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Rozdziat 3
Chromatografia powinowactwa i techniki parednie

3.1. Typy oddziatywai zaangaowanych w chromatografii powinowactwa
Biatka wypetniaj swop funkcje biologiczra wykorzystujc zdolngci oddziatywania z
innymi biomolekutami (ligandami), za pednictwem tzw. miejsc wikacych, formowanych
w strukturze biatka. Ligandami madpy¢ zarbwno mate csteczki - takie jak substraty w
oddziatywaniach z enzymami, jak rowaimakrocasteczki — np. hormony polipeptydowe.
Oddziatywanie miejsca wiacego z ligandem okéne jest przez wiell& i ksztatt
czasteczki ligandu jak réwnieprzez liczle i dystrybucg miejsc komplementarnych.
Komplementarng ta maze angaowa kombinacg oddziatywa, wynikajacych z udziatu
regiondw czsteczek obdarzonych tadunkiem, regionéw hydrofolmbweczy te wynikat
moze z innych oddziatywakrotkiego zasigu — jak np. wizania wodorowe. Ta zdold®
wiazania ligandow przez biatka, ktora jest stereosgleka i czsto charakteryzuje i
wysokim powinowactwem, ni@ by wykorzystywana w oczyszczaniu biatek w technice
nazywanej chromatografpowinowactwa.

W technice tej wyrgnia sk nastpujace etapy:

» wybor odpowiedniego ligandu,

« immobilizacja ligandu na inertnej matrycy,

* oddziatywanie interesaggego nas biatka zawartego w mieszaninie ekstrakgyjn

przygotowanym zigem,

* usuntcie biatek niespecyficznie oddziatywgych ze ztaem,

* elucja interesujcego nas biatka w czystej formie.
Chromatografia powinowactwa jest wi§owa technilky ze wzgédu na swaj selektywndc,
pozwala mianowicie na pozyskanie z ekstraktu bigéekedynczego sktadnika o wysokiej
czystaci i w duzym skzeniu. W praktyce jednak ten jednoetapowy proces
chromatograficzny jest wykorzystywany w szczegomgezypadkach, gdywymaga
szeregu etapow przygotowawczych (pozyskanie ligapdiygotowanie odpowiedniego
ztoza) i czsto jest technikdos¢ kosztown.
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3.2. Whasndci zt6z stosowanych w chromatografii powinowactwa
Konstrukcja ztaa do chromatografii powinowactwa dla celéw oczysnia wybranego
biatka sktada siz nastpujacych etapow:

« selekcji odpowiedniego ligandu,

* wyboru odpowiedniej matrycy i grupy dystansowej,

* wbudowania ligandu do wybranej matrycy.

3.2.1. Kryteria doboru ligandu
Wyboru odpowiedniego ligandu dokonuje si oparciu o wiasriei biatka, ktérego izolagj
jestemy zainteresowani. Najegciej staramy s wybra ligand, z ktorym biatko tworzy
kompleks naturalny, o odpowiedniej mocy, o ile jggayskiwanie jest fatwe i niezbyt
kosztowne.
Moc powstagcego kompleksu biatko-ligand:
B+L « BL

okreslona jest wielkécia statej dysocjacji (K):

Kq=[B] [L] / [BL]; gdzie [B] - stzenie biatka
[L] - stzenie ligandu
l [BL] — stzenie kompleksu

[L]/ Ka= [BL]/[B]
Z powyzszego rownania wynikae w momencie petnej adsorpcji ([BL] :[B] 99 :1) warté¢
Kg musi by o okoto dwa rzdy nizsza ni sigzenie unieruchomionego ligandu. Generalnie
przyjmuje sg, ze chromatografia powinowactwa dobrze sprawdzavgprzypadku
komplekséw dla ktérych stata dysocjacji §tiesic w granicy 1¢* — 10® M. Nalezy jednak
pamktat, ze szacowane waro Kq sa wartasciami przyblizonymi, poniewa dotycz
kompleksu z udziatem ligandu natywnego, natomiastgrura jego unieruchamianigsto
prowadzi do modyfikacji oddziatywiazaangaowanych w procesie tworzenia kompleksu, co
powoduje z kolei zmiany w wartoi odpowiadajcej mu statej dysocjaciji.
W budowie takiego selektywnego adsorbentu musimydyzod uwag rowniez rozmiary
unieruchamianego ligandu. Powinien org lystarczajco duwy by mégt zawiera
odpowiednie reszty, ktore zdolne bytyby do oddziadfy z biatkiem, zapewnia¢
odpowiedni stereoselektywrig i powinowactwo. Zastosowanie ligandu o zbyt matej

wielkosci maze prowadzi do wzrostu udziatu oddziatywianiespecyficznych, jakie magic



30

pojawic w wyniku oddziatywania oczyszczanego biatka z tasz obecnymi w matrycy (np.
-OH), na ktorej prowadzimy unieruchamianie.

Ligand powinien rownig zawierg& grupy funkcyjne, ktore mima tatwo wykorzystaw
procedurze unieruchamiania na matrycy, z zachowanienaruszonego powinowactwa do
biatka.

Najczsciej jednak na etapie preparatyki posiadamy tylgéloe informacje dotyare
wiasnagci pozyskiwanego biatka, a z drugiej strony otrzymaodpowiedniego ligandu
biologicznego mie by kosztowne lub wicz trudne. W takich przypadkach seony
wykorzysta& odpowiednie analogi chemiczne lub strukturalnardu, powszechnie dephe
lub tzw. ligandy o specyficzioi grupowej. Przyktady takich ligandow i ich wykgstania
podaje tabela 5-1. Ligandy o specyficgtigyrupowej pozwalajna oczyszczanie
spokrewnionych biatek lub grup biatek, bez konieszninwestycji czasu i pracy w
przygotowanie specyficznego adsorbentu. Ich szermikstosowania czynje na tyle
popularneze szereg firm dostarcza gotowe dycia ziaza o specyficznei grupowej
(Pharmacia, Sigma, BioRad).

Odrebnym problemem w chromatografii powinowactwa jebivoacalnéé kompleksu
powstagcego w uktadzie biatko-ligand. Kompleks taki poveiniby¢ trwaty w warunkach
sorpcji na kolumnie z wybranym adsorbentem, a jedéoie ulegé tatwej dysocjacji w
warunkach elucji, ktéra powinna prowaélzio pozyskania biatka z zachowaniem jego
wiasndgci biologicznych i integralnai strukturalnej. Nie powinna zatem wymagaapu
denaturacji biatka. Oczywistym jest f&kze sam ligand w powgzych warunkach
(denaturacja, proteoliza), jak rowaier warunkach jego unieruchamiania, czy te

pdzniejszego przechowywania (rozpuszczalniki orgaregztalkze powinien by trwaty.
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Tabela 3-1: Przyktady ligandéw stosowanych w izolacji biatekthniky chromatografii

powinowactwa.

ligand

stosowany w oczyszczaniu:

biatko A / biatko G
przeciwciata monoklonalne
antygeny

steroidy

kwasy tluszczowe
nukleotydy

inhibitory proteinaz
modyfikowane proteinazy
lizyna/arginina
polimyksyna B

fenyloboronian
lektyny

cukry

kwas fosforowy
biotyna
awidyna
heparyna

zelatyna
kalmodulina
barwniki triazynowe

immunoglobuliny z #@ych gatunkéw
antygeny
specyficzne przeciwciata mono- lub polidme
biatka wizace steroidy, receptory steroidowe
biatka wiace kwasy ttuszczowe, albuminy
biatka wizace kwasy nukleinowe, enzymy
zalezne od nukleotydéw
proteinazy
inhibitory proteinazy
plazmina, aktywatory plazminogenu
bakteryjna endotoksyna C, usuwango&ksyn
Z biatek
glikowane biatka, glikoproteiny
glikoproteiny
lektyny, glikozydazy
fosfatazy
biatka wazace biotyre, awidyna, streptawidyna
enzymy spezone z biotya
czynniki krzepggia, lipazy, proteazy tkanki
tacznej, polimerazy DNA
fibronektyna
enzymy vgizace kalmodulir
dehydrogenazy, kinazy, polinzgranterferony,
enzymy restrykcyjne

3.2.2. Wybor nanika i grupy dystansowej

Odpowiednia matryca, na ktorej dokonane zostanieakencyjne unieruchomienie

wybranego ligandu, powinna spelfionizsze kryteria:

e powinna by stabilna chemicznie w warunkach stosowanych wesiecaktywaciji i

unieruchamiania ligandu, jak réwaig procesach sorpciji i elucji biatek (skrajne pH,

rozpuszczalniki organiczne, temperatura),

* powinna zawieraszereg reszt, ktérexth tatwo ulegé aktywacji, w celu

unieruchomienia ligandu i zapewmazliwos¢ wysokiego stopnia podstawienia, co

jednoczénie nie powinno mi@wptywu na whasngci tak zmodyfikowanej matrycy,

e powinna wykazywéa minimalny poziom adsorpcji niespecyficznej,
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e powinna posiadajednorodné¢ strukturalm by zapewni rownomierm dystrybucg
ligandu,
* powinna posiadawysoki stopié porowatdci, tak aby zapewdimaksymalny dosp
duzych casteczek biatka do unieruchomionych w jejatvau liganddw,
* powinna wykazywawysoka stabilng¢ mechaniczg, co umaliwi stosowanie nawet
duzych przeptywow.
Do najczsciej wykorzystywanych w chromatografii powinowactataz naleza zele
dekstranowe, agarozowe, poliakrylamidowe lub mieezpatrz pozycja 7 w cytowanym
pismiennictwie).
W przypadku stosowania w chromatografii powinowactniskoczsteczkowych
ligandéw, procedugrjego unieruchamiania poprzedza etap wprowadzeniagrup
dystansowych, ktore zapewrodpowiedni dosgp ligandu unieruchomionego #elu dla
izolowanego4 technilg biatka. Dlugd¢ takiej grupy dystansowej me by rozna i dla celow
konkretnej izolacji powinna zostaobrana na drodze eksperymentalnej. Ndjej jednak
stosuje si grupy dystansowe zawiesap od 4 do 8 grup metylenowych. Natgednak
pamktac, ze zbyt diugie reszty dystansowe mdgac udziat w niespecyficznym

oddziatywaniu z oczyszczanym biatkiem, zwykle nsazizie oddziatywahydrofobowych.

3.2.3. Chemia aktywacji nénika i unieruchamiania ligandu

Bromocyjan

Bromocyjan (CNBr) reaguje z resztami hydroksylowyhecnymi w agarozie i innych
polisacharydowych matrycach (rys. 3-1A),atajeaktywne podtze, ktore mae podlega
dalszej reakcji z grupami dystansowymi czy béepdnio z ligandami, zawierggymi reszty

amin pierwszorzdowych (rys.3-1B).

Rysunek 3-1A Produkty reakcji CNBr z agargZi-cykliczne-, ii-niecykliczne

imidoweglany, iii-karbaminian, v-esteraglanowy, vi-ester cyjanianowy).

Rysunek 3-1B Reakcja estru cyjanowego z resztami aminowynowgtawanie

pochodnej izomocznika.

Nieuprotonowane aminy z dywydajnacia przylaczap sic do aktywowanej bromocyjanem
agarozy, dlatego pH, w ktorym ngstije przyhczenie ligandu, powinno bBywyzsze nk jego

pKa ale nisze nk 10 (pH ok. 7-8 dla amin aromatycznych i pH 10aligatycznych).
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Buforami zalecanymi do tego celw lsufor: boranowy lub wglanowy. Wydajnéc¢
przytaczania spada w pH pamj 9,5-10, co objawia siobnizeniem stabilngci
aktywowanego kompleksu. ROownie uwagi na niestabili$é aktywowanej CNBr agarozy w
temperaturze pokojowej, reakcje sgania naley prowadzé w temperaturze°€.

Pochodne izomocznika podatne na atak nukleofilowy (bufory zawiars reszty aminowe,
biatka), a w ekstremalnych waétoach pH ulegaj powolnej hydrolizie, co powoduje
uwalnianie ligandu do buforu.

N-podstawiony izomocznik wykazuje w pH obtrjym dodatni fadunek (pK19,5) co
oznaczaze powstaty adsorbent posiada wiasnevymieniacza jonowego. Z drugiej strony
szereg unieruchamianych ligandéw obdarzonych gektrikiem ujemnym, zatem pochodne
izomocznika mog neutralizowa jego wptyw.

Bromocyjan jest substandpardzo toksyczn (po zakwaszeniu uwalniany jest HCN), zaleca
si¢ zatem stosowanie ztguz poddanych aktywacji, daginych handlowo. Jednak nawet
przy tym zastrzeeniu, aktywacja z zyciem bromocjanu jest jedrz najczsciej stosowanych
sposobow w preparowaniu 2tdo chromatografii powinowactwa.

Bis-epoksydy

Epoksydy (trojcztonowe piécienie oksyranu) reagughetnie zaréwno z grupami
hydroksylowymi jak i aminowymi, jakie magvystpowa: w matrycy. Reakcja przebiega w
zasadowym pH (8,5-11), prowagtzdo powstania pochodnych posiagdgch diugi
hydrofilowy tancuch reaktywnego oksyranu (rys.3-2)ntach ten stanowi zatem
»=automatycznie” wprowadzanl 1l-weglowa grupe dystansow. Moze on dalej reagowéaz
resztami aminokwasowymi biatek, ktérych reaktydthwzgledem oksyranu maleje w
szeregu: SH > N> OH.

Rysunek 3-2 Aktywacja zt@a przy udziale bis-epoksydow.

Powstatly adsorbent wykazuje znacznie mnigfvartdc reszt hydrofilowych czy
jonowych w poréwnaniu z aktywacpromocyjanem. Wydajrio unieruchamiania ligandéw
rosnie tu z temperatgr(do 40C). Adsorbenty powstate z udziatem epoksydow
charakteryzuyj si¢ wysoka stabilngcia.

Karbonylodiimidazol

Ztoza polisacharydowe magodlegé aktywacji w reakcji ze zvazkami karbonylujcymi,

takimi jak N,N’- karbonylodiimidazol (CDI), przelg@jacej w warunkach bezwodnych.
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Powstate imidazolowe pochodne reagujzasadowym pH z pierwsz@dowymi resztami
aminowymi ligandéw, tworg stabilny adsorbent (rys.3-3).

Rysynek 3-3 Aktywacja agarozy z udziatem N,N’- karbonylodighazolu i

przylaczanie ligandu poprzez reszty aminowe.

CDI jest substangjnietoksyczan, jest efektywnym czynnikiem aktywagym i nie
wprowadza wiasnii jonowymiennych w powstage ztaze. Handlowo dogpna CDI-
aktywowana agaroza jest stabilna w rozpuszczlnikaghnicznych. Dla celow
unieruchamiania ligandu nakeusurn¢ rozpuszczalnik (aceton) przez szybkie odmycie
schtodzon wodh i prowadz¢ reakcg sprzgania w 0,1M buforze boranowyn pH 8,5-10 w
temperaturze pokojowe;j.

Chloki sulfonylu

Organiczne chlorki sulfonylu reagug resztami hydroksylowymi matrycy dajpochodne,
ktore tatwo oddziatuj z z nukleofilowymi grupami aminowymi lub tiolowyrligandow
(rys.3-4).

Rysunek 3-4 Aktywacja zi@a i reakcja przyiczania ligandu z udziatem tosylu.

Aktywacja przy ayciu chlorku p-toluenosulfonylu (tosylu) lub triftwoetanosulfonylu
(tresylu) przebiega rodowisku rozpuszczalnikdw organicznych, a uzyskaoee

wykazuje dia stabilng¢ przez dtugi okres czasu (w 1mM HCI lub w staniehg/m).
Reaktywndc¢ estrow sulfonylowych zaky od rodzaju iytej pochodnej: w przypadku tresylu
— aktywacja przebiega w neutralnym pH i 4°C, w przypadku tosylu —w pH 9,0-10,5 w
40°C. Zalet zt6z aktywowanych chlorkiem tosylu jest adivos¢ sledzenia stopnia
podstawienia ztoa w oparciu o wiasriai spektralne tosylu.

Nadjodan sodu

Wicynalne diole zta polisacharydowych magoy¢ utlenianie przy udziale nadjodanu sodu
(NaJQ) do aldehyddéw. Nadjodan sodu bardzo dobrze ronaasa w wodzie i tatwo jest
usuwany ze zta po aktywacji. Reaktywne reszty aldehydowe reagupierwszorgdowymi
aminami w pH 4-6, tworgc zasady Schiff'a, ktére madpy¢ stabilizowane przez redukcj
borowodorkiem sodu lub cyjanoborowodorkiem sods.(g). Ten typ aktywacji zi@a

polecany jest szczegdlnie w przypadku siveosci ligandu na zasadowe pH.
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Rysunek 3-5 Kowalencyjne sprganie ligandu do zaktywowanej nadjodanem

agarozy.

Sulfonian fluorometylopirydyny

tatwej aktywacji reszt hydroksylowych polisacharyddmozna dokona przy wyciu 2-
fluoro-1-metylopirydyno-4-toluenosulfonianu (FMP)razpuszczalnikach organicznych.
Reakcja ta przebiega w czasie 10 min, w temperafpokojowej, w obecroi
trzeciorzdowych amin - np. trietyloaminy. Zaktywowane resatgg bezpdrednio

reagowa z grupami aminowymi lub tiolowymi ligandu (pH 8-@aréwno aktywacja jak i
przylaczanie ligandu mee by sledzona spektrofotometrycznie z uwagi na widsno
absorpcyjne reszty, ktéra ulega odszczepianiuladrd-1-metylopirydyny X = 297 nm).
FMP jest nietoksyczny, tani i pozwala na uzyskatabilnych, nie zawieragych reszt
jonowych zt@ z wysokim stopniem podstawienia, co czynptocedu¢ dos¢ popularn.
Glutaraldehyd

Aktywacja reszt aminowych lub amidowych, jakie wystja w ztozach poliakrylamidowych
lub w zawieragcych grupy dystansowe zach agarozowych, przebiega przy udziale 25%
wodnego roztworu aldehydu glutarowego w 0,5 M bzddiosforanowym, pH 7,0 w
temeraturze 20-4C przez okoto doh Zaktywowanyzel, po doktadnym odmyciu nadmiaru
aldehydu, reaguje z resztami aminowymi ligandutyny samym buforze lecz w temperaturze
4°C. Metoda ta jest polecana ze waifiw ekonomicznych oraz z uwagi na jej progtot

szczegolnie dla ligandow wiiawych na zasadowe pH.

3.2.4. Blokada reaktywnych reszt

Handlowo dosfpne aktywowane zi@, zawieraj grupy reaktywne w gkeniu mieszcgcym
sie w zakresie 5-25imoli/ml. Natomiast sizenie przyhczonego ligandu na ogét nie
przekracza 1@moli/ml. Zatem po procedurze przygotowania stos@ereaza pozostaje w
nim szereg reaktywnych reszt, ktore nieghzudziatu w przyhczeniu ligandu i maog
wchodzt w niespecyficzne oddziatywanie z izolowanymi pray zastosowaniu biatkami.
By temu zapobiec, natg zablokowa te grupy, poddag je reakcji z niskocsteczkowymi
zwigzkami, ktorych obecrié nie ma znaczenia w dalszych procesach oczyszcheéek z
udziatem tych adsorbentow. Powszechnie jako czyblukujacy, stosuje il M roztwor

etanoloaminy, pH 8,0, w obedit ktérej inkubuje si otrzymane ztpe. Reakcja przebiega w
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temperaturze pokojowej przez ok. godziRo odmyciu i zabezpieczeniu zéomae by ono

przechowywane ditszy czas w temperaturzéGl

3.3. Standaryzacja warunkdéw procesu oczyszczanianykorzystaniem

chromatografii powinowactwa

3.3.1. Okre&lenie pojemndci ztoza

llos¢ materiatu jaka miee zosté oczyszczona przy zastosowaniu przygotowaneg@azio
chromatografii powinowactwa nazywana jest pojefoipwiazania i okrélana jest w sposéb
przyblizony. Pierwsza mdiwo$¢ zaktada okréenie ilcsci ligandu, jaka zostata
unieruchomiona i przy zateniu petnej dogpnaici kazdej casteczki ligandu dla biatka oraz
odpowiedniej stechiometrii wzania, pozwala na okilenie maksymalnej pojemsa ztoza.
W rzeczywistdci jednak nie wszystkie ligandy, ktore zostaty un@omione g dostpne dla
sktadnikéw probki, gtéwnie za przyczymwddziatywa niespecyficznych lub przeszkéd
sterycznych.

Czesto do okrélenia pojemnéci ztoza stosuje girowniez ponizszy diagram (rys.3-6).
Wyznacza s go, mierac parametry naktadanej prébki, w ktorej zlokalizoagest okréona
ilos¢ interesujcego nas biatka gP Dla minimalnej iléci ztoza (1ml) dokonujemy rozdziatu
biateksledzic w jego trakcie Ago (absorpcja wszystkich biatek) oraz poziom akty$ano
jaka wykazuje nasze biatko (np. test enzymatyczny)odizszych wykreséw wyznaczamy
ebjtos¢ elucji dla 50% wartéci kazdej z mierzonych wielk&i (Vo — dla absorbancji biatek i
Ve — dla aktywnéci wiasciwej izolowanego biatka) i na ich podstawie szaowy pojemnécé
wiazania naszego zta (P), wynosgca: P =R (VeVg). Jest to tzw. pojemséd

oczekiwana.

Rysunek 3-8 Oznaczanie pojem&a adsorbentu w chromatografii powinowactwa.
Linia ciagta — oznacza ikxi biatka catkowitego w eluacie; linia przerywandos¢

biatka, ktérego izolagjchcemy prowadzi

3.3.2. Dobor parametréw kolumny i przeptywu fazy richomej
llo$¢ ztoza jaka nalezy przygotow& w celu preparatyki, zatg od jego pojemriei i ilosci

materiatu jaki chcemy na nie nai@. Pojemné¢ ztoza okrglamy sami po jego preparatyce
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lub wskazana jest przez jego producenta. Ze etbgl praktycznych stosujemy 2-3 krotny
nadmiar ohgtos¢ ztoza w stosunku do wargoi wyliczone,.

Handlowo dosfpne ziaa wystpuja w formie suchej — wtedy zie naley podd& pecznieniu
(15 — 60 minut), a zta w formie spczniatej naley przemywa woda lub buforem
wykorzystywanym w procesie sorpcji w stosunku 1:240 : bufor). Ma to na celu uswuaie
wszelkich substancji pozostatych po syntezie lubnmaganych dla celéw przechowywania.
Ztoze maemy uformowd w kolumre — gdy oddziatywania mdzy ligandem i biatkiemas
stabe, lub mgemy korzysta z tzw. procedury ,batch” — w przypadku oddziatywwaocnych
(K¢<10°). Selektywnéé zalezet bedzie od wyboru ligandu i warunkéw rozdziatu, a
rozdzielczé¢ od whasnéci adsorbentu, w mniejszym natomiast stopniu odianu
kolumny. Dlatego w chromatografii powinowactwa sijesst: krotkie i grube kolumny, o
wzajemnym stosunku dtuga i przekroju nawet 1:1.

Predkos¢ przeptywu fazy ruchomej zalet bedzie od etapu rozdziatu chromatograficznego i
kinetyki asocjacji biatka z ligandem.z#di K4 powstajcego kompleksu jestisza nk 10°,
co wskazuje na wysokie powinowactwo, przeptywy mbyg wigksze; przy wyszych
statych dysocjacji kompleks powiniendtyaktowany z wikszy ostraznoscia. Szybkdé¢
przeptywu przy naktadaniu prébki na kolugnpowinna wynosi ok. 10 cm/godz. (jest to
przeptyw liniowy; by obliczy rzeczywisty przeptyw, naky te warte¢ przemnayc przez
pole przekroju kolumny). W czasie przemywania kahyrpo nataeniu probki przeptyw
mozemy zwekszy, gdyz w tym etapie chodzi o uswaie substancji oddzialgych ze
ztozem niespecyficznie (20-50 cm/godz). Natomiast gizema etapie elucji zaky od sity
jonowej buforu lub jego powinowactwa do ligandu hibtka (20-50 cm/godz), nie me

jednak prowadzido uszkodzenia biatka, ligandu czyzdo

3.3.3. Wybor warunkow sorpcji

Srodowisko, w ktérym zachodzi wianie biatka do unieruchomionego ligandu powinno
zapewni& optymalne warunki dla tego oddziatywania, scago charakter oddziatywa
niekowalencyjnych, z udziatem yzian wodorowych, oddziatyw@ajonowych czy
hydrofobowych. Bufor stosowany na tym etapie chrmgifii z jednej strony winien
zapewné najlepsze warunki dla wzania specyficznego gdzy ligandem a izolowanym
biatkiem, z drugiej natomiast strony powinien miallmowa® oddziatywania niespecyficzne,
jakie mog zachodzt w obecnéci sktadnikow naktadanej probki. Najgziej stosowanym tu
buforem jest bufor fosforanowy lub bufor Tris/H@l,skzeniu 0,1-0,2 M, z ewentualnym

dodatkiem soli (do 0,5 M) $ oddziatywanie ma charakter hydrofobowy. Istojest take
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obecnd¢ dwuwartgciowych jonéw metali, jgeli mog one wpltywa na odpowiedni
orientacg centrum wizacego. Wszelka standaryzacja rozdzialu w chromatogr

powinowactwa odbywa simetodami kolejnych przylien warunkéw optymalnych.

3.3.4. Optymalizacja warunkéw elucji

Elucja zaadsorbowanych biatek jestaiwa na skutek zmiany otoczenia powstatego w
procesie sorpcji kompleksu, co powinno prowadin jego destabilizacji. Gdy o naturze
tworzonego kompleksu mamy zbyt mato informacji, veyamy warunki elucji okrdane
mianemelucji niespecyficznelV elucji tego typu wykorzystujeesi

» gradient sizenia soli, niszcxy oddziatywania jonowe,

* zmiare (zwykle obnkenie) pH buforu, prowadza do zmiar stopnia jonizaciji
natadowanych reszt zlokalizowanych w gibe ptaszczyzny kontaktu biatka z
ligandem, co uniemdiwia np. dalsze tworzenie mostkow solnych w cemtru
wiazacym,

* zmiarg temperatury w stosunku do optymalnej dlazania,

» wprowadzenie czynnikbéw chaotropowych, nisggzh wodn powtoke adsorpcyja
biatek: KSCN (3M), KI (2M), Mgdi (4M),

» w przypadku silniejszych oddziatywanaozna rownie zastosowaczynniki
denaturujce czy te detergenty. Zawsze jednak nalgpamketac by warunki te, nie
prowadzity do uszkodzenia integraficostrukturalnej oraz aktywroi biologicznej
izolowanego biatka, podobnie jak nie powinny poweedddestrukcji ztaa
(uszkadzania struktury ligandu, odszczepiania g@#zycy, czy niszczenia struktury
samej matrycy).

W przypadku lepszej orientacji we wtaso@ch tworzonego kompleksu ligand-izolowane
biatko, w procesie elucji miemy wptywa& na konkretne oddziatywania zaangaane w
tworzenie kompleksu. Metede okresla sk terminemelucji specyficznemaze ona by
realizowana w dwdch uktadach. W pierwszym z nialfpbelucyjny powinien zawieta
substangj konkurupca z biatkiem w oddziatywaniu z unieruchomionym ligam (np.a-
metyloglukozyd w elucji glikoproteiny ze zta zawierajcego unieruchomianCon A).
Drugim podejciem w elucji powinowactwa jest zastosowanie w bzdcelucyjnym ligandu
(kontrligandu), konkurujcego z ligandem unieruchomionym o centrurazace izolowanego
biatka - najlepiej wic, by tworzyt z nim kompleks o wkszym powinowactwie (np. elucja

biatka wazacego witamig B; roztworem tej witaminy, ze zia zawierajcego
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unieruchomiony jej analog strukturalny, twacy kompleks o wyszej statej dysocjacji aiw
przypadku ligandu natywnego).

3.3.5. Regeneracja i przechowywanie zao chromatografii powinowactwa

W przypadku zté dostpnych handlowo producent zwykle podaje szczeggiostrukcg
regeneracji zkva. Na og6t polega ona na przemywaniwatbuforami zawieragymi

wysokie s¢zenie soli (1M NacCl, 2 M KCI) lub sekwenchuforow o odmiennym pH (np. 0,1
M Tris/HCI, pH 8,5 z 0,5 M NaCl, oraz 0, 1M octansodu, pH 4,5 z 0,5 M NacCl,). Zwykle
stosuje si przemycie buforem o odipsci odpowiadajce] ok. 10-krotnej oljosci ztoza.
Rowniez na tym ostatecznym etapie obrobkizamaley mie¢ na uwadze jego stabilow
zastosowanych warunkach.

Zregenerowane adsorbenty przechowujensbuforze wy§ciowym w obecnéci
bakteriostatykéw (0,05% azydek sodu) lub etanoQ%gP- ktory zaleca giw przypadku
zt6z, mogicych ulegé uszkodzeniu w obecha bakteriostatykéw (ligandy reaktywne
wzgledem grup -SH, tiopropyl-Sepharose). Temperaturaghrawywania ztga nie mae by

nizsza nk 4°C, gdy: zamraanie mae prowadz do jego uszkodzenia.

3.4. Immunoadsorbenty w chromatografii powinowactwa

Chromatografia powinowactwa z wykorzysitg unikalne wiasriei uktadu antygen —
przeciwciato jest najbardziej selektyaynwysoce specyficzni spektakulara w wynikach
oczyszczania (1000-10 000-krotne oczyszczenientkglchromatograficzap Jest jednak
rowniez metod, drogy, zwtaszcza j@di wykorzystuje przeciwciata monoklonalne.

Sukces w zastosowaniu chromatografii powinowactawammunoadsorbentach oklaga
cztery procesy: pozyskiwanie odpowiedniego przeiEta, wygciowy stan antygenu, jego
powinowactwo do przeciwciata i warunki, w ktéryahgowinowactwo mge zosta
zniesione. Pozyskiwanie odpowiednich przeciwciabwsao mono- jak i poliklonalnych jest
czgsto wygciowym krokiem w pracach nad badanym antygenem.dMyistywane gone
bowiem w technikach oznaczania aktywéeiaczy w immunoblottingu, zatem €zto &
dostpne ju na etapie planowania strategii oczyszczania. &siasowanie nawet do @o
zanieczyszczonego ekstraktu jest rowniezliwe poniewa przeciwciata wykazaj dasé

duza odpornd¢ na proteoliz i sa degradowane tylko przez wybrane klasy enzymow.
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3.4.1. Unieruchamianie przeciwciat na agarozie
Istnieje szereg metod unieruchamiania przeciwciabagtnych ngnikach.
Najpopularniejszeasdwie z nich :
* bezpdrednia, polegara na unieruchomieniu przeciwciata na aktywowanej
CNBr agarozie,
* posrednia, z udziatem proteiny .

W metodzie bezpwedniejnalezy pameta¢ o ograniczeniach jakie tu wygtuja w momencie

uzycia aktywowanej CNBr agarozy. Za te leda naleze¢ do raczej delikatnych, zatem
wykluczap zastosowanie nadmiernych przeptywéw oraz kolurabyt duwych rozmiarach.
Posiadaj limit wielkosci czasteczek penetragych ztae (20x16), zatem nie magbyé
wykorzystywane do unieruchamiania zbytgch immunoglobulin (np. IgM). Powstgje
kowalencyjne wizanie medzy ligandem i matrycjest dé¢ labilne, zatem w skrajnych
warunkach elucji meze dochodzi do powolnej degeneracji zta i uwalniania
unieruchomionego ligandu (przeciwciata). Ogranicz¢a jednak nie wptywajna

powszechn& stosowania tej metody.

Przygotowanie przeciwciata do procedury unierucheama na aktywowanej CNBr agarozie:

- roztwor przeciwciata natg podda dializie wzgkdem buforu, w ktérym zachodzbedzie
wiazanie (0,1 M NaHCg) pH 8,3 zawieracy 0,5 M NaCl lub 0,1 M bufor boranowy, pH
8,0)

- proponowana ikg przeciwciata do immobilizacji : 1-10 mg/mélu dla monoklonalnych i
10-20 mg/mkEelu dla polikolonalnych, nadmiar przeciwciat /eqprowadzi do

sterycznych utrudniew oddziatywaniu z antygenem.

Przygotowanie aktywowanej CNBr Sepharose:

- naley przygotow& odpowiedn ilos¢ aktywowanej CNBr Sepharose ( 0,3 g — 1zeil)
bezpérednio przed gyciem (ztaze to adsorbuje wilgoz atmosfery i ulega destrukcji),

- zlaze poddajemy ¢cznieniu w 10 olgtosciach 1 mM HCI, miesza¢ tagodnie (nie
nalezy uzywa¢ mieszadta magnetycznego, z uwagi nalmm$¢ zniszczenia struktury
ztoza) przez ok. 15 min, a ngphie przemywamy je tagodnie nggku ze spiekiem
szklanym pozostatporca HCI (200 ml/g suchego zia),

- przemywamy zke 10 obgtosciami buforu (4C), w ktérym zachodZibedzie wihzanie

(ztoze nie mae ulec zasuszeniu).
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Reakcja spragania ligandu

- mieszamy 1 objos¢ przemytego ziza z 5 obgtosciami roztworu przeciwciata w buforze
do sprzgania w temp. 4C (w wyzszych temperaturach aktywowane CNBr reszty
reaguj szybciej z grupami aminowymi biatka, co segpowodowa wielopunktowe
przylaczanie przeciwciat i zmniejszavydajna¢ ztoza),

- inkubujemy mieszangreakcyjm przez 16-20 godzin w temperaturZ&4przy cagtym

mieszaniu ztga (np. przez wytgsanie).

Blokowanie reszt nie bigcych udziatu w reakcji spggania
Zaktywowane reszty, ktore nie w udziatu w reakcji przyczania ligandu, mugz
zosta& zablokowane przez wprowadzenie nadmiaru substaagjieragcych reszty amin
pierwszorzdowych. Naley przy tym mi€ na uwadze by nie byly to substancje auey
wprowadzé dodatkowe grupy (np. jonowe), ktérych obeghmogtaby powodowa
oddziatywania niespecyficzne, prowade do adsorbowania na zto dodatkowych
zanieczyszcze Najczsciej stosuje siw tym celu 1 M roztwor etanoloaminy, doprowadzony
do pH 8,0 przy pomocy &tonego HCI (reakcja silnie egzotermiczna).
Procedura jest nagtujaca:
- odsczamy mieszaninireakcyjm na siczku ze spiekiem szklanym i przemywamy
dodatkowo 5 objosciami swiezego buforu, aywanego do reakcji spggania,
- ztaze z unieruchomionym przeciwciatem inkubujemy w vaatze etanoloaminy w
temperaturze pokojowej przez 1-2 godzin, pragigim mieszaniu,
- prowadzimy przemywanieelu trzema cyklami buforow, na przemian o wysokim i
niskim
pH (0,1 M bufor octanowy, pH 4,0 z 0,5 M NaCl i 0flbufor weglanowy, pH 8,3
rowniez zawierajcy 0,5 M NaCl), inkubujc ztaze w kazdym z nich przez 5-10 min i
przemywagc na spieku szklanym 10 ebpsciami kazdego z buforéw. Ten sposéb
przemywania ma na celu usetie casteczek przeciwciat, ktére zostaly pragone
niekowalencyjnie,
- zawieszamy zi@ w buforze aywanym do naktadania probki antygenu, rowngyvay je
odpowiedna objetoscia tego buforu i przechowujemy do chwiltycia w obecnéci 0,1%

azydku sodu.
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W metodzie péredniejunieruchamiania przeciwciat wykorzystuje gtoza sprzgnicte z

biatkiem A lub biatkiem G, stosowane fakdo oczyszczania przeciwciat (pozycja 7

literatury). Schemat procesu unieruchamiania ilystrys. 3-7.

Rysunek 3-7 Przyktadowa konstrukcja immunoadsorbentu z ddmabiatka A.

Biatko A zawiera cztery miejsca gaania, ktére oddziatajz fragmentem Fc
immunoglobulin, pozostawiag fragmenty Fab w petni deginy dla antygenu. W przypadku,
gdy oddziatywanie biatko A - immunoglobulina nisfevystarczajco mocne, mina je
stabilizowd& przez wprowadzenie dodatkowegarania kowalencyjnego technik
sieciowania chemicznego (argoss-linking, z zastosowaniem pimelimidoestru

dimetylowego (DMP).

Przygotowanie immunoadsorbentu metpdsrednig

- mieszamy roztwor przeciwciatazeglem zawierajcym unieruchomione biatko A (patrz
instrukcja producenta) i mieszanimkubujemy przez 1 godz. w temperaturze pokojowej,
ciagle mieszajc (ok. 2 mg przeciwciata / 1 ml ggzniategazelu),

- zlaze przemywamy dwukrotnie 0,2 M buforem boranowym, 361 (10 ml buforu / ml
zelu) siczac na spieku szklanym lub delikatnie wig;

- zawieszamy zte w 10 obgtosciach buforu boranowego i dodajemy DMP, whi&owym
stezeniu 20 mM (57 mg/1mielu +10 ml buforu), reakcja ta musidgrowadzona w pH
powyzej 8,3; mieszamy cado jeszcze przez 30-45 minut w temperaturze pokojowe;j

- aby zatrzymareakcg, saczymy powysza mieszanin i przemywamy 0,2 M roztworem
etanoloaminy, pH 8,0, a naphie inkubujemy dodatkowo zte w tym roztworze przez
dalsze 2 godz. w temperaturze pokojowej, pragtgm mieszaniu,

- ostatecznie przemywamy z#i przechowujemy w buforze PBS, z dodatkiem kayd
sodu (w temperaturze€@ ztaze stabilne przez co najmniej rok).

Aby oszacowéawydajnc¢ unieruchamiania przeciwciata na ziomazemy pobra 10l

otrzymanego adsorbentu, zagotéwal % roztworze SDS i wykonalla uzyskanej probki

elektroforez SDS-PAGE w warunkach redulgaych. Jeeli proces unieruchamiania z

dodatkowym sieciowaniem przebiegt prawidtowo, nevmnismy zaobserwowaprazkow

odpowiadajcych taaicuchom c¢zkim (55 kDa). J&li takowe wysgpuja, nalery przemy ztoze

100 mM roztworem glicyny, pH 3,0, w celu eliminacmsteczek przeciwciata, zadanych z

biatkiem A w sposéb niekowalencyjny.
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3.4.2. Warunki rozdziatu stosowane w chromatografiz wykorzystaniem
imunoadsorbentow

Wiazanie przeciwciat do antygenu zachodzi w neutralpyinw niskiej sile jonowej, (np. w
buforze fosforanowowym, pH 7,2). W procesie sorpajiezy zwrdck uwag: na zapewnienie
maksymalnego wykorzystania giovosci wiazania przez immunoadsorbent; dotyczy to
zwtaszcza szybkai przeptywu, ktéra powinna lbyw tym przypadku wystarczgjo wolna,
by zapewnt petne wysycenie daginych miejsc wizacych.

Teoretycznie, kada casteczka monoklonalnego IgG tewiazat dwie casteczki antygenu,
jednak wydajné¢ immobilizacji znaczco redukujed maozliwosé. Wpltywa na to zaréwno
chemia wizania, porowat& ztoza, struktura przeciwciata czy wielkoantygenu. Zaktada
si¢ wrecz, ze wydajnd¢ wiazania otrzymanego adsorbentu w stosunku do antypessai Sic
w zakresie 1% - 50% (najeciej 10%).

Z uwagi na charakter oddziatywgakie uczestniczgw wiazaniu antygenu do
immunoglobulin (stabe oddziatywania typuag@ wodorowych, oddziatywavan der
Waals’a czy kulombowskich mostkow solnych), w msie elucji stosuje sistah taktyke
rozpoczynajca si¢ od wprowadzenia drastycznych warunkow pH, solit@powych,
czynnikdéw zmieniajcych powierzchri kontaktu obu molekut, czy wreszcie
rozpuszczalnikdw organicznych. Nagéeie] stosowanymi warunkami w celu desorpcji
antygenu jest wprowadzenie buforéw o niskim pH (@,glicyna/HCI, pH 2,5; cytrynian
sodu, pH 2,5), rzadziej o wysokim pH (50 mM etyldiamina, pH 11,5; 0,15 M NADH, pH
10,5). Tak drastyczne warunki pH myogczywgcie destabilizowaztoze lub niszczy
struktuk i wkasndgci antygenu, jednak elucja tego typu jest bardyblsz (wymagana ike
buforu elucyjnego na ogot nie przekracza dwdécktokgi ztoza). Mazna zatem zapobiec tym
destrukcjom np. zbiergf eluowany antygen do roztworu buforu neutralizago, lub szybko
réownowaac ztaze po elucji odpowiednim buforem.

Pasrod czynnikéw chaotropowych, (narusmajch trzeciorzdowa struktue biatek),
stosowanych w elucji antygenéw, nafevyrézni¢: MgCl, (3-5 M), Nal (2,5M), NaSCN (1-5
M), mocznik (2-8 M), chlorowodorek guanidyny (2-5 M
Tak niekorzystne warunki, jakich wymaga elucja, wgm z bardzo wysokiej trwakei
komplekséw jakie tworzantygen i immunoglobulina ¢<10° — 10%). Aby obnizyé to
powinowactwo, stosujesrézne zabiegi np. w pozyskiwaniu przeciwciat dla tegmego
antygenu lecz izolowanego z innego gatunku — wyadiu przeciwciat poliklonalnych,

Natomiast problem ten rozgaywany jest skutecznie przez techniki produkcjigoiwciat
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monoklonalnych, dobranych tak, aby wykazywaty agbne powinowactwo do intereagggo

nas antygenu.

3.5. Chromatografia powinowactwa z zastosowaniem zikdektynowych -

przyktad ztoza o specyficznéci grupowej

Lektyny stanowi rodzire biatek wizacych reszty wglowodandw, a ich obeckdwykryto
poczatkowo w ralinach, a naspnie w komaorkach zwieezych i bakteryjnych, gdzie ulegty
adaptacji do spetnianiaizdych funkcji. Oprocz popularnych lektyn izolowanyzinasion
gtéwnie ralin motylkowych, zidentyfikowano szereg lektyn, mbaviacych biatka zdolne do
aglutynacji ludzkich erytrocytow i gll czsto spotykana nazwa lektyn — aglutyniny. Inne
inicjuja prolifreacg i/lub morfologiczr transformagj limfocytow. Niezalenie odzrédta
wystepowania, lektyny wykazajduze podobiéstwo strukturalne. Zbudowane 5 jednej lub
kilku podjednostek, tworr najczsciej tetramer. Gdy podjednostki glentyczne, lektyna
posiada szereg miejscamicych, ktore rozpoznajpojedynczy, konkretny sacharyd,
aczkolwiek zdarza sj ze w przypadku struktury zawiesapj zr&nicowane podjednostki, ta
specyficzné¢ maze dotyczy dwdch ra@nych cukrowcow. Podstawaveharakterystyk

dotyczca struktury i specyficzneei lektyn podaje tabela 3-2.

Tabela 3-2 Charakterystyka biochemiczna i specyficgnaybranych lektyn.
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nazwa MW liczba espficznGé wymagany
lektyny (kba)| podjestel wzgldem reszty jon metalu
cukrowej
konkanawalina A (Con A)*| 55 2 a-D-Man>a-D-Glc> Ca, Mn?*
Canavaliaensiformis 110 4 a-D-GIcNAc
lektyna z nasion soczewicy 49 2 a-D-Man>a-D-Glc>
(LCA) a-D-GIcNAc
lektyna z nasion soji 110-120 4 a-D-GaINAc>B-D-GalNAc> | C&', Mn**
(SBA) a-D-Gal
aglutynina z nasion pszenity 36 2 | B-D-GIcNAc)s>(B-D-GIcNAc), | C&*, Mn?*
(WGA) Zh
lektyna z nasion grochu 49 4 a-D-Man
(PLS)
fitohemaglutynina z nasion 128 4 D-GalNAc CE, Mn**
fasoli (PHA)

* ConA wyskpuje jako dimer (55 kDa) paiej pH 5,6; jako tetramer (110 kDa) w pH
pomkedzy 5,6-7,0; powsej pH 7,0 wystpuje w formie jeszcze wikszych agregatow.

3.5.1. Wybor i przygotowanie adsorbentu

Powinowactwo lektyn do specyficznych resziglowodanow stato gipodstaw ich
wykorzystania w izolacji glikoprotein. Jako przy#tenaze postiy¢ oczyszczanie receptoréw
z wykorzystaniem zlea zawierajcego unieruchomianaglutynirg z zarodkéw pszenicy
(WGA) czy izolacja cytokin i innych czynnikow watu, z wykorzystaniem konkanawaliny
A lub lektyny z nasion soczewicy (LCA).

Przygotowanie stosownego zénie stanowi obecnie problemu, gdyaréwno czyste lektyny
jak réwniez sprzgnicte ze stosownym podiem, g handlowo dospne (Sigma, Pharmacia,
Pierce). A jego wybor zatg od natury i reszt cukrowych wygtujacych w interesujcej nas
glikoproteinie. Warto doda ze ten typ chromatografii nadaje giarowno do glikoprotein
wystepujacych naturalnie jak réwnigprodukowanych technikami rekombinantowymi.

W wyborze ztaa naley wzia¢ pod uwag rodzaj wazan kowalencyjnych, wyspujacych
pomiedzy biatkiem a wbudowanymi resztami cukrowymi.t8 na ogét palczenia N-
glikozydowe, wystpujace pomédzy N-acetyloglukozoamin i asparagia W tym przypadku
sprawdza siwigksza¢ lektyn (Con A, LCA, WGA, RCA). Natomiast dla yzian O-
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glikozydowych, ktére powstajgtownie pom¢dzy N-acetylogalaktozoamira L-seryn czy
L-treonim (np. w mucynach) najlepiej sprawdza kktyna PNA.

3.5.2. Uwagi dotycgce unieruchamiania lektyn
Lektyny mog oddziatywa z resztami cukrowymi tylko w obecfw odpowiednich jonéw
dwuwartgciowych (tabela 5-2). Ich obecftowarunkuje transformagjrzeciorzdowe;j
struktury lektyny, umgliwiajacej tworzenie centrum wiacego dla odpowiedniego
sacharydu. Sposob unieruchamiania lektyny nauzioaze w znacznej mierze ograniczia
mozliwosé, dlatego dla zabezpieczenia tych centrowzamia ju: na etapie unieruchamiania
wprowadzamy jony dwuwargoiowe. ROwnie dodatek specyficznych cukrow teo
umazliwi ¢ dodatkowy protekcg struktury lektyny.
3.5.3. Przygotowanie prébki w chromatografii lektyrowej
Ze wzgkdu na podziat glikoprotein na:

* rozpuszczalne — ulegaje sekrecji przez komorki i wygiujace w ptynach

biologicznych czy medium komérkowym (np. hormorghaz
* blonowe — np. biatka transportowe czy receptorytgprgace na powierzchni
komorki,

procedury ich przygotowania i obrébki nazaldektynowym lgda nieco odmienne.
Oddziatywanie glikoprotein ze ztem lektynowym zaley od pH, dlatego w przypadku
glikoprotein rozpuszczalnych najlepiej ich ekstratzygotowa w buforze fosforanowym
lub Tris/HCI w zakresie pH fizjologicznego (6,8 ;5). Obecné¢ wysokich s¢zen soli nie
stanowi tu ograniczenia, poniesxvaddziatywanie nie angaje sit jonowych, a dodatkowo jej
obecnd¢ znosi oddziatywania niespecyficzne. Probkaseigwa powinna zawietatakze
dwuwartgciowe jony metali, ktérych obeckbjest niezkdna dla wazania ze ztpem
lektynowym. Wystarczage jest 1 mM stzenie chlorkdéw odpowiednich metali.
W cytoplamie lub medium hodowlanym ¢gto znajduyj si¢ cukry, ktére przed naieniem
probki na ztae musz by¢ z niej usunite, gdy: bratyby udziat w kompetycji o miejsce
wiazace w lektynach. W tym celu ekstrakt glikoproteineig podd& wstepnej obrébce
stosujc np. wysalanie siarczanem amonu lub frakcjonowBE®&, dializ, saczenie
molekularne, zatanie przez chromatografjonowymienn itp.
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Do ekstraktu glikoprotein mimma doda takze bakteriostatyki (0,05% azydek sodu) o ile dalej
nie kedzie stosowane oznaczenie aktyésidiologicznej (maliwos¢ zaktdcania reakciji),
wowczas lepiej zy¢ antybiotyk (gentamycyna 1Q@/ml).

W przypadku glikoprotein btonowych obayziuja réwniez powyzsze reguty, ale dochoslz
rowniez dodatkowe wymogi, wynikage ze sposobdéw solubilizacji tych biatek. W nisziae
oddziatywa hydrofobowych poneidzy biatkami a lipidami cgsto wykorzystywanesssilne
denaturanty — mocznik czy chlorowodorek guanidywiazki chaotropowe lub
rozpuszczalniki organiczne. Mag@ne jednak prowadzido denaturacji

biatek lub uniemaliwia¢ detekcg specyficznej ich aktywrigi. Dlatego bardziej popularne s
detergenty. Wybrane przyktady ich zastost\weezentuje tabela 3-3A, a granice ich

stosowalnéci — tabela 3-3B.

Tabela 3-3A Wybrane przyktady detergentéw stosowanych w stihalgji glikoprotein

przed nataeniem ich na ztza lektynowe.

detergent @&enie oczyszczane biatko rodzaj
zastosowanej lektyny
jonowy:
Triton X-100 1% receptor NGF WGA
0,5% glikoforyna A WGA
Nonident P-40 2,5% receptor PGDF WGA
anionowy:
deoksycholan 1% antygen HLA LCA
sodu 6,6% glikoproteiny wiruséw LCA
kationowy
bromek dodecylotri-
metyloamoniowy 1,4% rodopsyna ConA

Tabela 3-3B Wplyw rodzaju i stzenia wybranych detergentéw na zddlhwiazania
cukréw przez wybrane zia lektynowe.

stzenie % zachowanej zdokw wigzania sacharydu
detergentu (%) Con A WGA SBA
Nonident P-40
0,1 88 95 100
1,0 78 920 100
2,5 80 92 100
Triton X-100

0,1 85 90 100
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1,0 76 76 100
2,5 74 79 99
deoksycholan

0.1 60 85 53
1,0 46 39 34
2,5 20 10 10
SDS

0,05 70 89 22
0,1 26 13 11

O ile zastosowanie detergentéw dla celow solulijizeonkretnej glikoproteiny i wyboru
odpowiedniego ztza lektynowego wymaga indywidualnych testow, to ggdmazna poda
tu kilka wskazéwek natury ogolnej:
- chromatografia z zastosowaniem Con A niezyatel obecnéci detergentow,
- detergenty niejonowe (Triton X-100, Nonidet P-4®)jarmniej niszcacy wptyw na
lektyny n inne detergenty,
- SDS redukuje oddziatywanie z lektynami, prawdopaudelipowodujc rozwijanie ich
struktury,
- wszelkie detergenty nate uzywaé¢ w stzeniu ponkej 1% (w/v lub v/v) dla
optymalnej solubilizacji i wydajriei wiazania z lektynami.
Niszczenie komorek przy zastosowaniu detergent@wadzi do uwalniania proteinaz
lizosomalnych, ktére magdegradowéa lub modyfikowa glikoproteiny btonowe, naky

zatem pamitac 0 koniecznéci stosowania inhibitorow proteinaz.

3.5.4. Warunki rozdziatu

Skiad eluentu stosowanego w wymyciu zaadsorbowaghkbprotein zaley przede
wszystkim od rodzaju wykorzystanej lektyny. Zazwgjdaufor elucyjny (np. 20 mM fosforan
sodu, pH 7,2; z 1 M NaCl ) zawiera cukier lub jegmlog, do ktérego lektyna przejawia
wysokie powinowactwo. Przykiadowo, stoguCon A bufor elucyjny powinien zwieia-D-
metylomannozyd w gteniu 0-0.5 M, w przypadku aglutyniny sojowey-D-N-
acetylogalaktozoamin w podobnym stzeniu (tabela 5-2).

Z uwagi na udziat oddziatywiehydrofobowych w adsorpcji glikoprotein na zazh
lektynowych, czgsto do bufor elucyjnego, obok odpowiedniego sagharwprowadza si
glikol etylenowy, w stzeniu 0-50 %.

W elucji glikoprotein mana wykorzystywé rowniez zmiany pH buforu elucyjnego (pH 3.0 —

10.0), o ile zachowajone stabiln& w wybranym zakresie pH.
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Wzrost wydajnéci elucji mazna réwnie osagma¢ prowadac ja przez odpowiednio dtugi
czas (np. przez noc, w skezonej obgtosci).

3.5.5. Regeneracja i przechowywanie zta

Po wykorzystania zl@a z unieruchomianlektym nalezy przemy je 0.1 M buforem
octanowym pH 6.0, zawiekggym jony odpowiedniego metalu dwuwaitmwego, w
stezeniu 100uM oraz czynnik bakteriostatyczny. Przechowywang@ #ktynowych w tych
warunkach, w temperaturz8@, powinno zapewiijego stabilné¢ przez okoto 1 rok. Naky
natomiast unik&obecndci denaturantow i proteinaz oraz czynnikdéw chelatygh, a pH

roztworéw buforowych winno mégi¢ si¢ w zakresie 3-9.

3.6. Chromatografia pseudo-powinowactwa wykorzystuca barwniki jako
ligandy

Technika chromatograficzna wykorzysitg ztoza barwnikowe czerpie swoj pagek z
zupetnie niezalienych eksperymentow firmy Pharmacia, zmieggggh do syntezy barwnego
zwiazku, ktéry w sprzgnieciu z wysokoczsteczkowym dekstranem stanowi marker tzw.
~pustej obgtosci” ztdz, stosowanych wagzeniu molekularnym (bkit dekstranowy).
Testupc obgtos¢ elucji kinazy pirogronianowej z dedzy stwierdzonoze jest ona réna, w
zaleznosci od tego, czy w nakladanej mieszaninie jest opeay tez nie powy:szy marker,
co wskazywato na tworzenie swoistego komplekseday tym biatkiem a barwnikiem. Po
unieruchomieniu kkitu dekstranowego na agarozie stwierdzamotakie nowe zize
sprawdza sinie tylko w opisanym wiej przyktadzie, ale tate dla szeregu enzymoéw, a
szczegolnie dehydrogenaz oraz innych enzymayzaeych nukleotydy purynowe. Bisze
badania strukturalne wykazake budowa tego barwnika naauje do struktury NAD w
odniesieniu do planarnego uemie piefcieni i lokalizacji reszt niagych tadunek ujemny.
Barwnik ten z powodzeniem waat st m.in. do dehydrogenazy alkoholowej doktadnie w
miejsce NAD i generalnie nioa go traktowajako szczegdélny analog AMP, IMP, ATP,
NAD, NADP i GTP. Sid tez pochodzi nazwa tego typu chromatografii wykorzjste|
ztoza barwnikowe - chromatografia pseudo-powinowactwa.

Stosowane barwniki nate do grupy barwnikéw triazynowych; do najpopularsisjch
naleza wspomniany wyej Cibacron Blue F3GA i Porcion Red HE-3B (rys8)3-

Z czasem szereg firm zaga proponowad coraz to nowsze zia z unieruchomionymi

barwnikami (rys. 3-8), co pozwolito na zkszenie selektywriai tej techniki. Zlga te znane
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sa pod szeregiem nazw w zatesci od producenta, a ich doktadna strukturgsta chroniona
jest prawem patentowym. | tak, enzymy zake od NADP silniej wiza Si¢ do zi&
zawierajcy barwnik Procion Red HE-3B (pochodna barwnika Bed/s. 3-8), natomiast
zalezne od NAD - do Cibacron Blue F3GA (Blue 2, rys.)348imo, ze istnieje szereg
spektakularnych zastosomwatéz barwnikowych, wykazuacych szczegélnselektywnaéé
wzgledem okrélonych biatek np. alouminy i lipoprotein osoczowyezy interferonu, to
powinny one stanowiraczej jeden z niwych krokdw chromatograficznych na wphych
etapach oczyszczania biatek. Ich wykorzystaniegbstnie dé& powszechne z uwagi na

wysoka pojemndc¢, tatwg dostpnaosé i niska cere tych zt@.

Rysunek 3-8 Struktury wybranych barwnikow unieruchamianyclef@ach
agarozowych: A/ Yellow 3; B) Red 8; C/ Blue 2

3.6.1. Przygotowanie zb barwnikowych

Tak jak w kadym przypadku chromatografii powinowactwa i tu rgea, na ktdrej osadzony
zostaje barwnik powinna spehdiakreslone wymogi, o ktdrych wspomniano wej.
Najpopularniejsza agaroza w tym przypadku dajeeztbniskim podstawieniu, a wynika to z
procedury wazania barwnikow, wymagagej temperatury powyej 40C , w ktorej agaroza
ulega stapianiu. Z kolei zta dekstranowe, unabwiajace swobodny przeptyw nawetdich
czasteczek (Sephadex G-150, G-200) wprowaglagjaniczenie przeptywu. Najlepsza
okazata sj agaroza poddana odpowiedniemu sieciowaniu (Sepb&L-4B, CL-6B,
Sephacryl S-300, Ultrogel, Bio-Gel A), wytrzymaoa temperatury nawet do 1@
Przylkczanie barwnikdéw do agarozy zachodzi w warunkackokiego pH (NgCO; lub
NaOH) w obecngxi soli (2% NaCl), w temperaturze 30°@Q Stopié podstawienia musi lgy
dobrany w kadej procedurze indywidualnie.

Przy obecnym rozwoju chromatografii barwnikowejtazczsciej korzysta si ze
stosunkowo tanich, gotowych zt@ unieruchomionymi barwnikami, sprzedawanymi w

zestawach, unmiwiajacych szybkie przetestowanie kilku ich wersiji.

3.6.2. Warunki stosowania zté barwnikowych
Oddziatywaniami warunkagymi adsorpgj biatek na unieruchomionych
barwnikach g oddziatywania jonowe i/ lub hydrofobowe. W zalesci od tego, ktére z nich

dominup nalezy dobierd& odpowiednie warunki sorpciji i elucji. | tak, gdgzaiat oddziatywa
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hydrofobowych jest wakszy, wzrost sity jonowejdulzie je wzmacniat, przeciwnie -
oddziatywania jonowe ulegrostabieniu. W roztworach o niskich wasteach pH adsorbenty
barwnikowe dodatkowo stagie efektywnymi wymieniaczami kationéw (udziat reszt
sulfonowych). Proces sorpcji powinien przebiegaobecnéci niskiej sity jonowej, co
mozna osagnaé np. rozciéczapc naktadany ekstrakt biatek. Optymalnie zalegansi starcie
0,05 M bufor Tris/HCI o odpowiednim pH i prébki 2 o obgtosci niewiekszej nk 0,5-2,0
ml, co jest istotne, zwtaszczae dla badanego uktadu zebarwnikowe zwykle dobierane
jest metod prob i bkdow. llas¢ nakladanego biatka nie powinna przekr&c2@ mg/mizelu.
Dla celow elucji najlepiej wystartowae zmiaq sity jonowej eluentu (np. wprowadzajl1

M NaCl), natomiast dla jej optymalizacjigo stosuje gitzw. elucg powinowactwa, w
ktorej wykorzystywaneas np. w przypadku enzymow ich substraty, koenzyimyipitory
lub efektory, w s{zeniu 10-krotnie wyszym ni odpowiednia stata dysocjacji, a gdy ta nie
jest znana, proponowane jesizeinie 10 mM.. | tak stosujeesnp. dla kinaz — ATP, dla
dehydrogenaz NADIub NADH, dla enzymoéw wizacych AMP — AMP. Niestety jest to
jednak mato ekonomiczny wariant.

Po wyselekcjonowaniu odpowiedniego zaqozostaje tylko dobéaodpowiedm skak
rozdziatu, biogc pod uwag ilos¢ naktadanego materiatu i pojen#datoza. W przypadku
oddziatywa stabych stosuje siwersg kolumnowy (rozmiar kolumny — wysokg: przekroj
= 2:5, przeptyw 1-5 ml/min), natomiast dla mocnzgjsh oddziatywa mazna stosowa
procedug ,batch”.

Chromatografia barwnikowa me by wykorzystywana w wersji pozytywnej — do
oczyszczania konkretnego biatka, alezealv wersji negatywnej - do oddzielania
zanieczyszcze ktore keda zatrzymywane na kolumnie. Mioa rownie, testuac szeregeli
barwnikowych, dobrataki zestaw ztd, w ktérym jeden krok stanowbedzie adsorpej

zanieczyszczea drugi krok pozytywsm adsorpagi oczyszczanego biatka.

3.6.3. Regeneracja i przechowywanie ztdbarwnikowych

O ile odmycie ztaa 1 M NaCl prowadzi do elucji wkszaci zaadsorbowanych biatek, z
czasem jednak, zwlaszcza przy stosowanideigyvych ekstraktow biatek, zie ulega
zanieczyszczeniu. W takich przypadkach stosgj@igiemywanie {dz mocry zasad (0,5 M
NaOH) lub silnym denaturantem (8 M mocznik lub d8stwor SDS) albo odpowiedni
sekwencj tych roztworéw. Po odmyciu wadadsorbenty naky przechowywa w roztworze
soli, w obecnéci bakteriostatykow. Przed ponownymygiem ztaze trzeba doktadnie odray

poniewa w trakcie przechowywania me dochodz do uwalniania barwnika, ktére jednak
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zachodzi nie na skutek odwracaloiowiazania barwnika do podia lecz w wyniku hydrolizy
pofaczen glikozydowych wystpujacych w matrycy.

3.7. Techniki chromatograficzne spokrewnione z chnmatografig

powinowactwa

3.7.1. Chromatografia chelatugca

Podstaw wykorzystania metali przgiowych w technice chromatografii powinowactwa
stanowi faktze mog, one bré udziat w wazaniach koordynacyjnych z elektrodonorowymi
resztami tacuchow bocznych aminokwasow takich jak histydyryateina czy tryptofan,
wystepujacymi na powierzchni biatek. Unieruchamianie metaliodpowiednich zlach
przebiega z udzialem grup chelatyjch, z tym zastrzeniem,ze wybrany metal musi
wykazywa wigksze powinowactwo do matrycyznilo biatka, w oczyszczaniu ktérego ma
wzia¢ udziat. Do najcgsciej stosowanych w tej technice grup chelgty¢h naley kwas
iminodioctowy (IDA), ktéry jest mocowany do Za —np. Sepharose 6B, poprzez diug
hydrofilowa grups dystansow, co pozwala na lepszlostpnas¢ unieruchomionego metalu
dla centréw wizacych na powierzchni biatka. lampopulara grup chelatujca jest
tris(karboksymetylo)etylenodiamina (TED), ktora apgdpowstatemu zka odmienne
wiasnaci w poréwnaniu z IDA.Zlae zawieraice TED wykazuje wiksze powinowactwo w
stosunku do jonu metalu i stabsze — w stosunkuatkdw poréwnaniu z analogicznym
ztozem IDA. Ztoza z TED tworz kompleksy (pojedyncze waanie koordynacyjne),
natomiast zt¢a z IDA tworz chelaty (koordynacja wielopunktowa).

Do najczsciej stosowanych metali przejowych w tym typie chromatografii natg cynk i
miedz, chocia znane te s3 zastosowania niklu, kobaltu i wapnia. Metodykaeunchamiania
tych metali w ztau jest stosunkowo prosta, polega na przepuszcoeipiowiedniego
roztworu soli metalu, ktéry zamierzamy zastosézEnCl, lub CuSQ) przez zige nie
obdarzoneadnym tadunkiem a jedynie posiaatag wtasnéci chelatugce (wynikajce z
obecndci TED lub IDA). Wyboru metalu dokonujemy metpprob i bkdow, pametajac
jedynie,ze mied tworzy silniejsze kompleksy z biatkamizrgynk, ale oznacza to

jednoczénie trudniejsze wymycie, zatem dlazkiego uktadu musimy dokoéatosownego
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dopasowania. Czynnikiem decydecym o whzaniu biatka jest pH w jakim ten proces
przebiega. Zakres optymalny to pH 6-8, w bardzasigdowym pH waizanie maée zachodz
przy udziale zdeprotonowanych reszt aminowychtrsto czynnikiem jest rowniesktad
buforu; naley unikat buforéw mogcych bra udziat w tworzeniu chelatow, zatem nie raog
one zawier&d EDTA czy cytryniandw. Zalecagbufory: octanowy, fosforanowy lub
Tris/HCI, chocia ten ostatni mze prowadzi do redukcji wazania i naley go stosowatylko
w oddziatywaniach o odpowiedniej mocy peuaiy biatkiem a metalem.

Obecnaé¢ mocznika, detergentow, czy soli powinno tnmmikomy wptyw na to
oddziatywanie, chocianiektérzy badacze wecz sugeryj dodatek soli (0,5 - 1 M) w celu
zniesienia oddziatywajonowych, ktore w tej sytuacji wprowadzajiebezpiecagstwo
oddziatywa niespecyficznych.

Z uwagi na zalenos¢ wigzania od pH, jego gradient rstanowt dobry sposéb na
wymycie zaadsorbowanego biatka (w pH 6-8, resabtyabe udziat w wazaniu g
zdeprotonowene, ohirenie pH prowadzi do ich protonacji i utraty ichashdgci
chelatugcych, co powoduje powolne wymywanie biatka). Inppsob elucji to
wprowadzenie ligandoéw kompetycyjnych (elucja powwactwa) takich jak: imidazol,
histamina, glicyna lub chlorek amonu, najlepiejuca w wersji gradientowej.
Zastosowanie czynnikow chelataych (EDTA, EGTA), oznacza usygie ze zlga catego
kompleksu biatko-jon metalu. Jest to metoda szyblkapowoduje uwolnienie wszystkich
zaadsorbowanych biatek, bez wadji na ich stopie powinowactwa wzgidem zt@a (brak
rozdzielczdci). W pewnych przypadkach ten sposob elucjzengdnak by korzystny.
Chromatograti tego rodzaju po raz pierwszy zastosowano w oczgsug biatek osocza, w
okresleniu topografii interferonu izolowanego zzriych gatunkoéw czy wreszcie rozdziatu
réznych subklas interferonu ludzkiego (tabela 5-4hiéga takze doniesienia o zastosowaniu
jonéw FE* w przygotowaniu chelatggego adsorbentu o specyficinbgrupowej w stosunku
do fosfoprotein i fosforanowych pochodnych aminokéwa. Przyktadowo, dla ovoalbuminy

wyrézniono w ten sposoéb trzy subklasy, anicowane pod wzgtlem stopnia fosforylacji.

Tabela 3-4 Przyktady biatek, w ktorych oczyszczaniu zastesao chromatografi

chelatujca.

oczyszczone biatko zastosowany metal

aktywator plazminogenu 7n
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kolegenaza yAj)
laktoferyna Ctf
biatka niehistonowe Ct
a,-makroglobulina Zn*?
fibrynogen ludzki Zf?
difosfataza nukleozydowa nCu

3.7.2. Chromatografia kowalencyjna

Wiazanie wekszaci ligandow w chromatografii powinowactwa przeldaegudziatem
gtéwnie grup aminowych i karboksylowych. Trzeci zaglreszt jakie biarudziat w tych
oddziatywaniach to grupy —SH. Matryce zawiecaj unieruchomione reszty sulfhydrylowe
znalazty zastosowanie w odniesieniu doazakdw posiadajcych w swej strukturze wolne
reszty tiolowe, co w szczegokw dotyczy enzymow. Zia tego typu oddziatajrowniez ze
zZwigzkami zawierajcymi ugrupowania atomow: C=0, C=C, N=N, jak rownzemetalami
cigzkimi (Hg), oraz z chlorkami alkilowymi i arylowymi.

Najczscie] stosowaneasztoza zawierajce reszty tiopropylu lub glutationu; te ostatnie,
stosowane do izolacji dych biatek, wykazuj jednak o wiele riisza pojemndc.

Adsorpcg mazna prowadzi zaréwno z zastosowaniem kolumny jak i procedaatch.
Proces przygotowania zta oraz roztworu biatka powinien przebiégatagodnych
warunkach (pH obejne lub lekko kwéne). W pH~ 8 wickszai¢ biatek zawierajcych tiole
reaguje dé&¢ szybko, natomiast w pH kémym (4,0) rénie selektywnéc¢ wiazania biatek,
poniewa wigzat beda sig tylko te, ktdre posiadajgrupy —SH z unikalnie niskim pK
Dotyczy to szeregu proteinaz cysteinowych , talaéhpapaina, w ktérej pkgrupy
sulfhydrylowej centrum aktywnego jest niskie, z givaa wys¢powanie wewatrz-
czasteczkowych wizan wodorowych.

Elucja zaadsorbowanych biatek odbywazudziatem niskocgsteczkowych tioli takich jak
ditiotreitol lub 2-merkaptoetanol w olzdpym pH buforu elucyjnego. Niektérzy autorzy
zalecag stosowanie rogitego gradientu atenia tego samego zawiku tiolowego lub
sekwenciji tioli o rosacej zdolndci redukcyjnej: 5-25 mM L-cysteina; 50 mM zredukawa
glutation; 20-50 mM 2-merkaptoetanol; 20-50 mMditeitol. Po elucji czynniki redukage
musz by¢ odmyte ze zipa i zasgpione reszt 2-pirydylowa (rys. 5-8). W tym celu naky
zmieszé 1 obgtos¢ etanolowego roztworu dwusiarczku 2-2’- dipirydy80-40 mg/ml) z
czterema olefosciamizelu w 0,1 M buforze boranowym pH 8,0, zawiecgym 1 mM EDTA.
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Mieszanir ogrzewamy pod chtodnizwrotra w temperaturze 80C przez 3 godziny. Zie
przemywamy etanolem i rownowany wyjsciowym buforem (w przechowywaniu stosujemy
0,02% azydek sodu).

Przyktad zastosowania takiego adsorbentu prezents)j&-9. W procesie wzania tioli, ze
ztoza uwalniany jest 2-tioketon pirydyny, posiagtaj wkasndci absorpcyjneX = 343nm), co

pozwala naledzenie procesu sorpcji.

Rysunek 3-9 Procesy sorpcji (a), elucji (b) i regeneracjiicprzyktadowej

procedurze kowalencyjnej wykorzysiogj wymiarg tiol — disiarczek.

3.8. Inne przyktady wykorzystania technik chromatogafii powinowactwa

bazujacych na dosgpnych handlowo ztgach

Chromatografia powinowactwa me byt rowniez uzyteczry technilky w izolacji okrélonych
komorek, wymaga jednak uwzghienia specyficznych warunkow niezimych do
zachowania ich stabildoi. Komérki selekcjonowane madpy¢ na ztzach zawierajcych
unieruchomione biatko lub inny ,ligand”, ktéry nawierzchni komérki rozpoznawany
bedzie przez inne specyficzne biatko lub receptonwagi na wielké¢ komorek, gtowny
problem stanowi bedzie dobor wiéciwej matrycy, ktéra pozwoli na swobagdith migracg
przez ztae. Zaktadajc sredni wielkos¢ komérek 50-7qum, wielkas¢ ziaren powinna
miesci¢ sie w granicach 250-350m. Oprécz standardowych wiasieoztoze to nie mae by
»toksyczne” w stosunku do komdérek i musi zachéwtabilng¢ w warunkach sterylizacji lub
autoklawowania.

Btona komorkowa zawiera szereg sktadnikow, ktéogarzostd wykorzystane w procesie
unieruchamiania, np. glikoproteiny btonowe mdxy¢ dla tych celéw szczegdlnieyteczne
przy zastosowaniu zidektynowych. Elucja zaadsorbowanych biatek museprega z
udziatem specyficznych eluentow, gdse wzgédu na efekty osmotyczne gradient soli w tym
przypadku nie mae by uzyty. Podobnie naley zwrac& uwag; na pH i temperatgreluentu.
Adsorbenty zawierage unieruchomiony welu agarazowym dtugi tcuch kwasu
poliurydylowego (poli(U)-Sepharose 4B) specyficzine sposob odwracalny wia kwasy
nukleinowe pochodzeniadiinnego oraz mRNA, poniewgrawie wszystkie esteczki
MRNA map w swej strukturze sekwenrdkwasu poliadenylowego, komplementado

sekwencji poli(U). Elugj zaadsorbowanych kwaséw prowadzimizy udziale czynnika
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niszcacego powstate w warunkach sorpcjamania wodorowe — formamidu. Podalmole
spetnia ztae poliadenylowe (poli(A)-Sepharose).

Innym przyktadem zlza, ktore stosowane jest w izolacji glikoproteirt jggaroza z
unieruchomionym fenyloboronianem (PBA). Istgggo wykorzystania jest zdoléodo

tworzenia komplekséw kowalencyjnych z cis-diolanys( 3-10).

Rysunek 3-10 Przebieg reakcji fenyloboronianu z ugrupowaniegids diolowym,
wystepujacym w resztach cukrowych glikoprotein i gieieniu rybozy w

nukleotydach.

Wiazanie zachodzi w 50 mM buforze Tris/HCI, pH 8,0xaajpcym 20 mM MgC}. Elucja
wymaga sorbitolu (gradient 0-50 mM) w tym samymdozé.

Dalsze szczegdtowe informacje na tematimemsci stosowania licznych, handlowo
dostpnych zt@ do chromatografii powinowactwa, znajdzie czytewiknnych
opracowaniach cytowanychzej oraz w szerokiej ofercie firm dostarcagjch tego typu

adsorbenty (Pharmacia, Pirce, Sigma, Amicon, BigRad
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