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Souhrn

Metody exprese a purifikace rekombinantnich proteinl umozniuji produkci a detailni charak-
terizaci protein(i v zakladnim vyzkumu béhem in vitro experimentd, ale také pripravu protein(
s terapeutickym vyuzitim. Publikace shrnuje zdkladni postupy od pfipravy expresnich vektor(
az po techniku afinitni purifikace. Dale pojedndava o vlastnostech rdznych prokaryotickych
a eukaryotickych expresnich systému( a moznostech jejich vyuziti. Molekularni klonovani, které
slouZi k pfipravé expresnich vektord pro rekombinantni proteiny, umoznuje cilené modifikovat
vlastnosti téchto protein( tak, aby byla usnadnéna jejich purifikace a také pozménéna jejich
stabilita, aktivita nebo funkce. V soucasné dobé je k dispozici Siroka skala metodickych pfi-
stupd, jez umoznuji rychlou a efektivni pfipravu expresnich vektord. Zvoleny produkéni orga-
nizmus a zpUsob purifikace rekombinantniho proteinu uréuji vybér expresniho vektoru. Prvni
volbou casto byva expresni systém vyuzivajici bakterii Escherichia coli, jehoz prednostmi jsou
zejména technicka, ¢asova i finan¢ni nendro¢nost. Tento expresni systém neni pfilis vhodny
pro produkci komplexnich savcich protein(, pro které jsou optimalni expresni systémy zalo-
Zené na vyuziti eukaryotickych organizm (kvasinky, hmyzi buriky nebo savci bunky). Kultivace
hmyzich a savcich bunék je vsak technicky i finan¢né naro¢na. Rekombinantni proteiny jsou
purifikovany nejcastéji metodou afinitni chromatografie vyuzivajici specifickou interakci pep-
tidu nebo proteinu s afinitni matrici. Tyto peptidy ¢i proteiny jsou fuzovany s N- nebo C-koncem
purifikovaného proteinu. Purifikace probiha ve tiech krocich, kdy je rekombinantni protein
prostrednictvim afinitnich znacek specificky zachycen na matrici chromatografické kolony, dale
nasleduje promyvaci krok, po kterém je uvolnén z kolony isty protein.
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Summary

Production of recombinant proteins is essential for many applications in both basic research and
also in medicine, where recombinant proteins are used as pharmaceuticals. This review sum-
marizes procedures involved in recombinant protein expression and purification, including mo-
lecular cloning of target genes into expression vectors, selection of the appropriate expression
system, and protein purification techniques. Recombinant DNA technology allows protein en-
gineering to modify protein stability, activity and function or to facilitate protein purification
by affinity tag fusions. A wide range of cloning systems enabling fast and effective design of
expression vectors is currently available. A first choice of protein expression system is usually
the bacteria Escherichia coli. The main advantages of this prokaryotic expression system are low
cost and simplicity; on the other hand this system is often unsuitable for production of complex
mammalian proteins. Protein expression mediated by eukaryotic cells (yeast, insect and mamma-
lian cells) usually produces properly folded and posttranslationally modified proteins. However,
cultivation of insect and, especially, mammalian cells is time consuming and expensive. Affinity
tagged recombinant proteins are purified efficiently using affinity chromatography. An affinity
tag is a protein or peptide that mediates specific binding to a chromatography column, unbound
proteins are removed during a washing step and pure protein is subsequently eluted.
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Uvod
Purifikované proteiny maji v soucasné
dobé Siroké vyuziti nejen v zakladnim
vyzkumu, ale i v aplikovaném vyzkumu
jako terapeutické latky pro lécbu rliznych
onemocnéni od hemofilie po komplexni
protinddorovou terapii nebo vyrobu vak-
cin. Proteiny vyuzivané v mediciné musi
spliovat pfisnd kritéria (napf. je ome-
zeno pouziti antibiotik a jinych toxickych
latek), a proto jsou pro jejich produkci vy-
vijeny specidlni expresni systémy. Pfed-
klddana publikace je tudiz zaméfena na
popis obecnych metod purifikace pro-
teinG vyuzivanych v zékladnim vyzkumu.
Purifikace protein( je obecné sled pro-
cest vedoucich k ziskani jediného pro-
teinu z komplexni smési. Izolovat Cisté
proteiny je nezbytné pro fadu in vitro ex-
perimentd, mezi néz patfi charakterizace
jejich funkce, struktury a vzajemnych in-
terakci, a které dale dovoluji objasnit je-
jich dlohu v biologickych systémech.
Ve vétsiné pfipadl jsou pro ucely pu-
rifikace pripravovany rekombinantni
proteiny metodou molekuldrniho klo-
novani, ktera umoznuje protein podle
potieby modifikovat. Geny kédujici po-
Zadované proteiny jsou vloZeny do ex-
presnich vektor( a ty jsou vpraveny do
rznych prokaryotickych nebo eukaryo-
tickych bunék, jez poté zajisti syntézu
rekombinantnich proteind. Purifikaci
téchto proteind usnadnuje pripojeni afi-
nitnich znacek (tagl) a pouziti metod
afinitni chromatografie, které jsou zalo-
Zeny na specifické vazbé téchto znacek
na chromatografickou kolonu. Na kvalitu
i kvantitu purifikovanych proteint jsou
kladeny vysoké néroky, a proto jsou neu-
stale vyvijeny nové metodické pristupy.

Historicky prehled

Proteiny jsou studovany a purifikovény
uz vice nez 200 let. Jiz v roce 1789 izo-
loval Antoine Fourcroy z rostlin latky,
které se svymi vlastnostmi podobaly va-
je¢nému bilku. Avsak az o témér 50 let
pozdéji, v roce 1838, tyto latky blize po-
psal chemik Gerhardus Johannes Mul-
der a v témze roce pro né navrhl Jons
Jacob Berzelius nazev protein (vycha-
zejici z feckého slova proteos — prvni
v fadé). Do zacatku 20. stoleti byly jediné
znamé metody separace proteinu filt-
race, precipitace Ci krystalizace, pficemz

nékteré z téchto technik jsou pouzivany
dodnes. Takto napf. Felix Hoppe-Seyler
v roce 1840 pfipravil prvni krystaly he-
moglobinu nebo Franz Hofmeister v roce
1889 opakovanou krystalizaci purifikoval
ovalbumin. Prvni separace protein( na
koloné byla provedena v roce 1903 bo-
tanikem Mikhailem Tswettem, ktery na
matrici z uhli¢itanu vapenatého separo-
val rostlinné pigmenty a nésledné v roce
1906 pro tuto metodu zaved| pojem
chromatografie. Dalsi technika separace
protein(i, centrifugace, byla vyvinuta
Theodorem Svedbergem v roce 1924.
V nésledujicich letech byl vynalezen prin-
cip elektroforézy, afinitni chromatografie
a iontové vyménné chromatografie (ion
exchange chromatography - [EX). Od 50.
let 20. stoleti nasledoval intenzivni vyvoj
rdznych typU hydrofilnich chromatogra-
fickych matrici. Nejprve byl vyuZit Skrob
¢i upraveny dextran Sephadex pro rozli-
Seni proteinl podle velikosti [1]. Pozdéji
byly pfipraveny dal3i hydrofilni materidly
pro elektroforézu a chromatografii, jako
napf. polyakrylamid [2], metakrylat [3],
agar6za [4] nebo porézni kiemik [5].
Vyrobu modernich matrici pro afinitni
chromatografii umoznil objev metody
navazaniligandd k polysacharidiim (napt.
v agaréze) kovalentni vazbou [6]. V pra-
béhu nasledujicich let byl vyvinut velky
pocet chromatografickych médii a sou-
bézné také rlzné techniky purifikace
protein(i véetné automatizovanych chro-
matografickych systémd, jako tfeba FPLC
(fast protein liquid chromatography).

Zpocatku byly proteiny purifikovany
zjejich ptirozenych zdrojt, coz bylo tech-
nicky i finan¢né naroc¢né. Proto se poca-
te¢ni analyzy soustfedily na proteiny,
které mohou byt purifikovany ve vel-
kych mnozstvich, a to napf. z krve, vajec-
ného bilku, nebo travici enzymy ziskané
ze zvifat na jatkach. Takto byl koncem
50. let firmou Armour & Co., jez pusobila
v masném pramyslu, purifikovan kilo-
gram bovinni pankreatické ribonukledzy
(RNazaA), ktery byl vénovan pro védecké
Ucely. Snadno a rychle dostupnd RNazaA
se stala zakladnim proteinem pro bio-
chemické analyzy, na jejichz zakladé
byla dokonce Christianu Anfinsenovi,
Stanfordu Mooreovi a Williamu H. Stei-
novi udélena v roce 1972 Nobelova cena
za chemii.

Mohutny narlst technologii purifi-
kace protein(i nastal po objevu metody
piipravy rekombinantni DNA na pocatku
70. let 20. stoleti [7-9]. Molekularni klo-
novani tak umoznilo heterologni expresi
zvoleného proteinu v hostitelském orga-
nizmu (expresnim systému), nejcastéji
v bakterii Escherichia coli (E. coli). Touto
technologii Ize vytvaret také fuzni (chi-
mérické) proteiny s pridanymi afinitnimi
znackami (tagy), které vyrazné usnad-
nuji purifikaci a zvysuji vytézek a cistotu
za pouziti univerzalnich purifikacnich
postupt. Dale Ize pfidavat reportérové
sekvence, napf. fluorescencni proteiny,
jez umoznuji sledovat expresi protein(
in vivo ptimo v bunce. Diky témto ex-
presnim systém(0m je dosazena mno-
hem vy3si koncentrace studovaného
proteinu, nez jaka se v burice pfirozené
nachazi.

Priprava expresnich vektorti

Vektory v molekuldrni biologii slouzi
k prepravé cizorodé DNA do hostitel-
ské burky, kde je tato DNA replikovéna
a/nebo exprimovana. Nejbéznéjsi typ
vektoru jsou plazmidy, cirkuldrni mole-
kuly extrachromozomalni DNA, které se
v bakteridlni bunce autonomné mnozi
a prenaseji se pfi déleni do nasledu-
jicich generaci. Casto jsou vyuzivany
také virové vektory, coz jsou rekombi-
nantni viry, jez maji ¢ast genomu na-
hrazenu expresni kazetou, kterd po in-
fekci (transdukci) hostitelskych bunék
zajisti produkci rekombinantniho pro-
teinu. Alternativou ke klasickym klono-
vacim systémudm, ve kterych je vlozeni
cizorodé DNA zaloZeno na restrik¢nim
$tépeni a nasledné ligaci, jsou systémy
zaloZené na rekombinaci, jez umoznuji
snadné a efektivni klonovani pozado-
vanych gend. K dispozici je nékolik ko-
merc¢né dostupnych expresnich systému
vyuzivajicich rekombinaci, tfeba Gate-
way (Life Technologies, USA) a Creator
(Clontech, USA). Expresni systém Gate-
way vyuziva rekombinaci mezi dvéma
heterolognimi sekvencemi, kterd je
zprostredkovana enzymy pochazejicimi
z bakteriofdga lambda. Ty rozeznévaji
specifické signalni sekvence ohranicujici
cilovy gen (nazyvané att sekvence) [10].
V prvnim kroku je pfipraven univerzalni
vstupni vektor, ktery slouzi jako zaklad
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pro vytvoreni libovolnych expresnich
vektord (obr. 1). Mezi dal$i mechanizmy
klonovani nalezi napt. TOPO klonovani
(Life Technologies, USA) nebo klonovani
nezavislé na ligaci LIC (ligation indepen-
dent cloning) (dodavaji rlizné firmy, jako
tfeba New England Biolabs, USA nebo
Merck, Germany).

Typy expresnich systému

Obecné je prvnim krokem pro expresi
v prokaryotickych i eukaryotickych bun-
kach vpraveni vektoru, ktery obsahuje
gen pro syntézu rekombinantniho pro-
teinu, do buriky. Dale nasleduje kulti-
vace, béhem niz dochazi k transkripci
a translaci kédujici DNA. Bunky jsou na-
sledné lyzovany a protein je purifikovan.
Vlastnosti jednotlivych expresnich sys-
tém jsou shrnuty v tab. 1.

Nejcastéji pouzivanym expresnim
systémem jsou bakterie E. coli, protoze
se snadno kultivuji, rychle se mnozi
a umoznuji ziskat vysoké vytézky re-
kombinantnich protein(. Velkou vyho-
dou jsou nizké naklady na kultivacni
média. Pro expresi proteinl existuje Si-
roky vybér komercnich expresnich
vektorl, které umoznuji pouziti fady
N- i C-koncovych tag, stejné jako do-
statek rliznych expresnich kmen( op-
timalizovanych pro specidlni aplikace.
Exprese rekombinantnich proteind mize
byt u E. coli fizena nékolika promotory.
Nejcastéji je vyuzivan silny promotor T7,
déle pak lambda P1, trc nebo arabiné-
zovy promotor. Bakteridlni expresni
systém ma vsak také mnoho nevyhod.
Napfiklad problém s nedostatkem tRNA
pro nékteré kodony prevazujici u eu-
karyotické mRNA byl vyfeSen vytvofe-
nim expresnich kmena bakterii, které
nesou plazmidy kédujici tyto vzacné
tRNA. Jednd se napf. o kmeny BL21(DE3)
CodonPlus (Stratagene, USA) nebo
Rosetta (Merck, Germany). Zavaznéjsi
omezeni jako neexistujici posttransla¢ni
Upravy a aparat molekuldrnich chape-
rond, jez eukaryotickym proteinm za-
jistuji biologickou aktivitu, Ize zatim fesit
pouze &astecné. Pracuje se na vytvoreni
kmend, které zprostiedkovévaji alespor
jednoduchou glykosylaci [11,12] a chy-
béjici chaperony je mozno doplnit jejich
ko-expresi s pozadovanym proteinem
(Clontech, USA). Pres veskeré usili jsou

/ N
- Kionaveny g - X donorovy vektor
BP klonaza
vstupni vektor X destinacni vektor
|
LR klonaza
His-6
MBP l
GST
attB attB
expresni vektor @
S E. coli savéi buiky bakulovirus dalsi vektoty.y

Obr. 1. Schematické znazornéni principu klonovaciho systému Gateway.

Sekvence klonovaného genu je rekombinaci zprostiedkovanou BP klonazou vlozena do
donorového vektoru, ¢imz vznikne univerzalni vstupni vektor. Sekvence klonovaného
genu muze byt vloZzena do destina¢niho vektoru reakci zprosttedkovanou LR klona-
zou. Sekvence, mezi kterymi probiha rekombinace, jsou zndzornény cervené. Upraveno

dle [24].

zvlasté velké multi-doménové euka-
ryotické proteiny nachylné k denaturaci
a vytvafi nerozpustna inkluzni téliska.
Pro jejich solubilizaci jsou vyZzadovany
specidlni postupy, mezi které patfi Uplnd
denaturace a naslednd renaturace.
Nejjednodussi eukaryoticky expresni
systém vyuziva kvasinky, jednobu-
nécné organizmy, které lze snadno kul-
tivovat v suspenzi podobné jako E. coli.
Jejich vyhodou je schopnost provadét
jednoduché posttranslacni modifikace,
moznost kultivace do vysokych hustot
a nizké naklady na kultiva¢ni média. Nej-
Castéji jsou vyuzivany kmeny Saccharo-
myces cerevisiae a Pichia pastoris.
Expresni systém vyuzivajici hmyzi
bunky infikované bakuloviry poskytuje
proteiny, které jsou posttransla¢né mo-
difikovany podobné jako v savcich bun-
kach. Replikace bakulovirl neni zavisla
na pomocném viru, mohou byt kultivo-
vany i v suspenznich hmyzich bunkach

a Ize dosdhnout vysoké multiplicity in-
fekce. Nevyhodou hmyzich bunék jsou
ale vy33i naklady na kultivaci a vétsi na-
rocnost na ¢as i odbornou manipulaci.
Existuje nékolik typd expresnich sys-
tému lisicich se ve zpUsobu pfipravy re-
kombinantniho bakuloviru, napf. ho-
mologni rekombinaci, transpozici nebo
technologii Gateway. Posledné jmeno-
vana metoda je vyuzita v systému Bacu-
loDirect (Life Technologies, USA), ktery
umoznuje vloZeni pozadovaného genu
pfimo do virového genomu, ¢imz se vy-
razné zkracuje doba pro vytvoreni in-
fek¢niho viru. Exprese genu je fizena sil-
nym polyhedrinovym promotorem, jenz
zajistuje vysokou hladinu rekombinant-
niho proteinu.

Sav¢i bunky produkuji rekombinantni
proteiny, které jsou ve vétsiné pripadd
pIné funkcni a posttranslacné modifiko-
vané. Tento systém nabizi velkou meto-
dickou variabilitu ve vybéru produkéni
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Obecné vlastnosti

rychlost rstu/doba zdvojeni
cena rdstového média
hladina exprese

sekrece proteinu

sekundarni struktura proteinu

Posttranslacni modifikace proteinu
N-glykosylace

O-glykosylace
fosforylace
acetylace
acylace

gama-karboxylace

E. coli

kvasinky

hmyzi buriky (vek-
tory zaloZzené na
bakulovirech)

savci buriky

sekrece do periplazmy

casto denaturované

nejpouzivanéjsi expresni systém (zkusenosti, velky
vybér klonovacich vektor(), snadna kultivace, rychly
rist, snadnd kontrola genové exprese, vysoké vy-
tézky, moznost sekrece proteinu do média, nizké

neprodukuji endotoxiny, probiha glykosylace
a tvorba disulfidickych mustkd, snadna purifikace
sekretovanych proteint, metody pro velkoobjemo-
vou kultivaci, relativné nizké naklady

posttransla¢ni modifikace podobné savcim, bez-
pecné (bakulovirus neni vici savciim infekéni), rela-
tivné vysoka exprese proteinu

biologicka aktivita shodna s pfirozenymi proteiny

Tab. 1. Shrnuti vlastnosti jednotlivych expresnich systém(.

E. coli Kvasinky Hmyzi bunky Savdi bunky

30 min 90 min 18-24 hod 24 hod
nizka nizka vysoka vysoka

vysokd nizkd az vysoka nizka az vysoka nizka

sekrece do média

vétsinou spravna spravna spravna
ne manozovy typ j’eanC!uché, . komplexni
chybi kyselina sialova
ne ano ano ano
ne ano ano ano
ne ano ano ano
ne ano ano ano
ne ne ne ano
Vyhody Nevyhody

naklady

sekrece do média

chybi posttransla¢ni modifikace, protein mize
postradat biologickou aktivitu, vysoky obsah

obtiznéji regulovatelna genova exprese, glykosy-
lace odlisna od savcich bunék, nizsi vytézek nez

produkt nemusi byt vzdy pIné funkéni, mirné od-
lisné N-glykosylace, kultivace ¢asové i finan¢né

kultivace ¢asové i finan¢né velmi narocna,

sekrece do média

endotoxint

u E. coli

naro¢na

nizké vytézky

linie i ve zpUsobu vneseni expresniho
vektoru do buriky. Mezi ¢asto pouzivané
linie patfi tfeba HEK 293 (human em-
bryonal kidney) a CHO (chinese hamster
ovary), které se vyznacuji vysokou rych-
losti rdstu a schopnosti snadno pfijimat
heterologni DNA. Exprese rekombinant-
nich proteint je fizena konstitutivné ak-
tivnimi promotory. Nej¢astéji se jednd
o promotory odvozené z viru SV40 (si-
mian virus 40) nebo CMV (cytomegalo-
virus) a méné jsou vyuzivany nevirové
promotory napf. elongac¢niho faktoru
EF-1 a. Vy3si hladiny exprese |ze dosah-
nout u sekretovanych proteind, zatimco

exprese vnitrobunéc¢nych proteind je vy-
razné nizsi. Vyuziti plazmidovych vek-
tor(l pro tranzientni expresi je nejrych-
lejSi metoda produkce rekombinantnich
protein(, nebot k jejich syntéze dochazi
ihned po vneseni vektoru do jadra. Plaz-
midové vektory lze také vyuzit pro pfi-
pravu stabilnich buné¢nych linii, které
maji cizorodou DNA zaclenénu ve své
genomové DNA, a tudiz trvale expri-
muji rekombinantni protein. Pfiprava vi-
rovych vektor( je ¢asové i technicky na-
ro¢nd a navic podléha vyssimu stupni
bezpecnostni kontroly. Vyhodou jsou
pak vysoké vytézky rekombinantnich

proteini a moznost pouZziti pro velkoob-
jemové kultivace.

Adenovirové vektory [13] patii mezi
oblibené expresni systémy, které jsou
dostupné v mnoha modifikacich me-
tody ptipravy rekombinantniho viro-
vého genomu. Jednd se napt. o ko-
mercné dostupné systémy ViraPower
(Life Technologies, USA), jenz je kom-
patibilni s klonovacim systémem Gate-
way, AdEasy (Agilent Technologies, USA)
nebo AdenoX (Clontech, USA). Adeno-
viry jsou jednoduché viry s neobalenou
ikozaedralni kapsidou a jejich genom
je tvorfen dvouretézcovou linearni DNA.
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Genom adenovirtl bylo mozno upravit
na klonovaci vektor tak, Zze skupiny gent
rané faze exprese ET a E3 byly deletovany
anamisto gend E7 byla vloZzena expresni
kazeta. Deleci genti ET a E3 ztratil adeno-
virus schopnost replikace a pro vytvo-
feni virového potomstva musi byt tato
funkce komplementovana tzv. pomoc-
nymi bunkami. Jako pomocn4 linie je
vyuzivana tfeba buné¢na linie HEK 293,
kterd tyto geny ziskala diky tomu, ze byla
vytvofena transformaci embryonélnich
bunék ledvin adenovirovou DNA [14].
Pro expresi rekombinantniho proteinu
je vhodnd jakakoli bunécni linie, jez
neobsahuje geny E7 a E3. Po transdukci
tak nedochazi k replikaci viru a nasledné
lyze hostitelské buriky, a produkce re-
kombinantniho proteinu proto mze
v burice neomezené probihat.

Expresni vektory vychazejici z retro-
virQl [15], a zejména z rodu Lentivirus,
umoznuji vkladat cizorodé geny do ge-
nomu hostitelskych bunék a zajistit tak
stabilni expresi rekombinantniho pro-
teinu. Retroviry jsou RNA viry, avSak
v pribéhu jejich Zivotniho cyklu vznika
intermediat tvofeny dvoufetézcovou
DNA, ktery je nasledné zac¢lenén do ge-
nomu hostitelské bunky. Vyuziti retro-
virovych a lentivirovych vektor( saha
od zakladniho vyzkumu aZ po genovou
terapii [16].

In vitro (bezbunécnd) syntéza proteinl
vyuziva schopnost bunécénych extrakt(
syntetizovat proteiny, nebot obsahuji
slozky nutné pro transkripci, translaci
a dokonce posttransla¢ni modifikace.
Mezi tyto slozky patfi hlavné RNA poly-
meraza, transkrip¢ni faktory, ribozomy
a tRNA. Po pridani templatu (a kofak-
torli a nukleotidd) je protein béhem né-
kolika hodin syntetizovan. Pfestoze jsou
vytézky proteinl nizké, ma tento systém
nékolik vyhod, napf. pro znaceni pro-
teinl modifikovanymi aminokyselinami
nebo pro syntézu proteint toxickych pro
biologické systémy. Také odpadd zdlou-
hava kultivace hostitelskych organizm,
coz usnadnuje expresi mnoha rdznych
proteinll zéroven (tfeba pro screening
mutaci).

Chemicka syntéza proteind je vyuzi-
vana napf. pro inkorporaci nepfirodnich
aminokyselin nebo znaceni proteind na
specifickych mistech. Syntetizovany pro-
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Obr. 2. Schéma afinitni purifikace.

V prvnim kroku afinitni purifikace je proteinové smés nanesena na kolonu, kde se cilovy
protein specificky a reverzibilné vaze na ligandy zachycené na chromatografické matrici.
V dalsi fazi jsou béhem promyvaciho kroku nenavazané proteiny odmyty. Cilovy protein
je poté uvolnén zménou podminek prostiedi, tak aby bylo preferovano uvolnéni kom-

plexu protein-ligand.

tein je velmi Cisty, ale metoda je limito-
vana po¢tem aminokyselin, nizkym vy-
tézkem a rovnéz vysokymi naklady.

Metody purifikace proteinti
Proces purifikace je vyrazné usnadnén,
pokud je cilovy protein opatfen afinitni
znackou. Prvnim krokem je v tom pfi-
padé afinitni chromatografie, pfi niz je
protein diky své afinitni znacce speci-
ficky zachycen na chromatografické ko-
loné. Nenavdazané proteiny jsou v pro-
myvacim kroku odmyty a ¢isty protein
uvolnén specificky pfidanim kompetitiv-
niho ligandu nebo nespecificky zménou
pH, iontové sily ¢i polarity (obr. 2).
Purifika¢ni metoda je uréena vybé-
rem afinitni znacky, tagu. Tyto afinitni
tagy umoznuji pouziti univerzélnich pu-
rifika¢nich metod, nebot na chroma-
tografické koloné je protein zachycen
pravé svou afinitni znac¢kou. Mezi nej-
pouzivanéjsi afinitni znacky patfi glu-
tathion S-transferdza (GST) [17] a poly-
histidin (His6) [18], dale se vyuZzivaji napf.
Strep-tag [19], SBP-tag (streptavidin
binding peptide) [20] a MBP-tag (maltose
binding protein) [21]. GST-tag je protei-

nova afinitni znacka o velikosti 27 kDa,
coz muze negativné ovliviiovat hla-
dinu exprese rekombinantnich protein(.
Na druhou stranu vsak byl pozorovan
pozitivni vliv na solubilitu nékterych re-
kombinantnich proteind [22]. Vazebna
kinetika GST-tagu ke glutathionové chro-
matografické matrici je pomald, a proto
se prodluzuje nandaseni vzorku na ko-
lonu, coz je limitujici faktor pro purifikaci
proteinu z velkych objemu. His-tag je
naopak velmi maly, neovliviiuje sekun-
dérni strukturu rekombinantnich pro-
teinU a jeho vazba ke chromatografické
matrici IMAC (immobilised metal affi-
nity chromatography) je rychld, aviak
méné specificka nez v pfipadé GST-tagu.
Pro dosaZeni vysoké cistoty proteinu je
¢asto vyuzivano tandemové zafazeni
afinitnich znacek pro purifikaci ve dvou
naslednych krocich. Pfitomnost afinitni
znacky muze v mnoha smérech ovlivnit
vlastnosti rekombinantniho proteinu,
a proto se hojné vyuziva jeho enzyma-
tického odstépeni. Na trhu je k dispo-
zici nékolik protedz (napf. TEV proteaza,
PreScission proteaza, Enterokinaza, Fak-
tor Xa nebo trombin), jejichz cilové roz-
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poznévaci sekvence mohou byt vloZzeny
mezi afinitni znac¢ku a vlastni protein.
Stépeni mlize byt provedeno v roztoku
proteinu, nebo pfimo na chromatogra-
fické koloné. Protedza mUize byt také
oznacena afinitni znackou a po ukonceni
inkubace spolu s odstépenou znackou
odstranéna na chromatografické koloné.

V pfipadé nedostatecné cistoty pro-
teinu po afinitni purifikaci je mozné zahr-
nout dodate¢né purifikacni kroky, které
separuji proteiny podle specifickych
vlastnosti. Metoda gelové filtrace (GF)
dokaze separovat molekuly podle ve-
likosti, hydrofobni interakéni chroma-
tografie (HIC) a reverzné fazova chro-
matografie (RPC) podle rozdill jejich
hydrofobicity, iontové vyménna chro-
matografie (IEX) podle povrchového na-
boje nebo chromatofokusace podle izo-
elektrického bodu.

Metoda afinitni chromatografie, ktera
vyuziva schopnosti bakteridlnich recep-
tord nazvanych Protein A a Protein G
vazat imunoglobuliny, zacala byt inten-
zivné pouzivdna po objevu technolo-
gie pfipravy monoklondlnich protilatek.
Tato technologie umoznuje vytvoreni
stabilnich fuznich bunéénych linii, jez
produkuji jeden typ selektované proti-
latky [23]. Tak bylo ziskdno velké mnoz-
stvi specifickych protildtek, které se né-
sledné staly vyznamnym ndstrojem pro
védu i farmaceuticky prmysl.

Zaveér

Diky neustale se zvysujicim pozadav-
kdm na kvalitu i kvantitu purifikovanych
protein( a také na zjednoduseni a zrych-
leni procesu jejich pfipravy dochazi k dy-
namickému rozvoji technologii pro ex-
presi a purifikaci rekombinantnich

proteind. Siroka $kéla expresnich sys-
téma vyuzivajicich prokaryotické i euka-
ryotické produk¢ni organizmy umoznuje
zvolit systém pro produkci proteinu spl-
nujiciho pozadovana kritéria. Pfi vybéru
vhodného expresniho systému je po-
tfeba zohlednit nékolik faktor(. V prvé
fadé zalezi na tom, zda je zvoleny pro-
tein eukaryotického nebo prokaryotic-
kého plvodu.V pripadé exprese savciho
proteinu v expresnich systémech jinych
organizm( musime pocitat s rizikem ne-
solubility proteinu a moznosti odlisnych
nebo dokonce chybéjicich posttranslac-
nich modifikaci. Dale je potfeba zvazit
pozadované mnozstvi purifikovaného
proteinu, ¢asovou naro¢nost metody, fi-
nan¢ni hledisko a v pfipadé virovych ex-
presnich systém také legislativni a bez-
pecnostni pozadavky.
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