Chem. Listy 93, 683 - 685 (1999)

Referaty

AFINITNI CHROMATOGRAFIE PROTEINU NA VAZANYCH KOVOVYCH

IONTECH

JAN ZOUHAR™"
“LaboratoF molekuldrni fyziologie rostlin, YKatedra bioche-
mie, Prirodovédeckdfakulta, Masarykova univerzita, Kotldr-

skd!, 611 37 Brno, e-mail: zouhar@chemi.muni.cz

Doslo dne 23.X. 1998

Kli¢ova slova: afinitni chromatografie, rekombinantni protei-
ny, renaturace

Obsah

1. Uvod

2. Vyvoj a charakteristika metody

3. Jednokrokova purifikace za nativnich
a denatura¢nich podminek

4. Perspektivy

1. Uvod

Nedostupnost dostatecnych mnoZstvi homogennich pre-
paratd biologicky vyznamnych eukaryotnich proteint byla
jednou ze zdkladnich prekdzek jejich studia. Rychly pokrok
ve studiu molekularnich a fyzikdlné-chemickych vlastnosti
bilkovin, které se mohou vyskytovat v biologickém materialu
pouze ve stopovém mnozstvi, byl zpiisoben rozvojem mole-
kularné-biologickych technik, umoznujicich produkci studo-
vanych eukaryotnich proteint v dostateéném mnozstvi. Prv-
nim dilezitym pfedpokladem bylo vypracovani technik jejich
nadprodukce v heterolognich, pfevdzné bakterialnich, expres-
nich systémech. ProtoZe prokaryotni transkripéni aparat nedo-
kdZze odstranit nekdédujici oblasti eukaryotnich gent, je ne-
zbytné ziskat nejprve DNA komplementarni k mRNA genu
pro dany protein (cDNA), obvykle metodami zalozenymi na
reverzni transkripci mRNA. Pro ucely nadprodukce rekombi-
nantnich proteinti je dostupna fada expresnich vektor se
silnymi promotory' 2 pro bakteridlni kmeny Escherichia coli.
Inzerce cDNA do vektoru je usnadnéna pfitomnosti mnoho-
¢etného klonovaciho mista za promotorem, ktery ma byt po-
uzit k fizeni exprese cDNA.

Druhou podminkou pro ziskani rekombinantnich proteint
v homogenni formé je jejich ui¢innd purifikace z komplexnich
bakteridlnich lyzatd. Purifikaci lze usnadnit fizenym sméro-
vanim syntetizovaného proteinu napf. do periplazmatického’
nebo vnéj§iho’ prostoru Escherichia coli uZitim specifickych
signalnich sekvenci, ale tato technologie muiZe byt spojena
s niz§im vytézkem. Proto byly vyvinuty metody purifikace,
jez vyuZzivaji fuze vysoce exprimovancho proteinu s doména-
mi, které maji vysokou afinitu k ligandu, a umoznuji tak
snadnou afinitni chromatografii. Fizované domény mohou
mit podobu redlnych polypeptidi nebo kratkych arteficidlnich
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oligopeptidi. Purifikaéni metody pak v prvni skupiné zahrnuji
interakce protildtka - antigen’, enzym - substrat’ nebo protein
- kovovy ion’. Ve druhé skupiné je nejuzivangj$i interakci
koordinaéni vazba fiizovaného oligopeptidu a iontu pfechod-
ného kovu.

2. Vyvoj a charakteristika metody

V roce 1975 uvetejnil Porath a kol. metodu frakcionace
smési sérovych proteinti na agarosové matrici s vizanou imi-
nodioctovou kyselinou (IDA), kterd tvoii cheldty s ionty pfe-
chodnych kovit®. Iminodioctovd kyselina poskytuje do koordi-
nacni vazby s kovovym iontem tfi elektronové pary a interakce
proteinu s matrici zahrnuje zaplnéni volnych koordinacnich
orbitallt kovovych iontli volnymi elektronovymi pdry pie-
vazné z imidazolovych skupin histidinovych zbytk v bilko-
viné€. V pribéhu frakcionace byly proteiny eluoviny zménou
pH z alkalické do kyselé¢ oblasti, kdy dochédzi k protonaci
imidazolovych skupin a tim k uvolnéni ligandu z koordina¢ni
slouceniny . V zavérecném izola¢nim kroku byly roztokem
EDTA z matrice spolecné s kovovym iontem eluovdny ne-
jsilngji vazané sérové bilkoviny.

Principu vazby imidazolové skupiny histidinu na pifechod-
ny kov bylo vyuzito ke konstrukci umélych oligohistidino-
vych domén fuzovanych technikami molekularni biologie
k N- nebo C-konci purifikovaného proteinu. Domény vykazu-
ji ve srovnani s pfirozenymi izolovanymi zbytky histidinu
v polypeptidech vysokou afinitu k vdzanym pifechodnym ko-
viam’. Teprve proteinové inzenyrstvi umoznilo, aby se meto-
da, oznacovand jako afinitni chromatografie na vdzanych ko-
vovych iontech (Immobilized Metal Affinity Chromatograp-
hy, IMAC), stalajednim ze zdkladnich purifika¢nich postupt
pro rekombinantni proteiny. Dostupné expresni plazmidy jiz
zpravidla obsahuji sekvence koédujici oligohistidinové domé-
ny orientované tak, aby ve sméru transkripce nédsledoval usek
kodujici restrikéni misto nékteré z proteas. Doménu vSak ve
vétsiné aplikaci neni nutné odstranit, protoze jeji vliv na
biologickou aktivitu proteinu byl mnohdy shleddn jako nevy-
znamny'’.

Prestoze iminodioctovd kyselina tvofi vyhodné chelaty
s nikelnatymi, kobaltnatymi, zine¢natymi a médnatymi ionty
a je stdle uzivana v fadé aplikaci, stal se nejcastéji pouZivanym
systém spojujici vyhodnou charakteristiku nitrilotrioctové ky-
seliny (NTA) a nikelnatého iontu'!, Nitrilotrioctové kyselina
na rozdil od IDA poskytuje do koordina¢ni vazby 4 elektro-
nové pary, vazba chelator — kovje siln&j$i a v pritbéhu purifika-
ce nedochdzi k nezddoucimu uvoltiovani nikelnatého iontu
z chelata¢ni matrice.

V nékterych aplikacich lze vyuzit slabsi vazbu oligohisti-
dinové domény na komplex iminodioctové kyseliny a nékte-
rych kovovych iontdi. Za podminek slabsi interakce histidino-
vého zbytku a kovového iontu totiz obvykle vyrazné omezime
zastoupeni kontaminujicich proteint vazanych na matrici. Pro
optimalizaci metody tedy plati, Ze je vhodné testovat nejprve
komplex iontu a chelatoru se silnou vazbou k oligohistidinové
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doméné, jako jsou kombinace NTA - Ni%* nebo IDA - Cu™,
a v piipadé l’lspég,hu otestovat nékterou z kombinaci s vazbou
slabgf (IDA - Zn”*, IDA -+ Co™).

3. Jednokrokova purifikace za nativnich

a denaturacnich podminek

Protokol nativni IMACkonkrétniho rekombinantniho pro-
teinu je zC4sti nepfenosny na jiné proteiny z ddvodh rizné
fyzikdlné chemické charakteristiky proteinu a také vazebné
dostupnosti oligohistidinové domény. Obecné lze navrhnout
pro vazbu rekombinantniho proteinu pufry s pH = 7-8, zajis-
fujici optimdlni interakci domény s kovovym iontem. V chro-
matografickych pufrech je vyhodné pouzit vysoké koncentra-
ce soli (napf. 0,5-1 mol / 1 NaCl) a tim sniZit nezddouci
elektrostatické interakce mezi proteiny a matrici. Pro odstra-
néni kontaminujicich proteinti lze doporucit pouziti nizsich
koncentraci imidazolu jako kompetitivniho ¢inidla nebo sni-
zeni pH, doprovdzené uvolnénim kontaminantii z matrice,
Eluce rekombinantniho proteinu lze dosdhnout pouZitim gra-
dientu 0-1 mol/l imidazolu, vyraznym sniZenim hodnoty pH
(hodnoty pH kolem 4) nebo vyuzitim EDTA jako univerzal-
niho elu¢niho c¢inidla, potom je vSak nutné matrici znovu
regenerovat kovovym iontem. Nedoporucované latky uvadi
obvykle vyrobce chromatografické matrice.

IMAC s vhodnou purifikacni strategif a chelata¢ni matrici
umoziuje ziskat vysoce homogenni proteinovy preparat vjed-
nom chromatografickémkroku. Pfi izolaci n&kterych labilnich
proteinii se tak vyvarujeme nékolikandsobnych purifikaci,
doprovazenych vzdy urCitym poklesem biologické aktivity.

Vyznamnou aplikaci IMAC je purifikace molekul inter-
agujicich s proteiny vdzanymi pfes chelatacni doménu na
matrici. Byly jiz popsany postupy purifikace protildtek'’ nebo
specifickych hydrolas”.

Priivodnim jevem exprese eukaryotnich proteint je pii-
tomnost nerozpustnych ttvari v bakteridlni cytoplazmé, slo-
Zenych obvykle z nekorektnich konformert rekombinantniho
proteinu a oznacovanych jako inkluzni téliska. Divodem je-
jich tvorby miize byt absence eukaryotnich chaperonti nebo
posttranslaéné modifikaénich systémia a nékdy i toxicita re-
kombinantnich eukaryotnich proteinti pro bakteridlni metabo-
lismus. V mnoha pfipadech je proto exprimovany protein
z veétsi Casti v nerozpustné formé, kterou neni mozné izolovat
technikami nativni IMAC. Komplikace zptisobuji rovnéz roz-
pustné konformery proteinu, které obsahuji oligohistidinovou
doménu za nativnich podminek nedostupnou pro chelata¢ni
interakci.

Jednou z nejvétsich prednosti techniky IMAC se tak stala
moznost purifikace proteini za podminek vysokych koncen-
traci mocCoviny nebo guanidinium chloridu, kdy dochézi k de-
naturaci a solubilizaci proteinu a k expozici vazebné domény.
Timto se fizované proteiny s oligohistidinovymi doménami
nejvyraznéji 1isi od proteinti fizovanych s redlnym polypepti-
dem, kde je pravé intaktni nativni struktura fiizované domény
nek denaturacni IMAC je interakce chelator - kovovy ion -
oligohistidinovd doména zcela zachovana’ (6-histidinovd do-
ména, 6 mol / 1 guanidinium chlorid, systém NTA - N12+, pH
=8: Kd=10"). Naopak ostatni proteiny, vazané na komplex
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chelator- kovovy ion za nativnich podminek, jsou tak zbaveny
své prirozené terciarni struktury a Casto s matrici vyraznéji
neinteraguji. Purifikaci za denatura¢nich podminek jsme tak
schopni v nékterych piipadech izolovat Cisty vzorek rekombi-
nantniho proteinu, ktery je v této formé vhodny napf. pro
imunizaci. Pro ostatni ucely (enzymologie, studium vazeb-
nych rovnovah, rentgenostrukturni analyza) je vSak nezbytné
ziskat nativni konformer proteinu. Metoda IMAC nabizi né¢ko-
lik moznych feSeni. Jednim je eluce enzymu z matrice a rena-
turace di.’ilyl,oum’b nebo vyraznym ziedénim v renaturacnich
pufrech’®. 1 tak nemusi byt renaturace pro silné interakce
protein - protein vzdy uspé$nd. Elegantnim feSenim je rena-
turace enzymu vdzaného na matrici, kdy je mozné nezadouci
interakce potlacit nebo vyrazné¢ omezit. Renaturaci vazanych
proteini miZeme realizovatjakojednoduchy gradient z dena-
turaénich do renaturaénich pufrd’ " nebo vyuZzit metodu pulsni
renaturace’. Metoda zahrnuje opakované pulsy denaturacni-
ho ¢inidla, jehoZz koncentrace se s kazdym cyklem snizuje.
Dosahneme tak vétsi pravdépodobnosti, Ze protein zaujme
idedlni, termodynamicky vyhodnou konformaci. Pulsni rena-
turace je v mnoha pfipadech velmi ucinnd, klade v§ak ndroky
na chromatograf, protoze je nutné zachovavat pfesnou charak-
teristiku pulsi denaturantu.

Je-li pouzity renaturacni protokol z hlediska vytézkunativ-
ni formy bilkoviny dostate¢né tspé$ny, muiZze byt nerozpust-
nost rekombinantniho proteinu vyhodou. Inkluzni téliska nej-
sou totiz, na rozdil od solubilnich rekombinantnich eukaryot-
nich proteindi, napaddna bakteridlnimi proteasami. Navic je
obvykle pomérné zastoupeni rekombinantniho proteinu v in-
kluznich téliscich vyrazné vyssi nez v rozpustné frakci, kde je
pfitomna fada bakteridlnich proteinti. Zastoupeni inkluznich
télisek v bakteridlni cytoplazmé miZeme ovlivnit napf. pod-
minkami exprese.

4. Perspektivy

Problémem spojenym s pouzitim kmenii £. coli pro expre-
si rekombinantniho proteinu s fuizovanou oligohistidinovou
doménou je pritomnost pfirozeného bakteridlniho proteinu
s vysokym zastoupenim histidinovych zbytkii v molekule".
Tento protein s molekulovou hmotnosti 21 kDa je ve své mo-
nomerni a multimerni podob& Castym kontaminantem u na-
tivnich technik, které jako kovovy ion vyuZzivaji zineCnaté
nebo nikelnaté ionty. Multimerni podoba snad vznika propo-
jenim monomert pies ion pfechodného kovu. Snaha o ptipra-
vu kment s chybéjicim nebo modifikovanym genem pro tento
protein je velkym piislibem do budoucnosti.

Dalsi snahy o zdokonaleni metody zahrnuji konstrukce
domén sloZenych z histidinéi a jinych aminokyselin'?. Purifi-
kac¢nimi podminkami nebo po¢tem kopii sekvence domény na
plazmidu je moZné ovliviiovat silu interakce s kovovym ion-
tem a obdrzet velmi Cisté proteinové preparaty.
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J. Zouhar (Laboratory of Plant Molecular Physiology,
Faculty of Science, Masaryk University, Brno): Affinity
Chromatography of Proteins on Immobilized Metal Ions

Immobilized-metal affinity chromatography is presented
in this paper as a powerful technique for recombinant protein
purification. The development of this method and some re-
commendations for potential users are also described. Re-
combinant proteins with fused oligohistidine tags can be pu-
rified to homogeneity under nati ve or denaturing conditions.
In some cases, denatured immobilized proteins can be directly
refolded in a matrix-assisted procedure. It is also possible to
use immobilized recombinant proteins for the isolation of
specific antibodies or other molecules. In future, we can expect
special bacterial strains to be developed for oligohistidine-tag-
ged protein expression and improved design of affinity tags.





