiednictvim vodikovych vazeb a piestoze se mezi jednotlivymi tfidami ponékud li§i nalezneme
u vSech velmi konzervovanou strukturu sloZzenou ze dvou [(-bareld a jednoho a-sheetu, ktera je
zodpovédna za vazbu y-glutamylu(Armstrong 1997). Vazba glutathionu je za nedenaturujicich

podminek a neutralnim pH velmi silna s disociaéni konstantou K4 =2 az 6 x 107

Vyuziti GST v afinitni chromatografii BamHISmal EcoR| (~824)
L1

Pro ucely afinitni chromatografie se vyuzivd gen S
koédujici GST z krevni¢ky Schistosoma japonicum. Plac &~
Ten ma délku 220 aminokyselin a molekularni

hmotnost 26 kDa a patifi do mu tfidy cytosolickych

GST. Nejcasteji se pro expresi fuznich proteinii s 4932 bp

GST v E.coli vyuziva plasmid pGEX, ktery obsahuje

~,
silny tac promotor v kombinaci s lac represorem.  _ -~ \amq £ s
co
Tato kombinace umoZziuje vypéstovat dostatecné — (707% e
koncentrovanou kulturu bakterii a az nasledné zahajit

intenzivni expresi pfidanim IPTG, ktery inhibuje lac
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represor. Déle se na plasmidu vyskytuje selekéni marker a polylinker s restrikénim mistem v
kazdém c¢tecim ramci a sekvenci pro oddéleni GST z cilového proteinu po dokonceni purifikace
specifickou protedzou. U Plasmidu pGEX se pouziva bud’to thrombinu nebo Factor Xa.(Smith &
Johnson 1988) Uroveii exprese u tohoto systému dosahuje obvykle 1-3 mg, za pfiznivych
podminek az k 10 mg na litr kultury. V nékterych ptipadech vSak miiZze byt exprese podstatné nizsi,
na ptiklad jen 50pg, pokud je protein Spatné€ rozpustny. To je obvykle problémem u hydrofobnich
nebo vétsich proteint (od 50 kDa). Shlukovani takovych proteinti do inkluznich télisek je mozné
snizit kultivaci za nizsi teploty (20-30°C), zvySenim provzduSnéni kultury nebo zkracenim doby
indukce. Fazni protein se shromazd'uje v cytosolu a pro jeho extrakci je potfeba buiky lysovat
pomoci detergentu. V ptipadé nerozpustnych proteinil Ize s vyhodou vyuzit anionického detergentu
sarkosylu spolu s bézné pouzivanym Tritonem™ X-100, coz v mnoha ptipadech zvySuje vytézky
purifikovaného proteinu, aniz by dochazelo k jeho denaturaci nebo interferenci s vazebnymi
vlastnostmi GST(Saluta & Bell 1998). Vlastni afinitni chromatografie probiha na agarézovém gelu
s glutathionem navazanym pfes linker za atom siry. Tak je umoznéna silna vazba GST aktivniho
centra pies vodikové mustky za nedenaturujicich podminek a po vymyti ostatnich latek nasledné
uvolnéni cilového proteinu jednim z nasledujicich zplisobi. NejCastéji pouzivané je vytésnéni
roztokem glutathionu, které je k proteinu velmi Setrné. DalS§i moznosti je odstépeni cilového
proteinu pfislusnou protedzou pifimo na koloné, kde vSak rychlost Stépeni znacné zdvisi na
dostupnosti cilové sekvence a posledni variantou je vyrazné snizeni pH (napt. 0,1 M glycin-HCI
pufrem na pH 2,5), které prerusi vodikové miistky mezi glutathionem a GST. Odd¢€leni GST-tagu od
cilového proteinu se provadi zpravidla endopeptidazou, jejiz cilovd sekvence je kodovédna ve
vektoru (thrombin nebo Factor Xa). V né¢kterych ptipadech je vSak mozné pouzit rekombinantni
protein i s GST-tagem. Naptiklad pfi pfipravé polyklondlnich protilatek proti cilovému proteinu,
kdy se k imunizaci pouziva cely fuzni protein(Zhang et al. 2008) (J. Yang et al. 2007). Protilatky
proti GST ¢asti nevznikaji pfili§ ¢asto a pokud jsou na zdvadu v dalsi aplikaci je mozné je odstranit
na kolon¢ s imobilizovanym GST.

Cena néplné¢ kolony je pfizniva a rovnéz jeji kapacita je pomérné vysoka, kolem 10 mg/ml.
Nevyhodou GST systému je, Ze tvoii homodimery a neni tak vhodny pro ziskdvani oligomernich
proteind, v jeho molekule se také vyskytuji dva cysteinové zbytky, které jsou vystaveny okolnimu
prosttedi a mohou byt snadno oxidovany, coz miize vést k agregaci. Dals§i nevyhodu pfedstavuje
znacna velikost tagu, ktery jednak s vyssi pravdépodobnosti ovlivni funkci cilového proteinu a

samoziejme je pro exprimujici bunky dal§i metabolickou zatézi.
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Polyargininovy tag

C-koncova sekvence nékolika arginint byla poprvé vyuzita k purifikaci proteinti Sassenfeldem a
Brewerem jiz v roce 1984(Brewer & Sassenfeld 1985). Nejcastéji se vyuziva fetézce péti ¢i Sesti
argininl, jejichz guanidinové postranni fetézce jsou kladné nabity od kyselého az do silné
bazického prosttedi (pKa =12,48). Diky tomu je mozné tag velmi pevné vazat na sloupci s
kationtové vyménnou néplni jako je naptiklad SP-Sephadex. Siln¢ nabity Arg-tag umoziiuje kromé
toho 1 reverzibilni vazbu na celou fadu povrchi, jako je slida(Nock et al. 1997), sklo ¢i rizné
plasty(Chico et al. 2003). Toho se vyuzivd napiiklad k ptipravé vzorkli pro analyzu interakci
proteinl s ligandy nebo studium jejich struktury pomoci mikroskopie skenujici sondou (SPM) nebo
elektronové mikroskopie(Nock et al. 1997). Polyargininovy tag o délce alespon Sest aminokyselin
mize také slouzit k usnadnéni internalizace rekombinantniho proteinu do bunék (Mitchell et al.
2000)(Vives et al. 1997). Déje se tak patrné vazbou kladné nabitych argininovych zbytkli na
zaporné nabity fosfolipidovy povrch cilové bunky(Jonathan B. Rothbard et al. 2000). Aby se
odstranily ostatni proteiny, které se mohou na kolonu vazat diky vys$§imu zastoupeni bazickych
aminokyselin v jejich fetézci, provadi se eluce linearnim koncentra¢nim gradientem roztoku NaCl,
obvykle od 0 do 400 mM pii alkalickém pH. Tim dojde k postupnému uvolnéni vazanych proteinii
v zévislosti na jejich bazicité. Delsi nez Sesti argininové tagy pak vyzaduji jeste vyssi koncentrace
pufru a jejich vazbu na nékteré substrity je mozné povazovat pro mnoho aplikaci za
ireverzibilni(Fuchs & Raines 2005).

Odstranéni Arg-tagu se provadi pomoci karboxypeptidazy B, kterd postupné hydrolyzuje
aminokyseliny z C-konce proteinu, pficemz preferuje ty bazické. Vyhodou Arg-tagu je jeho kratka
délka, nizka cena ndpln¢ chromatografické kolony a moznost vazby na nékteré substraty pro dalsi
vyuziti rekombinantniho proteinu. Nevyhodou pak je, Ze silny naboj tagu mize ovliviiovat strukturu

a ptipadnou enzymatickou aktivitu vysledného proteinu(Fuchs & Raines 2005).
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Stafylokokovy protein AaZ

Stafylokokovy protein A (SpA) je pfirozenym produktem vétSiny kmentt Staphylococcus aureus.
Zpravidla je vazan v bunécné stén¢ na peptidoglykan, nebo u nékterych mutantti sekretovan do
média(M Uhlén et al. 1984). SpA vykazuje silnou vazbu na imunoglobuliny G (IgG) mnoha sav¢ich
druhii, véetné lidského a mysiho. Mimo to je také schopen vazat nékteré IgM a IgA. K navazéani
dochdzi v konstantni ¢asti t€Zkého fetézce (Fc) imunoglobulinu, tedy obracenym koncem neZz pii
protilatkové reakci. Tim si stafylokok zajist'uje ochranu proti fagocytdze a opsonizaci. Kromé toho
vaze 1 nékteré Ig se specifikou variabilni oblasti pies Fab, déje se tak ale pies jiné ¢asti proteinu nez
u Fc. Pfirozené produkovany protein (viz obr.) ma na pocatku signalni sekvenci (S), kterd u S.
aureus  zajistuje  transport  z

cytoplasmy do bunééné stény, kde se batl Hetl
ro
w W

Proth —as|le|lD|a|B|C b

vaze na peptidoglykan. Pti expresi v

E. coli je pak takovy protein

lokalizovan piedevsim v periplasmé, Opy:5 Schema domén stafylokového proteinu A (prevzato z

odkud je mozné jej uvolnit (L Abrahmsén et al. 1985))

osmotickym Sokem. Kazda z dalSich péti sekvenci (E,D,A,B,C) ma délku kolem 58 aminokyselin,
sestava se ze tii antiparalernich a-helixd s hydrofobnim jadrem a je nezavisle na ostatnich schopna
vazby na IgG. Posledni ¢ast (X) zajiStuje navazani proteinu na peptidoglykan v bunécné sténé(L
Abrahmsén et al. 1985). SpA neobsahuje zddné cysteinové funkéni skupiny, které by naruSovaly
tvorbu disulfidickych mustkl v cilovém proteinu. Pti exprimaci v bakteridlnich bunikach je mozné
jej vyuzit jak k intracelularni produkci tak 1 k extracelularnimu vyluovani rekombinantniho
proteinu, pokud je zachovana signalni sekvence(Ni & Chen 2009).

Cilenou mutaci B domény SpA byl ziskan Protein Z, ktery ma také 58 aminokyselin a lisi se jen
nahradou Alal a Gly29 za Val a Ala. Touto zménou je zajiSt€na stabilita proti chemickému

sekvencné specifickému Stépeni

hydroxylaminem, ktery ma u pfirozené B N

domény cilové misto Asn-Gly(B. Nilsson et

al. 1987). Schopnost vazat Fc oblast u IgG je

srovnatelnd s nemutovanym proteinem,

ponc¢kud nizsi je vazba Fab. Protein Z ma | M

velikost 7 kDa a je Casto vyuZivdn na misto *uz‘ [ )
Q :

Obr.6 Fuzni protein ZZ s IGF-I, 3 antiparalerni
a-helixy proteinu Z (prevzato z (Samuelsson et al.

desetinasobnou afinitou k IgG. Dalsi 1994)

SpA (velikost 31 kDa) ve formé monomeru

nebo linedrniho dimeru ZZ, ktery ma asi
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multiplikace nepfinasi dalsi vyhody. Diky kompaktni struktufe se protein Z i jeho dimer ZZ dobie
renaturuje a tato vlastnost se miize prenést i na flizni protein, zaroven se takto miize vyrazné zvysit
jeho rozpustnost(Samuelsson et al. 1994). Exprese je moznd nejen v bakteriich, ale také v
kvasinkach, CHO nebo hmyzich buitkach(Nygren et al. 1994).

Afinity mezi SpA a IgG je mozné vyuzit jednak k purifikaci proteinli s SpA nebo Z proteinovym
tagem na koloné s IgG, ale také obracené k separaci IgG na kolonach s néplni SpA.

Napln kolony pro separaci fuznich proteinti s SpA, Z a ZZ proteiny tvoii imobilizované lidské
polyklonalni IgG. U aplikaci, kde je nezddouci mozné ptitomnost stopovych mnozstvi sérovych
proteinll se pouziva rekombinantnich Fc fragmentt.

Eluce se obvykle provadi vyraznym snizenim pH (kolem pH=3, kyselina octova nebo citronova)
nebo u pH sensitivnich fuznich proteini kompetitivnim vytésnénim pomoci rekombinantniho
proteinu ZZ nebo proteinem BiO-Ox(Strambio-de-Castillia et al. 2005). K odstépeni afinitniho tagu

se pouziva néktera z béznych endopeptiddz a cilova sekvence vlozena pted cilovy protein.
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Zaver

Se stale rostoucimi moznostmi genomiky a zvySujicim se mnozstvi osekvenovanych genomu z
riznych taxonll stoupa potieba systémi umoziujicich snadnou a spolehlivou expresi a isolaci
rekombinantnich proteinti. Fuzni proteiny s vhodnym afinitnim tagem umoziuji zpravidla v
jednom kroku afinitni chromatografie dosahnout dobré Cistoty pii vytézcich a Skalovatelnosti
neporovnatelné lepsSich nez jiné metody. Navic vhodnd volba afinitniho tagu muize zadoucim
smérem modifikovat vlastnosti fizniho proteinu. Pfedev§im mize zvySovat rozpustnost, usnadnovat
refolding a umoziovat sekreci do periplasmy ¢i média. Mimo to je mozné afinitni tag vyuzit 1 pfi
nékterych dalSich aplikacich rekombinantiho proteinu. V této praci jsem zpracoval informace o
nejpouzivanéjsich, zpravidla komeréné dostupnych afinitnich systémech, které by mély ctenare

sezndmit s problematikou a usnadnit vybér vhodného tagu pro konkrétni aplikaci.
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Seznam pouzitych zkratek

CHO
DAPéza
EGTA
ELISA
GST
HABA
HIC
IDA
IEX
IGF I
IMAC
IPTG
MBP
MCS
NTA
pGAPaza
Qcyklaza
SEC
SPM
TAP
TED

chinese hamster ovary
dipeptidyl-aminopeptidaza I

ethylenglykol tetraoctova kyselina
enzyme-linked immunosorbent assay
glutathion S-transferaza

kyselina 2-(4"-hydroxy phenylazo)benzoova
hydrophobic interaction chromatography
imindioctova kyselina

ion-exchange chromatography

insulin-like growth factor 1

immobilized metal ion affinity chromatography
isopropyl-a-D-1-thiogalacto-pyranosid
maltose binding protein

multiple restriction/cloning site

nitril trioctova kyselina
pyroglutamylaminopeptidaza
glutamin-cyklotransferaza

size exclusion chromatography

scanning probe microscopy

tandem affinity purification

triskarboxymethylethylendiamin
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