4. Filtracja zelowa (géd filtration chromatography — GFC)

Pierwsze proby separacji biomolekul, ze wzgledu na ich rozmiary, podejmowano juz
w latach czterdziestych obecnego wieku, ale dopiero w 1955 r opublikowano pierwsze
doniesienia na ten temat (1). Pierwszym zlozem zastosowanym z powodzeniem w filtracji
zelowej byt uwodniony krochmal kukurydziany. Niestety, mata odpornos¢ na $ciskanie przez
ci$nienie hydrostatyczne ograniczala zastosowanie tego materiatu. Dopiero wprowadzenie —
w koncu lat pieédziesiatych — usieciowanego dekstranu pozwolito rozwina¢ technike filtracji
zelowej na wigksza skale. Pojawil si¢ wtedy produkt o nazwie Sephadex, do dzi$ bardzo
popularny i powszechnie stosowany w klasycznej chromatografii niskoci$nieniowej. Od tego
czasu datuje si¢ dynamiczny rozwoj zaréwno zt6z przeznaczonych do filtracji zelowej, jak 1

ich zastosowan (patrz tabela 4.1.).

4.1. Podstawy teoretyczne filtracji zelowej

Separacja makroczasteczek przy zastosowaniu techniki filtracji zelowej polega na
wykorzystaniu porowatej struktury ziaren zelu oraz zjawiska dyfuzji, ktéoremu podlegaja
zarowno molekuty solwentu, jak i separowane makromolekuly. Zat6zmy, ze dysponujemy
zelem, ktorego ziarna maja ksztatt kulisty, z jednoczesna glteboka porowato$cia (rys 4.1.), przy

czym Sci$le kontrolowane podczas produkcji zelu byly zarowno rozmiary ziarna, jak i

wielko$¢ oraz jednorodnos$¢ pordw.

Rys. 4.1.

Sephadex G-200 widziany pod skaningowym mikroskopem elektronowym. Uwagg zwraca kulisty ksztatt ziaren
(A) oraz porowatos¢ powierzchni ziarna (B).
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Po uwodnieniu takiego zelu, we wszystkich porach ziaren oraz wokoét nich znajda si¢
czasteczki wody. W takiej postaci zel mozna tatwo upakowaé¢ w kolumnie chromatograficzne;
o odpowiednio dobranych rozmiarach. Zwykle przed rozpoczeciem rozdziatu
chromatograficznego dokonuje si¢ rownowazenia kolumny (zloza) solwentem odpowiednio
dobranym dla separowanego materialu wyjsciowego. W trakcie rownowazenia kolumny
dochodzi do wymiany wody na solwent - najszybciej w otoczeniu ziaren zelu, a dopiero
pozniej - dzigki zjawisku dyfuzji, w catej objetosci porowatego ziarna ztoza. Wiasnie proces
dyfuzyjnej wymiany solwentdow w porowatosciach zelu decyduje o tym, ze zréwnowazenie
kolumny wymaga przepuszczenia przez nig solwentu w ilosci rownej kilku jej objgtosciom.
Gdy kolumna jest juz zrownowazona, czyli gdy cata objgto$¢ kolumny jest rGwnomiernie
wypeliona wybranym solwentem, mozna na nia nanie$¢ material przeznaczony do separacji.
Krytycznym parametrem w technice filtracji zelowej jest objgto$¢ naniesionej na kolumng
probki. Objetos¢ ta nie powinna przekracza¢ 3-5% objgtosci kolumny. W przeciwnym razie
wynik separacji moze by¢ zupetnie niezadowalajacy. Po naniesieniu na kolumng materiatu
przeznaczonego do separacji dochodzi do jego wniknigcia w ztoze. Male makroczasteczki,
o rozmiarach mniejszych od rozmiaréw porow, moga dyfundowaé w porowatosci zloza.
Makroczasteczki o rozmiarach pordownywalnych z rozmiarami poroéw i wigksze, przeptywaja
przez kolumng wraz z solwentem, nie wnikajac w porowato$ci zelu. Im mniejsze sa makro-
molekuty tym glebiej moga penetrowac porowatosci ztoza. Obszar zajmowany przez strefe
naniesionej probki przemieszcza si¢ wzdluz kolumny wraz z solwentem, ale predkosé
przeptywu makromolekut jest mniejsza badz rowna predkosci przeptywania solwentu. Te
makromolekuty, ktére sa zbyt duze aby wnika¢ w porowata strukture ztoza, przemieszczaja
si¢ rownie predko jak solwent. Pozostate makromolekuly poruszaja si¢ tym wolniej, im sa
mniejsze. W zwiazku z tym, pierwsze kolumng opuszcza te makroczasteczki, ktore byty zbyt
duze aby wnika¢ w porowatosci ziaren, a pozniej beda wymywane coraz mniejsze makro-
molekuty, w porzadku podyktowanym ich rozmiarami.

Ten uproszczony opis procesu separacji makromolekul wymaga jeszcze pewnych
uzupehien. Otdz w rzeczywistosci naniesiona probka, w zaleznos$ci od stezenia rozdzielanych
makromolekut i1 sktadu solwentu, moze by¢ mniej lub bardziej lepka. Zbyt wysoka lepkos¢
probki moze by¢ przyczyna znacznego pogorszenia rozdzielczo$ci metody, a nawet moze
uniemozliwi¢ separacje molekut, zatykajac 1 niszczac ztoze. Warto w tym miejscu zauwazyc,
ze takie czynniki jak: warto$¢ pH, warto$¢ sity jonowej, st¢zenie jonéw metali i sktad
buforéw, nie maja wigkszego znaczenia dla warunkow separacji tak diugo, jak dlugo nie

wplywaja one na rozmiary i stabilno$¢ rozdzielanych molekul oraz ziaren Zelu.
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Na dobra jakos$¢ rozdzialu wptywa rowniez rozmiar kolumny. Im kolumna jest dtuzsza,
tym rozdzielczo$¢ metody jest lepsza, ale niestety odbywa si¢ to kosztem czasu potrzebnego
na dokonanie separacji. Konieczny jest w tym przypadku kompromis pomigdzy
oczekiwaniami w stosunku do rozdzielczo$ci metody i czasu trwania separacji. Tym bardziej,
ze ze wzrostem dtugosci kolumny czas separacji wzrasta liniowo, a rozdzielczos$¢ tylko jak
pierwiastek kwadratowy z tej dtugosci.

W praktyce laboratoryjnej stosuje si¢ kolumny chromatograficzne o réznych rozmiarach.
Warunki rozdzialu zaleza natomiast od szybkos$ci, z jaka eluent przeplywa przez kolumng.
Jezeli predkos¢ wyplywu eluentu wyrazamy w ml/min (tak najczesciej postgpujemy) to przy
tej samej predkosci wyptywu z dwéch kolumn o réznych przekrojach poprzecznych predkosée
przeptywu eluentu przez ztoze wypetniajace kolumng bedzie r6zna. Trudno wtedy porownac
warunki separacji molekut oraz rozdzielczo$¢ zi6z. Aby ujednolici¢ opis faktycznych
warunkow separacji makromolekut, przyjeto postugiwaé si¢ pojeciem liniowej predkosci
przeptywu, ktéra nie zalezy od rozmiaréw kolumny i jest wyrazana w cm/godz. Zaleznos¢
miedzy objgtosciowa predkoscia przeptywu 1 jej liniowym odpowiednikiem dana jest
roOwnaniem:

Predkos¢ objetosciowa (ml/min.) x 60
Predko$é liniowa (cm/godz.) =

Przekréj poprzeczny kolumny (cm?)

We wszystkich rozwazaniach teoretycznych przyjmuje si¢ upraszczajace zalozenie, ze
wszystkie separowane makromolekuly — pomimo roéznych rozmiaréw — maja taki sam
regularny, symetryczno-obrotowy ksztatt. W rzeczywistosci istnieje duza roznorodnos$¢ form
przestrzennych makromolekut i wyznaczona na podstawie filtracji zelowej warto$¢ masy
czasteczkowe] moze by¢ obarczona znacznym bigdem. Wynika to z réznic w strukturze
przestrzennej makromolekul uzytych do standaryzacji kolumny oraz obecnych w
rozdzielanym materiale. Zawsze nalezy pamigtaé, ze standaryzacja kolumny jest poprawna
tylko dla $cisle okreslonego sktadu solwentu, w ktorym dokonano standaryzacji. Zastosowanie
innego solwentu moze by¢ przyczyna zardéwno zmian w strukturze przestrzennej
makromolekut, jak 1 wptywac na niespecyficzne oddzialtywania separowanych makromolekut
ze ztozem. Ten ostatni czynnik, pomimo wysitkéw producentéw zt6z, zawsze musi by¢ brany
pod uwage, gdyz niespecyficzne oddziatywanie biomolekut z zelami wystepuje zawsze 1 jest
najwazniejsza przyczyna niemozliwosci zamiennego stosowania rdznych zeli. Zamiana
jednego rodzaju zelu na inny zawsze wymaga ponowne;j standaryzacji kolumny.

Zalety i wady techniki filtracji zelowej

Zalety:
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- technika tatwa do zastosowania oraz interpretacji wynikow

- mozna separowa¢ wszystkie rodzaje biomolekut

- probka moze by¢ naniesiona na kolumng i eluowana z niej w tym samym
solwencie

- proces separacji bardzo stabo zalezy od sktadu solwentu

Wady:

- obje¢tos¢ nanoszonej probki jest ograniczona i zawsze musi pozostawa¢ w odpo-
wiedniej proporcji do objetosci kolumny

- rozdzielczo§¢ metody jest znacznie gorsza w poroOwnaniu z metodami
adsorbcyjnymi, szczegdlnie gdy stosowane sa techniki elucji gradientowe;.

4.2. Zloza stosowane w filtracji zelowej

Blisko czterdziestoletni okres stosowania techniki filtracji zelowej zaowocowal wprowa-
dzeniem nowych zt6z o mocno zréznicowanych wlasciwosciach, pozwalajacych z powodze-
niem stosowa¢ t¢ technike zaré6wno w skali analitycznej, jak 1 preparatywnej oraz
przemystowej. W tabeli 4.1 zestawione sa wybrane dane dotyczace aktualnie dost¢pnych
716z, najczescie) stosowanych w technice filtracji zelowej w zakresie niskich cisnien.

Zoza przedstawione w tabeli 4.1. r6znig si¢ nie tylko rodzajem materiatu uzytego do ich
przygotowania, ale rOwniez rozmiarami ziaren zelu oraz porowatoscia, co rzutuje tak na
zakres mas czasteczkowych biatek, ktore mozna rozdziela¢ na tych ztozach, jak i na opory
przeptywu solwentéw przez kolumng¢ wypeilniona wybranym zelem. Ogdlnie ujmujac, im
wigksze sa rozmiary ziarna zelu, tym mniejsze sa opory przeplywu, ale tym gorsza jest zwykle
selektywnos$¢ rozdziatu. Z drugiej strony, im mniejsze sa rozmiary poréw w ziarnie zelu, tym
mniejsze molekuly biatkowe moga by¢ skutecznie rozdzielane przy jego zastosowaniu.

Wigkszos¢ ztoz dostgpna jest w kilku rodzajach w ramach tej samej grupy (scharakte-
ryzowanej zakresem rozdzielanych mas czasteczkowych). Sa to typy: coarse, medium, fine
1 superfine. Jak tatwo zauwazy¢, ztoza typu coarse zbudowane sa z zeli o duzych wymiarach
ziaren, co umozliwia uzycie tego ztoza przy stosunkowo duzych przeptywach objgtosciowych
solwentu. Natomiast ztoza typu fine czy superfine sktadaja si¢ z zeli o znacznie mniejszych
rozmiarach ziaren, przy zachowaniu tych samych rozmiardw poréw. Uzycie ztoza o mniej-
szych rozmiarach ziaren ogranicza znacznie pr¢dkos$¢ przepltywu solwentu, jezeli przeptyw
wymuszany jest takim samym ci$nieniem jak w przypadku zloza o wigkszych ziarnach.
W zamian za ograniczenie predkosci przepltywu i wydtuzenie czasu trwania rozdziatu mozna
jednak uzyska¢ znacznie lepsza selektywno$¢ separacji. Poszczegdlne ztoza charakteryzuja sig

roOwniez zrdznicowang wytrzymatoscia mechaniczna oraz odpornoscia na stosowane solwenty.
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Ogolna charakterystyka odpornosci chemicznej podana jest w tabeli 4.1, ale wskazanym jest,
aby przed uzyciem ztoza doktadnie sprawdzi¢ jego odpornos$¢ na chemikalia, korzystajac z

dostarczonej przez producenta informacji o produkcie.

Tabela 4.1.

Wybrane ztoza przeznaczone do filtracji Zelowej technika klasycznej chromatografii
niskocisnieniowej. Dane zaczerpnigto z aktualnego katalogu firmy Amersham Pharmacia Biotech
(2000 r.) oraz z ma-teriatow promocyjnych: Gel filtration. Principles and Methods (2)

Nazwa handlowa Materiat Rozmiar Zakres mas Zakres pH
zelu ziarna czasteczkowych (odporno$¢ chemiczna)
(Um) (x10%)
Sephadex

G-10 Usieciowany 55-160 - 0,7 2-13
G-15 dextran . 60-181 - 1,5 (moze by¢ stosowany w
G-25 Coar;e z QOdatklem 172-516 1-5 wodnych roztworach soli oraz w
G-25 Medium epichlorohydryny 86-258 1-5 niskich stezeniach alkoholi - do
G-25 Fine 34-138 1-5 20%, wysoka odpornosé¢
G-25 Superfine 17- 69 1-5 termiczna)
G-50 Coarse Usieciowany 200-600 1,5-30 2-10
G-50 Medium dextran 100-300 1,5-30 (moze by¢ stosowany w
G-50 Fine z QOdatklem 40-160 1,5-30 wodnych roztworach soli oraz w
G-50 Superfine epichlorohydryny 20- 80 1,5-30 niskich stezeniach alkoholi - do
G-75 90-280 3-80 20%, wysoka odporno$¢
G-75 Superfine 20- 90 3-70 termiczna
G-100 100-300 4-150
G-100 Superfine 30-100 4-100
G-150 120-350 5-300
G-150 Superfine 30-115 5-150
G-200 130-390 5-600
G-200 Superfine 30-130 5-250
Sephadex LH-20 male biomolekuty

Sephadex LH-60

(moze by¢ stosowany
w obecno$ci rozpuszczalnikow

organicznych)
Sepharose Agaroza
2B 60-200 70 - 40 000 4-9
4B 45-165 60 - 20 000 (wodne roztwory alkoholi i soli
6B 45-165 10 - 4000 z wyjatkiem soli chaotropowych)
Sepharose Agaroza 3-13
CL-2B sieciowana 60-200 70 - 40 000 (odporno$é na obecnos¢ soli
CL-4B 45-165 60 - 20 000 chaotropowych oraz szeregu
CL-6B 45-165 10 - 4000 rozpuszczalnikéw organicznych)
Sephacryl
S-100 HR Dextran- 25-75 1- 100 3-11
S-200 HR bisakrylamid 25-75 5- 250 (wysoka odporno$é chemiczna i
S-300 HR 25-75 10- 1500 termiczna z wyjatkiem silnych
S-400 HR 25-75 20 - 8 000 utleniaczy)
S-500 HR 25-75 40 -20 000
S-1000 SF 25-75 500 - >100 000
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Gotowe kolumny wypelnione zlozami niskoci$nieniowymi

Wypehienie

Zastosowanie

HiTrap Desalting
Fast Desalting
PD-10 Columns

NAP Columns

NICK Spin Columns

MicroSpin G-25
MicroSpin G-50
Columns

MicroSpin S-400HR
MicroSpin S-300HR
MicroSpin S-200HR

Sephadex G-25 Superfine
Sephadex G-25 Superfine
Sephadex G-25 Medium

Sephadex G-25 DNA grade

Sephadex G-50 DNA grade

Sephadex G-25 DNA grade
Sephadex G-50 DNA grade

Sephacryl S-400 HR
Sephacryl S-300 HR
Sephacryl S-200 HR

Wymiana buforéw i odsalanie probek, separacja
makromolekut od niskoczasteczkowych znaczni-
kow, fragmentow degradacji lub sktadnikow
uzytych do syntezy. Przeplyw solwentow wymu-
szany grawitacyjnie, przy pomocy strzykawki lub
systemu chromatograficznego

Wymiana buforéw i odsalanie probek, separacja
makromolekut od niskoczasteczkowych znaczni-
kow, fragmentow degradacji lub sktadnikow
uzytych do syntezy. Szybki przeptyw solwentow
wymuszany przy pomocy znacznych sit odsrod-
kowych uzyskiwanych dzigki wir6wkom.

Columns

cDNA Spun
Columns

Sephacryl S-300 HR

AutoSeq G-50 Sephadex G-50 DNA grade

ProbeQuant G-50
Micro Columns

Sephadex G-50 DNA grade

Miniprep Spun
Columns

Sephacryl S-400 HR

SizeSep-400 Spun
Columns

Sephacryl S-400 HR

W tabeli 4.1. znajduja si¢ réwniez zloza przystosowane do pracy w obecnosci
rozpuszczalnikéw organicznych (Sephadex LH-20 i Sephadex LH-60). Zloza te sa uzywane
zwykle do frakcjonowania matych makromolekut (lipidow, witamin czy hormonow wymaga-
jacych obecnosci rozpuszczalnikow niepolarnych dla pozostania w formie rozpuszczone;.

Ztoza stosowane w niskoci$nieniowe;j filtracji zelowej mozna spotka¢ rOwniez w postaci
gotowych do uzycia matych kolumienek, ktére moga by¢ stosowane zaréwno do odsalania
probek jak 1 wymiany buforowej. Gotowe kolumny sa tak przygotowane, aby umozliwié
natychmiastowa pracg¢ bez potrzeby stosowania dodatkowego i skomplikowanego sprzgtu.
W wigkszosci przypadkéw dla wymuszenia przeplywu solwentu wystarcza pole grawitacyjne.
Aby przyspieszy¢ proces separacji mozna rowniez stosowac strzykawke lub system
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chromatograficzny wyposazony w pompe. W pewnych jednak przypadkach niezbedne jest
zastosowanie mikrowirowki w celu wymuszenia szybkiego przeplywu solwentu przez
kolumne.

Wigkszo§¢ prezentowanych powyzej zl6z moze by¢ stosowana w warunkach
niskocisnieniowych tak w skali preparatywnej, jak 1 w skali produkcyjnej. Ztoza te nie nadaja
si¢ jednak do prac analitycznych i mikropreparatywnych. Dla tych celow przygotowane sa
inne zloza, o znacznie mniejszych rozmiarach ziaren i wigkszej odpornosci mechaniczne;.
Moga one pracowac przy znacznie wyzszych ci$nieniach wymuszajacych przeptyw solwentow
(tabela 4.2). Do wymuszenia przeptywu przez ztoza niskoci$nieniowe wystarcza rdznica
cisnien hydrostatycznych, wynikajaca z roznicy poziomdéw cieczy na koncach kolumny
znajdujacej si¢ w polu grawitacyjnym, lub ci$nien wymuszonych przez pompg perystaltyczna.
W przypadku zt6z analitycznych, wysokoci§nieniowych, potrzeba pomp pracujacych w syste-

mach HPLC lub FPLC.

Tabela 4.2.

Wybrane zloza i gotowe kolumny chromatograficzne przeznaczone do prac przy wysokim
ci$nieniu 1 charakteryzujace si¢ wysoka zdolno$cia rozdzielcza. Dane zaczerpnig¢to z aktualnego

katalogu firmy Amersham Pharmacia Biotech (2000 r.)

Zakres mas
Nazwa handlowa Materiat Rozmiar ziarna czasteczkowych Zakres pH
(um) (x10%)
Ztoza przeznaczone do samodzielnego przygotowania kolumn
Superdex 30 Agaroza /dextran 34 <10 1-14
Prep grade Sieciowane
Superdex 75 Agaroza/dextran
Prep grade Sieciowane 34 3-70 1-14
Superdex 200 Agaroza/dextran
Prep grade Sieciowane 34 10 - 600 1-14
Superose 12 Agaroza
Prep grade gesto sieciowana 20-40 1-300 1-14
Superose 6 Agaroza
Prep grade gesto sieciowana 20-40 5-5000 1-14
cd. tabeli 4.2. Zakres mas
Materiat Rozmiar ziarna czasteczkowych Zakres pH
Nazwa handlowa (Mm) (XIOS)
Gotowe kolumny chromatograficzne (FPLC i HPLC)
Superdex peptide Agaroza/dextran 13 0,1-7 1-14
Sieciowane
Superdex 75 HR Agaroza/dextran 13 3-70 1-14
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Sieciowane
Superdex 200 HR Agaroza/dextran 13 10— 600 1-14
Sieciowane
Superose 12 Agaroza ggsto sieciowana 10 1-300 1-14
Superose 6 Agaroza ggsto sieciowana 13 5-15000 1-14

Warto zauwazy¢, ze ztoza do filtracji zelowej, z wytaczeniem typu Sephacryl, zbudowane sa
na bazie agarozy i dextranu, przez co sa biologicznie bezpieczne (biokompatybilne). Produkty
innych firm bardzo czgsto bazuja na polimerach akrylamidu - bardzo silnej neurotoksyny, ktora
w ekstremalnych warunkach (wysokie lub niskie pH, wysokie ci$nienia) moze by¢ uwalniana

z kolumny.

4.3. Przyklady zastosowan techniki filtracji zelowej

Przyklad 4.1.
Kalibracja kolumny wypelnionej ztozem Sephadex G-200 Superfine (3)

Wprowadzenie:

Podstawowa metoda identyfikacji makromolekut rozdzielanych technika filtracji zelowej
jest okreslenie czasu retencji lub objetosci elucji dla danej molekuty i przyporzadkowanie im
okreslonej masy czasteczkowej. Zalezno$¢ czasow retencji (objgtosci elucji) od mas
czasteczkowych makromolekul nalezy dla danej kolumny wyznaczy¢ doswiadczalnie.
Czynnos¢ tg przyjeto nazywac kalibracja kolumny. Raz przeprowadzona kalibracja kolumny
zachowuje swa waznos¢ tylko dla warunkow separacji identycznych z tymi, ktore panowatly
w trakcie kalibracji. Jezeli zmianie ulegnie ztoze w kolumnie, rodzaj solwentu, temperatura
kolumny lub predkos$¢ przeptywu eluentu, to kolumne nalezy kalibrowa¢ od nowa. W
wigkszo-§ci jednak przypadkoéw niewielka zmiana sktadu solwentu czy temperatury kolumny
nie wptywa zauwazalnie na czas retencji wybranej makromolekuly. Aby jednak mie¢ pewnos¢
prawidlowej interpretacji chromatogramu, uzyskanego w wyniku przeprowadzonego
rozdziatu, nalezy postugiwac si¢ aktualna kalibracja kolumny. Sam proces kalibracji kolumny
nie nastr¢cza zwykle problemow i polega na dokonaniu separacji mieszaniny makromolekut
o dobrze zdefiniowanych wlasciwosciach — glownie masie czasteczkowe] — i
przyporzadkowaniu odpowiednich pikow i ich czasow retencji (objgtosci elucji) odpowiednim

makromolekutom wchodzacym w skltad mieszaniny kalibracyjnej. Jako mieszaniny
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kalibracyjnej najwygodniej jest uzy¢ gotowych zestawoéw kalibracyjnych, oferowanych przez
firmy dostarczajace ztoza i kolumny. Zwykle mozna zaopatrzy¢ si¢ w zestawy zawierajace 4-5
roznych makromolekut o tak dobranych masach czasteczkowych, aby tatwo bylo je rozdzielié.
Dla jeszcze wigkszej wygody, zestawy te podzielono na wysokoczasteczkowe (high
molecular weight - HMW) 1 niskoczasteczkowe (low molecular weight — LMW), tak aby

tatwo bylo dobra¢ standardy do mas czasteczkowych separowanych molekut.

Rys. 4.2.

Schemat manualnego niskoci$nieniowego syste-
mu chromatografii cieczowej umozliwiajacego
pracg w warunkach izokratycznych. Solwent z
naczynia A tloczony jest przez pompg
perystaltyczna P1 na kolumne XK26/70. Po
drodze solwent przeptywa przez zawor LV4,
umozliwiajacy skierowanie go albo bezposre-
dnio na kolumng albo przez aplikator probek
SA50. W sytuacji jak na rysunku, solwent
tloczony jest bezposrednio na kolumng, a do
aplikatora probek podawany jest materiat
przeznaczony do separacji. Po przekreceniu
zaworu o kat 90°, potaczone zostang inne kanaty
co wymusi przeptyw solwentu przez aplikator
prébek i naniesienie rozdzielanego materiatu na
kolumng. Wyjscie kolumny potaczone jest z
detektorem UV1, gdzie w spo-sob ciagly
monitorowana jest gestosé optyczna
wyplywajacego z kolumny eluentu. Wyjscie
z detektora polaczone jest kapilarna rurka
z zaworem LV3, ktory pozwala na wybdr dalszej drogi eluentu — albo do kolektora frakceji (RediFrac) albo do
odpadéw ciekltych (W). Elektryczny sygnat z detektora UV1 jest podawany na rejestrator (Rec-111)
i zapisywany na tasmie przesuwajacego si¢ papieru, dajac w rezultacie chromatogram.

Material:
1. Mieszanina wysokoczasteczkowych (HMW) i niskoczasteczkowych (LMW)
standardow biatkowych dla filtracji zelowej firmy Amersham Pharmacia Biotech
(APB) o skladzie:
tyreoglobulina (669 k — HMW), ferrytyna (440 k — HMW), katalaza (232 k — HMW)),
aldolaza (158 k — HMW), albumina wolowa (67 k — LMW), ovalbumina (43 k — MW),
chymotrypsynogen A (25 k — LMW), rybonukleaza A (13,7 k - LMW).
2. Zel Sephadex G-200 Superfine.
Aparatura:
1. Pompa perystaltyczna P1.

Detektor UV1 z filtrem 280 nm.
Rejestrator Rec-111.

2. Kolumna XK 26/70 lub C 26/70 (¢=26 mm, 1 =70 cm).
3. Aplikator probek SA-50.

4. Zawor LV4.

5. Zawor LV3.

6.

7.
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8. Kolektor frakcji RediFrac.
Uwaga! Alternatywnie zamiast detektora UV1 1 rejestratora Rec-111 mozna zastosowac
spektrofotometr Ultrospec 2000 z celka przeptywowa 75 pl 1 modulem programu
komputerowego Swift TimeDrive, co pozwala gromadzi¢ dane w pamigci komputera.

9. Pompka wodna.

10. Kolba umozliwiajaca odpowietrzenie ptynu pod proznia.

Odczynniki:

1.

50 mM bufor fosforanowy zawierajacy 100 mM NacCl, pH 6,8.

2. 2% wodny roztwor azydku sodu.

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:
a) przygotowanie zloza.

Odwazy¢ 20 g suchego zelu Sephadex G-200 SF i wsypac¢ (powoli) do zlewki
zawierajace] 500 ml buforu fosforanowego, caly czas delikatnie mieszajac szklana
bagietka powstajaca zawiesing zelu.

Pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na okres trzech godzin, a nast¢pnie przy
pomocy pompki wodnej delikatnie zebra¢ supernatant z drobnymi fragmentami
zelu, ktore nie opadty na dno.

Ponownie zala¢ zel buforem fosforanowym do poczatkowej objetosci. Czynnosci
te powtorzy¢ po kolejnych trzech godzinach 1 po 10-12 godzinach. Dla osiagnigcia
odpowiedniego uwodnienia zelu potrzeba w tych warunkach okoto trzech dni (72
godz.). Dopiero po uptywie tego czasu zel nadaje si¢ do wypelnienia kolumny, ale
po uprzednim odpowietrzeniu pod prdznia.

Czas potrzebny na odpowiednie uwodnienie zloza mozna znacznie skrocié
inkubujac zawiesing zelu w tazni wodnej w temperaturze wrzenia wody.
Gotowos¢ do pracy zelu mozna wtedy osiagnac po okoto 5 godzinach. Dodatkowa
korzyscia takiego traktowania zelu jest to, ze nie potrzeba go odpowietrzac¢ przed
wypehieniem kolumny.

b) Wypeknienie kolumny.

Kolumng umocowa¢ pionowo i od dolu napemli¢ ja, przy pomocy pompy
perystaltycznej albo strzykawki buforem fosforanowym (do wysokosci okoto
3 cm). Zamkna¢ wylot kolumny, uniemozliwiajac wyptyw buforu. Czynno$¢ ta ma
na celu usunigcie powietrza z dolnego we¢zyka oraz sit zamykajacych kolumng od
dotu.

Na gornym koncu kolumny warto zamocowaé naczynie do wypetniania kolumny,
pozwalajace wprowadzi¢ ztoze do kolumny w sposéb jednostajny, nawet wtedy,
gdy chcemy kolumneg wypetni¢ w catosci 1 pracowac bez adaptorow.
Odpowietrzona zawiesing ztoza (75% zloza w buforze) nalewa¢ powoli, ale
w sposob ciagly, do kolumny. Podczas tej czynno$ci moze by¢ pomocnym
zastosowanie cienkiego szklanego preta o dlugosci wigkszej niz dlugos$¢ kolumny.
Pret ten pozwala usuna¢ przypadkowe pecherze powietrza w uktadajacym sig zelu.
Po napehieniu kolumny nalezy ja zamkna¢ od gory (adaptorem lub przez naczynie
do wypehiania kolumny) uwazajac aby nie wprowadzi¢ do $rodka powietrza.
Wezyki oraz adaptor powinny by¢ wczesniej napetnione buforem.

Otworzy¢ wylot kolumny 1 przy pomocy pompy perystaltycznej wymusié
nominalny przeptyw solwentu (przeptyw przewidziany dla pracy kolumny).
Pozwoli¢ na sedy-mentacje zelu (okoto 3 godz.) 1 dostosowaé¢ adaptor do
wysokosci ztoza lub usuna¢ naczynie do wypetniania kolumny. Kolumng zamkna¢
od gory nakrgtka z wezykiem doplywowym.  Tak przygotowana kolumng
zastosowac do separacji standardow.
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Przebieg doswiadczenia:

Oba zestawy standardow biatkowych do filtracji zelowej zawieraja po 50 mg
kazdego ze sktadowych biatek. Przygotowaé, na bazie buforu fosforanowego,
10 ml mieszaniny standardow bialkowych o stezeniu kazdego ze skladnikow
0,1 mg/ml. Pominaé tyreoglobuling i1 ferrytyng, ktérych masy czasteczkowe
wykraczaja poza zakres mas separowanych przez ztoze Sephadex G-200 SF.
Zmontowa¢ manualny system chromatograficzny wedtug schematu przedstawio-
nego na rysunku 4.2.

Wypehi¢ buforem fosforanowym aplikator probek SA-50 (przy otwartym zaworze
odpowietrzajacym) i po jego zamknigciu wymusi¢ przeptyw buforu przez kolumneg
z predkoscia objgtosciowa réwna 0,15 ml/min, co odpowiada predkosci liniowej
okoto 1,7 cm/godz.

Ustawi¢ przetacznik zakresu absorbancji detektora na 1,0, a rodzaj pracy na AU
1 wlaczy¢ zasilanie detektora (peilna stabilno$¢ pracy lampa osiaga dopiero po
jednej godzinie). Czulo$¢ rejestratora ustawi¢ na zakres 10 mV. Po uptywie
godziny ustawi¢ lini¢ bazowa rejestratora na poziomie zera.

Zawor LV3 ustawi¢ w pozycji omijajacej kolektor frakeji 1 kierujacej wyplyw
z kolumny do naczynia na odpady ciekte.

Wypehi¢ koszyk kolektora frakcji probowkami o objetosci 4 ml (70 sztuk),
ustawi¢ rodzaj pracy w trybie czasu 1 wybrac czas frakcjonowania rowny 25 minut
(objetos¢ frakeji rowna 3,75 ml).

Pozwoli¢ systemowi pracowac przez jedna godzing obserwujac zachowanie linii
bazowej na rejestratorze. Jezeli linia bazowa jest stabilna mozna przystapi¢ do
naniesienia probki na kolumng.

Zawor LV4 ustawi¢ w pozycji omijajacej aplikator probek i przy pomocy
strzykawki (10 ml), przebijajac igta gumowa membrang, nanies¢ probke na dno
aplikatora. W tym momencie system jest gotowy do rozpoczgcia separacji.
Przekrecajac zawor LV4 spowodowac naniesienie probki na kolumne.
Przekrecajac zawor LV3 1 weciskajac przycisk "start" w kolektorze frakcji
rozpoczac zbieranie frakcji. Peten czas trwania rozdzialu nie powinien by¢ krotszy
niz 30 godzin. Przy dobrze sprawdzonym systemie rozdziat moze by¢ prowadzony
w sposob ciagly bez konieczno$ci stalego nadzoru operatora. Nalezy jednak
pamigtaé o zaopatrzeniu systemu w odpowiednia ilo$¢ buforu fosforanowego
(okoto 500 ml).

Oczekiwane wyniki:Po uplywie okoto 30 godzin separacja biatek wchodzacych w sktad

standardow powinna by¢ ukonczona. Rejestrator powinien wykresli¢ uktad szesciu pikow.

Pierwszy pik powinien pojawi¢ si¢ po wyplynigciu z kolumny okoto 130 ml solwentu (14

godz.). W piku tym zawiera si¢ katalaza. Kolejne biatka powinny by¢ eluowane w

nast¢pujacej kolejnosci: aldolaza (16 godz., 145 ml), albumina wotowa (20 godz., 180 ml),

ovalbumina (22 godz., 200 ml), chymotrypsynogen A (25 godz., 225 ml) oraz rybonukleaza

A (28 godz., 250 ml). Na podstawie uzyskanych wynikow mozna przygotowaé krzywa
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kalibracyjna, odktadajac na osi pionowej masy czasteczkowe standardow a na osi poziome]
objetos¢ elucji lub czas retencji. W skali logarytmiczno-liniowej krzywa kalibracyjna
powinna mie¢ posta¢ linii prostej. Tak wykalibrowana kolumng¢ mozna zastosowac do
separacji materiatlu o nieznanym sktadzie bialek, uzyskujac informacj¢ o ilosci i wielko$ci

rozdzielanych molekut.

kolumna: XK26/70
0,12 —+ ztoze: Sephadex G-200
SF 1000
standardy: T =
1.katalaza - 232 k

H

2. aldolaza - 158 k 5
0.1 T 3.BSA-67k
r 4 avalhumina - 43 k 4

gsteczkowa standardu

cz

gestosé optyczna w 280 nm

asa

m

objetos¢ elucji (ml)

50

Rys. 4.3.

Kalibracja kolumny XK26/70 wypekionej ztozem Sephadex G-200 SF. Krzywa kalibracyjna sporzadzona
w skali log-lin przedstawia lini¢ prosta.

Regeneracja i przechowywanie zloza:

Po zakonczeniu pracy, jezeli przerwa w uzytkowaniu kolumny bedzie dtuzsza niz jeden
tydzien, kolumng nalezy zabezpieczy¢ przed porastaniem bakterii. Nalezy wtedy przepuscié
przez kolumng 300 ml buforu fosforanowego z dodatkiem 0,01% azydku sodowego.
Po wykonaniu tej operacji nalezy wyloty kolumny szczelnie zamkna¢, aby ja zabezpieczy¢
przed wysychaniem. Dobrze zabezpieczona kolumng mozna przechowywaé przez szereg
miesigcy w temperaturze pokojowej. Jezeli jednak nie bierze si¢ pod uwagg ponownego
uzycia kolumny w dajacym si¢ przewidzie¢ czasie, wygodniej jest wypakowac ztoze, dodac
do niego wodnego roztworu azydku sodu, do koncowego stezenia 0,01%, 1 przechowywac je
w lodéwce. Przed ponownym wypelnieniem kolumny ztoze nalezy kilkakrotnie przeptukaé

w solwencie przewidywanym do uzycia.

Uwagi:
1. W przypadku kalibracji kolumny mozna zaniedba¢ pracg kolektora frakc;ji.
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2. W przypadku separacji interesujacego nas materiatu zbieranie frakcji mozna rozpo-

czac od 10-tej godziny rozdziatu.

Objetos¢ nanoszonej probki nie moze przekroczy¢ 5% objgtosci kolumny.

4. Stezenie bialka w nanoszonej probce nie powinno przekracza¢ 30 mg/ml. Przy
wyzszych stezeniach lepkos$¢ probki moze znacznie pogorszy¢ warunki separacji
a w skrajnych przypadkach kolumna moze ulec zatkaniu.

5. Zastosowanie spektrofotometru Ultrospec 2000 z oprogramowaniem, zamiast
detektora UV1 1 rejestratora Rec-111, znacznie upraszcza procedur¢ rejestracji
wynikow oraz ich interpretacji. Co wigcej, mozna wtedy rejestrowaé gestosc
optyczna wyplywajacego z kolumny materialu jednoczesnie w wielu dlugosciach
fali.

6. Separacje makromolekul na kolumnie wypekionej ztozem do filtracji zelowej
mozna przeprowadzi¢ bez uzycia pompy, wykorzystujac w tym celu grawitacyjny
przeptyw solwentu przez kolumng. W takiej sytuacji predkos$¢ przeptywu mozna
regulowaé wysokoscia stupa cieczy — solwentu. Mozna rowniez zrezygnowaé z
ciagtej detekcji gestosci optyczne] cieczy wypltywajacej z kolumny na rzecz
pomiaru tej wielkosci w poszczegolnych frakcjach. Ten sposdb postgpowania
umozliwia prowadzenie separacji z zastosowaniem filtracji zelowe;] w
laboratoriach nie posiadajacych odpowiedniego wyposazenia chromatograficznego.
Jedynym ele-mentem koniecznym do pracy w technice filtracji zelowej jest
kolumna wypeiniona ztozem. Pozostale elementy systemu mozna w dos¢ dowolny
sposOb wymieniac i zastgpowac innymi.

[98)

Przyklad 4.2.

Frakcjonowanie hydrolizatu lancucha y fibrynogenu (4)

Wprowadzenie:

Zaro6wno enzymatyczne jak 1 nieenzymatyczne trawienie biatka prowadzi do
powstania licznych fragmentow peptydowych, charakteryzujacych si¢ duzym zréznicowaniem
zaré6wno mas czasteczkowych jak 1 aktywnosci biologicznej. Procedura izolowania wybranego
fragmentu trawionej makromolekuty zawiera zwykle dwa etapy chromatografii cieczowej. W
pierwszym etapie dokonuje si¢ wstgpnego frakcjonowania hydrolizatu biatka i wybiera sig
frakcje zawierajace fragmenty o oczekiwanej masie czasteczkowej. Dopiero tak przygotowany
materiat staje si¢ przedmiotem kolejnego etapu, ktorym jest zwykle jedna z bardziej
zaawansowanych technik: technika odwréconej fazy — wykorzystujaca réznice w
hydrofobowosci molekut,  chromatografia jonowymienna — wykorzystujaca roznice
wlasciwosci elektrycznych molekut, lub chromatografia powinowactwa.

Material:
1. Lancuch y fibrynogenu ludzkiego lub wieprzowego.
2. Niskoczasteczkowy standard biatkowy do filtracji zelowej (APB).
3. Sephadex G-50 Fine.

Aparatura:
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1. Jak wyspecyfikowano w przyktadzie 4.1., z wyjatkiem kolumny, ktéra zamieniono
na XK16/70 lub C16/70 (¢=16 mm, 1 =70 cm).
2. Liofilizator.

Odczynniki:
1. 70% kwas mréwkowy
2. 10% kwas octowy.
3. 0,01% azydek sodu w H,O.
4. Bromocyjan w substancji (SIGMA)

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:

- Odwazy¢ 30 g zloza Sephadex G-50 Fine i powoli wsypa¢ je do zlewki
zawierajace] 300 ml wody, delikatnie mieszajac powstajaca zawiesing szklana
bagietka.

- Pozwoli¢ na swobodna sedymentacje zelu i pompka wodna zebra¢ supernatant
zawierajacy drobne ziarna ztoza.

- Uzupemli¢ ponownie zawiesing woda do objetosci 300 ml i pozwoli¢ zlozu na
pecznienie w ciagu 3 godzin (lub 1 godz. w 95°C).

- Ponownie zebra¢ supernatant i zawiesi¢ ztoze w 10% kwasie octowym.

- Tak przygotowane ztoze upakowa¢ w kolumnie XK16/70 lub C16/70, postepujac
zgodnie ze wskazoéwkami zawartymi w opisie przyktadu 4.1.

Przebieg doswiadczenia:

a) Standaryzacja kolumny.

- Przeprowadzi¢ standaryzacj¢ kolumny wypelnionej ztozem Sephadex G-50
Fine, przy ustalonym przeptywie objgtosciowym 1 ml/min, Kkorzystajac ze
wskazowek zawartych w opisie przykladu 4.1. Do standaryzacji uzy¢ tylko:
rybonukleazg A (13,7 k), chymotrypsynogen A (25 k) oraz ovalbuming (43 k).

b) Trawienie lafncucha y fibrynogenu.

- Preparat tancucha y fibrynogenu (30 mg) rozpusci¢c w 3 ml 70% kwasu
mrowkowego. Rozpuszczanie prowadzi¢ w temperaturze pokojowej w ciagu 24
godz., z delikatnym mieszaniem.

- Do roztworu doda¢ 100 mg bromocyjanu i kontynuowa¢ inkubacj¢ w tych samych
warunkach przez kolejna dobg.

- Preparat rozcienczy¢ czterokrotnie woda destylowana i poddac¢ liofilizacji.

- Zliofilizowane peptydy rozpusci¢ w 3 ml 10% kwasu octowego

¢) Frakcjonowanie hydrolizatu fibrynogenu.

- Korzystajac z aplikatora probek (SA-50) nanie$¢ na kolumng 3 ml hydrolizatu
tancucha y fibrynogenu.

- Prowadzi¢ rozdziat chromatograficzny zgodnie z uwagami zawartymi w opisie do
przyktadu 4.1., przepuszczajac przez kolumng 10% kwas octowy, caly czas
zbierajac 4-mililitrowe frakcje.

- Na podstawie uzyskanego chromatogramu i krzywej kalibracyjnej kolumny
zidentyfikowa¢ masy czasteczkowe poszczegdlnych pikow.

- Frakcje zawierajace fragmenty degradacji fibrynogenu opisaé, zamrozi¢ i
zachowa¢ do dalszych badan metodami opisanymi w nastgpnych rozdziatach
(przyktad 7.1).

Oczekiwane wyniki:
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W wyniku procesu filtracji zelowej produktéw nieenzymatycznej degradacji tancucha y
fibrynogenu oczekujemy pojawienia si¢ szesciu pikow na chromatogramie. Pierwszy z pikow
(A) zawiera niestrawiony tancuch y fibrynogenu 1 fragmenty degradacji tancucha o masach
powyzej 30 k. Tak duze molekuty nie podlegaja rozdzialowi na zastosowanym zelu i wymy-
waja si¢ z kolumny wraz z czotem eluentu. Kolejne piki zawieraja fragmenty peptydowe
o masach czasteczkowych z przedziatu 1,5 — 30 k, w tym pik (B) zawiera fragment Y, .75, ktory

na skutek znacznej zawarto$ci komponentow cukrowych posiada masg okoto 12 k.

kolumna: XK16/70

057 Zoze: Sephadex G-50 F
rozdzielany materiat: hydrlizat tancucha y fibrynogenu
standardy:
E 04 1. ovalbumina-43k B
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Rys. 4.4.

Frakcjonowanie fragmentéw tancucha y fibrynogenu powstatych w wyniku hydrolizy bromocyjanem. Krzywa
przerywana zaznaczono separacj¢ standardéw. Pierwszy pik (A) zawiera niestrawione czasteczki tancucha y
fibrynogenu oraz fragmenty degradacji o masie powyzej 30 k. Pik nastgpny (B) zawiera gtéwnie fragment v, ss.
W ostatnich frakcjach znajduja si¢ niskoczasteczkowe fragmenty degradacji o masach rzedu 1-3 k.

Regeneracja i przechowywanie zloza:
Nalezy zastosowac si¢ do uwag zawartych w przyktadzie 4.1.
Uwagi:

Zastosowanie maja odpowiednio uwagi 516 z przykiadu 4.1.

Przyklad 4.3.

Rozdzielanie '**I-znakowanych IgG od swobodnego izotopu jodu '*I  (5)

Wprowadzenie:
Znakowane radioaktywnie lub fluorescencyjnie czasteczki biatka lub kwaséw
nukleinowych stosowane sa czgsto jako sondy molekularne. Dla przyktadu, zastosowanie w
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te-chnice Western-immunoblotingu pierwszego przeciwciata znakowanego radioizotopowo
lub fluorescencyjnie pozwala uwolni¢ metod¢ od konieczno$ci stosowania drugiego
przeciwciala, wprowadzajacego liczne niespecyficzne efekty. Zwykle w procesie znakowania
makroczasteczek znacznik radioizotopowy lub fluorescencyjny podawany jest w duzym
nadmiarze. Z tego tez powodu pojawia si¢ potrzeba rozdzielenia znakowanych makromolekut
od swobodnego znacznika. Najlepsze efekty uzyskuje si¢ stosujac filtracje zelowa, o ile
rozmiary znakowanych molekut i znacznikéw réznia si¢ wystarczajaco. W przeciwnym razie
niezbgdne jest stosowanie innych metod, takich jak chromatografia jonowymienna (IEC) lub

chromatografia oddziatywan hydrofobowych (HIC).

Material:

1. Preparat immunoglobulin G (IgG) oczyszczonych metoda chromatografii
powinowactwa z zastosowaniem biatka A.
Kulki IODO-BEADS (Pierce).
Kolumna PD-10 wypetniona ztozem Sephadex G-25 Medium.
. Izotop jodu '*I
Uwaga! Wszystkie czynnoS$ci zwigzane ze znakowaniem biatka 1 jego dalszym
zastosowaniem musza by¢ wykonywane w pracowni izotopowe] zrodel otwartych,
posiadajacej aktualne zezwolenie Centralnego Laboratorium Ochrony Radiologicznej (CLOR)
na zakup i wyko-rzystywanie izotopu '>1.

RSN

Aparatura:
1. Wyciag chemiczny.
2. Licznik promieniowania gamma.

Odczynniki:
1. 0,5 M bufor fosforanowy, pH 7,2.
2. Bufor TBS — 10 mM Tris, 140 mM NacCl, pH 7.,4.
3. 1% roztwor albuminy wolowej w buforze TBS.
4. 100 mM wodny roztwor jodku potasu.

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:
a) Kolumna PD-10 jest fabrycznie upakowana ztozem Sephadex G-25, co pozwala omina¢
cala procedure przygotowania zloza i pakowania kolumny.

- Przed zastosowaniem do rozdziatu znakowanego biatka od swobodnego izotopu
nalezy kolumng wysyci¢ albuming wotowa 1 w tym celu trzeba przepusci¢ przez
kolumng 30 ml 1% roztworu albuminy. Dla wymuszenia przeptywu przez kolumng
wystarczy roznica ci$nien spowodowana grawitacja (przeplyw grawitacyjny).

- Przygotowana kolumng¢ zabezpieczy¢ przed wyciekiem buforu i pozostawi¢ do
wykorzystania po znakowaniu biatka.

b) Mozna jednak zastosowa¢ wtasna kolumng jednorazowego uzytku, wykorzystujac w tym
celu 10 ml strzykawke lub 10 ml plastikowa pipete.

- Nalezy wowczas odwazy¢ 3 g zelu Sephadex G-25 Medium, wsypa¢ powoli do
20 ml wody lub buforu TBS 1 po okoto 30 minutach zebra¢ supernatant, a
pozostata zawiesing zelu zala¢ ponownie buforem TBS.

- Pozostawi¢ na okolo 3 godziny (1 godz. w temp 95°C) a nastepnie wypehié
uwodnionym zelem pusta kolumng (10 ml).
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- Kolumng nalezy zabezpieczy¢ od dolu przed wyciekiem zelu, umieszczajac
w uj$ciu kolumny kawatek siatki nylonowej (najlepiej kawalek nylonowe;j
ponczochy).

- Po napehieniu kolumny pozwoli¢ na sedymentacje zelu a nastgpnie przepuscié
przez nia 30 ml 1% roztworu albuminy wolowe;j.

- Kolumng zabezpieczy¢ przed wyciekiem buforu i pozostawi¢ do wykorzystania.

Przebieg doswiadczenia:

- Pobra¢ z roztworu IgG, przeznaczonych do znakowania, objeto$¢ zawierajaca 5-
10 pg biatka (zwykle 5-20 pl) i doda¢ do 100 pl buforu fosforanowego (pH 7,2)
znajdujacego sie¢  w 1,5 ml probdwce.

- Do mieszaniny doda¢ 20 MBq izotopu '*’I po czym delikatnie cato$¢ wymieszaé,
przez kilkakrotne nabranie mieszaniny do koncéwki pipety 1 powolne
wypuszczenie jej do probowki.

- Doda¢ dwie kulki IODO-BEADS.

- Catlo$¢ inkubowa¢ w temperaturze pokojowej w ciagu 5 minut, a nast¢pnie dodac
nadmiarowo roztworu KI do koncowego stezenia okoto 5-10 mM.

- Bezposrednio przed naniesieniem probki na kolumng¢ doprowadzi¢ do kontro-
lowanego wycieku buforu, tak aby powierzchnia ztoza byta wolna od buforu.

- Delikatnie nanie$¢ na powierzchni¢ ztoza mieszaning inkubacyjna i1 pozwoli¢ jej
wniknaé¢ w zel.

- Nanosi¢ na powierzchnig zelu 300 pl porcje buforu TBS 1 zbiera¢ 300 pl frakcje.

- Zbieranie frakcji zakonczy¢ po przepuszczeniu przez kolumng 15 ml buforu TBS.

- Zebrane frakcje podda¢ analizie na zawarto$¢ radioaktywno$ci przy pomocy
licznika promieniowania gamma.

Uwaga!

Przez caty czas trwania doswiadczenia zwraca¢ baczna uwagg na niebezpieczenstwo groznego
w skutkach skazenia izotopem '*’I. Wszystkie czynnosci wykonywaé w podwdjnych
gumowych rekawiczkach 1 w fartuchu ochronnym, wszystko zgodnie z regulaminem
pracowni izotopowej zrodet otwartych.

Oczekiwane wyniki:

Dla prawidlowego udokumentowania procesu separacji nalezy wykona¢ wykres zmian
radioaktywnos$ci w zebranych frakcjach w funkcji objgtosci elucji. Na podstawie wykonanego
histogramu fatwo mozna zidentyfikowa¢ frakcje zawierajace interesujace nas radioznakowane
biatko. Z powodu roznej predkosci migracji w zelu czasteczek biatka i znacznika, nalezy
spodziewa¢ si¢, ze w analizowanych frakcjach bedzie mozna wyodrebni¢ dwa piki
radioaktywnosci. Pierwszy z nich, zawierajacy 125I—IgG, powinien pojawi¢ si¢ we frakcjach
8-11. W dalszych frakcjach znajduje si¢ swobodny izotop jodu, ktéry powinien by¢
wymywany z kolumny w postaci masywnego piku, poczynajac od frakcji 18.
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Przyktad separacji znakowanego izotopowo biatka od swobodnego izotopu. '*’I-IgG wymywane sa z kolumny
we frakcjach 8-11 (jasniejsze shupki histogramu). Swobodny izotop '*I wymywany jest dopiero w dalszych
frakcjach (ciemniejsze stupki). Rzeczywista réznica w radioaktywnosci frakcji zawierajacych '*I-IgG
i swobodny izotop '*°I jest znacznie wicksza niz przedstawiona réznica zliczen. Powodem tego jest czas martwy
licznika, powodujacy gubienie zliczen, tym wigksze im wyzsza jest aktywnos¢.

Regeneracja i przechowywanie zloza:

Ze wzgledu na zagrozenie jakie stwarza skazenie promieniotwodrcze, kolumny stosowane
do wyzej opisanych celow traktuje si¢ jako wysoce niebezpieczne i1 przechowuje si¢ je wraz
z innymi odpadami promieniotworczymi, wg zasad przewidzianych regulaminem pracowni

1zotopowej.

Uwagi:

1. Kolumny i zloza podobne jak w opisanym do$wiadczeniu stosuje si¢ do szybkiej
wymiany buforéw, odsalania oraz separacji ekstrahowanego materiatu od miceli
powstatych z detergentow.

2. W wigkszosci przypadkow dla osiagnigcia zalozonego celu wystarcza grawitacyjny
przeptyw eluentu przez kolumng. Mozna jednak znacznie przyspieszy¢ proces
filtracji zelowej stosujac kolumny pracujace w systemach chromatografii
cieczowej wyposazonych w pompy.
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Przyklad 4.4.

Izolowanie plytek krwi z osocza metodg filtracji zelowej (6, 7)

Wprowadzenie:

Izolowanie komorek jest wstgpnym, ale niezbednym etapem podczas prowadzenia
réznego rodzaju badan nad struktura tych komorek, przemianami biochemicznymi
zachodzacymi w ich obrgbie oraz - co obecnie jest najciekawsze — nad mechanizmami
przekazywania sygnalow przez blong komérkowa i we wngtrzu komorki. Metoda izolowania
komorek musi spetnia¢ odpowiednie kryteria, wsrod ktorych najwazniejszymi wydaja sig by¢
prostota metody oraz mozliwo$¢ uzyskania komorek w stanie natywnym. Wypracowano
wiele réznorodnych metod, odpowiednich dla réznych rodzajéw komorek. Phytki krwi -
elementy morfotyczne biorace udziat w procesie krzepnigcia krwi, sa niewielkimi
fragmentami rozpadu macierzystych komorek szpiku kostnego — megakariocytow. Phytki
krwi sa niezwykle wrazliwe na wszelkie zmiany warunkéow w $rodowisku, w ktorym si¢
znajduja. Odpowiedzia na te zmiany jest szybka i masywna aktywacja ptytek krwi, potaczona
ze zmiang ich ksztattu, reakcja uwalniania roznych substancji z zasoboéw wewnatrzptytkowych
ziarnisto$ci 1 w koncu ich agregacja. Za najdelikatniejsza metode izolowania ptytek krwi
uwaza sig filtracj¢ zelowa na kolumnie wypetnionej ztozem Sepharose 2B. Aby ograniczy¢
do minimum mozliwo$¢ kontaktu ptytek krwi z powierzchnia zelu, optaszcza si¢ go wstgpnie
albuming wotowa. Ze wzgledu na relatywnie duze rozmiary, ptytki krwi nie moga wnika¢ w
porowato$ci ziaren zloza i1 dlatego przeptywaja przez kolumng bardzo szybko. Natomiast
bialka osoczowe penetruja porowatosci zelu i ich wyptyw z kolumny jest znacznie
spowolniony. W ostatnim czasie zauwazono, ze szczeg6lnie dobre rezultaty daje separacja
ptytek krwi na ztozu Sepharose 2B z kowalencyjnie zwiazana albuming wolowa (BSA-
Sepharose 2B). Zloze takie jest bardzo ggsto 1 rownomiernie pokryte albumina, ktora

uniemozliwia nawet przypadkowy kontakt ptytek krwi z powierzchnia zelu (7).

Material:
1. Krew ludzka (ewentualnie wieprzowa lub wotowa) pobrana na 3,8% cytrynian
sodowy (9:1).
2. Sepharose 2B lub BSA-Sepharose 2B.

Aparatura:
1. Wirowka z rotorem horyzontalnym, mogaca wirowaé preparaty o objetosci 10-50
ml z przyspieszeniem 3000 x g.
2. Spektrofotometr UV-VIS  Ultrospec 2000.
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Odczynniki:

1.

Bufor Tyroda — 0,02 M bufor fosforanowy zawierajacy: 140 mM NaCl, 5 mM KCl,
5 mM glukozy, 1 mM CaCl,, I mM MgCl,, pH 7.4.

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:

Najodpowiedniejsza do zrealizowania zamierzonego w tym do$wiadczeniu celu
jest pusta kolumna PD-10, ale mozna rowniez zastosowa¢ 10 ml strzykawke (bez
tloka) z centralnym uj$ciem, badz inna pusta kolumng o pojemnosci 10 ml.

W ujéciu zastosowanej kolumny umiesci¢ kawatek siatki nylonowej (najlepiej
kawatek nylonowej ponczochy) lub krazek bibuty. W przypadku kolumny PD-10
zrezygnowa¢ z zamykajacych kolumneg sit, gdyz moga one by¢ przyczyna
aktywacji ptytek krwi.

a) metoda I

Pobra¢ 10 ml ztoza Sepharose 2B, odmy¢ konserwant przez trzykrotne przemycie
20 ml destylowanej wody i zawiesi¢ ztoze w 10 ml buforu Tyroda z dodatkiem 1%
BSA.

Inkubowa¢ 10-15 minut w temperaturze pokojowej czesto 1 delikatnie mieszajac.
Tak przygotowanym zlozem wypeti¢ kolumng, po czym przepusci¢ przez nia
20 ml buforu Tyroda.

Zamkna¢ wylot kolumny i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej do rychlego
uzycia. Tak przygotowana kolumna powinna by¢ uzyta w ciagu kilku godzin.

b) metoda 11

Pobra¢ 10 ml ztoza BSA-Sepharose 2B (przygotowanego jak w przyktadzie 8.1.).
Odmy¢ konserwant przez trzykrotne przemycie ztoza buforem Tyroda

Wypehi¢ przygotowanym zlozem wybrang kolumne.

Po sedymentacji ztoza przepusci¢ przez nie 20 ml buforu Tyroda.

Zamkna¢ wylot kolumny i1 pozostawi¢ w temperaturze pokojowej do spodzie-
wanego uzycia. Tak przygotowana kolumna powinna by¢ uzyta w ciagu kilku
godzin.

Przebieg doswiadczenia:

Przygotowanie osocza bogatoplytkowego.

Krew cytrynianowa podda¢ wirowaniu w temperaturze pokojowej (10 min, 200xQ).
Plastikowa pipeta zebra¢ zotty supernatant wyraznie oddzielony od osadzonych
erytrocytow. Nalezy uwaza¢ aby nie pobra¢ komorek leukocytarnych zalegajacych
cienka warstwa granicg miedzy erytrocytami a osoczem bogatoptytkowym.

Izolowanie plytek krwi.

Z uprzednio przygotowanej kolumny, zawierajacej zloze Sepharose 2B
optaszczone BSA lub ztoze BSA-Sepharose 2B, usuna¢ nadmiar buforu, ale nie
dopusci¢ do wyschnigcia ztoza.

Na powierzchnig ztoza delikatnie nawarstwi¢ 1 ml osocza bogatoptytkowego.
Otworzy¢ wylot kolumny i pozwoli¢ na wniknigcie osocza w zloze.

Delikatnie nanosi¢ na powierzchni¢ ztoza 200 pl porcje buforu Tyroda 1 zbiera¢
200 pl frakceje.

W uzyskanych frakcjach oznaczy¢ ekstynkcje $wiatta w 800 nm. Zmierzona
ekstynkacja jest w prostej relacji (8) z liczba plytek krwi w zawiesinie.

Oznaczanie zawartosci bialek osoczowych
(dotyczy tylko kolumny wypetnionej ztozem BSA-Sepharose 2B).
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- Zwirowa¢ uzyskane frakcje (3000xg, 5 min), supernatanty rozcienczy¢
pigciokrotnie woda 1 oznaczy¢ gesto$¢ optyczna uzyskanych probek w $wietle
o dtugosciach fali 260 nm, 280 nm i 320 nm.

- Korzystajac z rownania Warburga wyznaczy¢ st¢zenie biatka w analizowanych
frakcjach

c(mg/ml) = 1.55x(E280 - E320) - 0.76X(E 260 - E320),
gdzie E oznacza ekstynkcj¢ swiatta o odpowiedniej dlugosci fali

- Zaznaczy¢ frakcje zawierajace ptytki krwi, wolne od biatek osoczowych i frakcje
zawierajace biatka osoczowe.

8 -
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Rys. 4.6.

Przyktad separacji ptytek krwi z osocza bogatoplytkowego z zastosowaniem metody filtracji zelowej. Do
separacji zastosowano zloze BSA-Sepharose 2B wypeiniajace 10 ml kolumng PD-10. Przeptyw eluentu
realizowany byt sitami grawitacji.

Oczekiwane wyniki:

Obserwujac kolumng w trakcie do$wiadczenia fatwo mozna zauwazy¢ przemieszczanie
si¢ strefy koloru zottego w dot kolumny. W trakcie tego przemieszczania si¢ szerokos¢ strefy
znacznie wzrasta, co wskazuje na zachodzace frakcjonowanie biatek osocza. W
wyplywajacym z kolumny materiale mozna zaobserwowa¢ moment, gdy pojawia si¢ ptytki
krwi. Krople staja si¢ wtedy mgtne, a przy maksymalnej kondensacji ptytek, nawet mleczne.
Pojawienie si¢ 1 obecno$¢ ptytek krwi przypada na objetos¢ elucji daleko wczesniejsza niz
pojawienie si¢ biatek osoczowych.

W przypadku zastosowania ztoza Sepharose 2B optaszczonego albumina uzyskuje si¢
we frakcjach zawierajacych ptytki krwi znaczne stgzenie biatka. Biatkiem tym jest

wyplywajaca ciagle z kolumny wolna albumina. Gdy do do$wiadczenia zastosuje si¢ kolumng
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wypehiong ztozem BSA-Sepharose 2B, frakcje zawierajace ptytki krwi wolne sa nie tylko od

bialek osoczowych, ale rowniez od BSA.

Regeneracja i przechowywanie zloza:

Ze wzgledu na mozliwo$¢ niespecyficznego zaadsorbowania na zlozu 1 $ciankach
kolumny $ladowych ilosci bialek i elementéw osoczowych, ktéore moga by¢ czynnikami
aktywujacymi ptytki krwi w kolejnej preparatyce, nie zaleca si¢ ponownego stosowania, ani

kolumny, ani wypelniajacego ja ztoza.

Uwagi:

1. W warunkach prac preparatywnych mozna proporcjonalnie powigkszy¢ objetosc
kolumny 1 objgto$¢ nanoszonego osocza bogatoptytkowego. Jednak stosowanie
duzych objgtosci osocza bogatoptytkowego jest trudne do realizacji ze wzgledu na
znaczny koszt stosowanego ztoza. Metoda ta jest bardzo przydatna w przypadku
izolowania niewielkich ilo$ci ptytek krwi o bardzo dobrze zachowanych funkcjach
fizjologicznych (7).

2. Oznaczenie zawartosci biatka w zebranych frakcjach zawierajacych ptytki krwi
prowadzi do utraty tych plytek krwi. Oznaczenie to zaleca si¢ wykona¢ tylko
wtedy, gdy chcemy scharakteryzowa¢ metodg ze wzgledu na mozliwosci separacji
ptytek krwi od bialek. Podczas rutynowego izolowania plytek krwi nie
oznaczamy zawartos$ci bialek osoczowych w zebranych frakcjach.

3. W trakcie rutynowego preparowania plytek krwi zbiera si¢ tylko materiat
wyplywajacy z kolumny, ktory zawiera ptytki krwi o odpowiedniej koncentracji.
Wprawny operator jest w stanie oceni¢ zawartos¢ plytek krwi w kropli biorac pod
uwage jej zmetnienie.

4. Plytki krwi izolowane na zlozu BSA-Sepharose 2B swymi cechami
fizjologicznymi nie odbiegaja od ptytek krwi zawartych w osoczu
bogatoptytkowym lub w petnej krwi (7).

Przyklad 4.5.

Koncowe oczyszczanie receptora FcyRII wyizolowanego z blon plytek krwi ludzkiej

metoda chromatografii powinowactwa (9)

Wprowadzenie.

Receptor FcyRII nalezy do rodziny powierzchniowych receptorow komorkowych zdol-
nych wiaza¢ kompleksy IgG poprzez ich fragment Fc. Receptor ten mozna stosunkowo tatwo
wyekstrahowac¢ z bton ptytek krwi stosujac 2M roztwor bromku potasu (10). Wykorzystujac
fakt istnienia specyficznego oddzialywania tego receptora z fragmentem Fc czasteczki IgG,

mozna z kolei tatwo otrzymaé wzglednie czysty preparat zawierajacy ten receptor. Analiza
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elektroforetyczna uzyskanego ta droga preparatu pokazuje jednak, ze zawiera on znaczna ilo$¢
niskoczasteczkowych zanieczyszczen. Usunigcie tych zanieczyszczen mozliwe jest na drodze

filtracji zelowej z wykorzystaniem kolumny pracujacej w systemie HPLC.

Material:
1. Wstegpnie oczyszczony metoda chromatografii powinowactwa receptor FcyRII.

Aparatura:
1. Zestaw HPLC AKTA - Basic z kolektorem frakcji Frac 901.
2. Kolumna Superose 12 HR 10/30 (¢= 10 mm, | =30 cm).
3. Zestaw do filtracji buforéw i probek (AMICON).

Odczynniki:
1. 10 mM bufor Hepes zawierajacy 0,01% CHAPS, pH 7.4.
2. 20% wodny roztwor etanolu.

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:
- Bufor Hepes przefiltrowac przez filtr o porowatosci 0,45 pm.
- Kolumng Superose 12 HR 10/30, podtaczona do systemu HPLC, zrownowazy¢
10 mM buforem Hepes przy objetosciowe] predkosci przeptywu 1 ml/min. Stabilng
linig bazowa uzyskuje si¢ po przeptynigciu okoto 35 ml buforu.

Przebieg doswiadczenia:

- Probke zawierajaca receptor FcyRII przefiltrowaé przez filtr o porowatosci 0,45 pl
a nastepnie nanies¢ 500 Ul probki do petli zaworu iniekcyjnego.

- Ustali¢ objetosciowa predkos¢ przeptywu na 1 ml/min, maksymalne cisnienie na
3 MPa.

- Detekcje prowadzi¢ w 280 nm.

- Kolektor frakcji zaprogramowac na zbieranie pikow z poziomem odcigcia 0,02.

- Po uzyskaniu stabilnej linii bazowej nastrzykna¢ probke na kolumng i prowadzi¢
rozdziat az do przepuszczenia przez kolumng 75 ml buforu.

Oczekiwane wyniki:

Zgodnie z wstepna charakterystyka preparatu, uzyskana w analizie elektroforetycznej
(PhastSystem, 12,5% zel homogeniczny, rozdzial w obecnosci SDS), nalezy spodziewac sig
wystgpowania znacznej ilosci niskoczasteczkowych zanieczyszczen. Interesujace nas biatko,
(FcyRII) powinno wigce zosta¢ wymyte w pierwszym z pikéw (bo nie stwierdzono obecnosci
wysokoczasteczkowych  zanieczyszczen w preparacie). Pozostale piki zawieraja
prawdopodobnie  niskoczasteczkowe fragmenty degradacji  bialek  niespecyficznie
zaadsorbowanych na kolumnie chromatografii powinowactwa ze zwiazanymi fragmentami
Fc. Ostateczne potwierdzenie obecnosci receptora FcyRII we frakcjach moze zosta¢ dokonane
metodami: immunoenzymatyczna, radioimmunologiczna, Western-immunoblottingu lub dot-

immunoblottingu, z zastosowaniem przeciwciata monoklonalnego IV.3, wysoce specyficznie
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rozpozna-jacego receptor FcyRII.
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Koncowy etap oczyszczania receptora FcyRII metoda filtracji Zelowej. Zebrane piki analizowane byty
elektroforetycznie w 12,5 % zelu poliakrylamidowym z wykorzystaniem automatycznego systemu ele-ktroforezy
PhastSystem. Ponadto frakcje analizowane byly metoda dot-immunoblottingu z wykorzystaniem
radioznakowanego przeciwciala monoklonalnego IV.3, specyficznie rozpoznajacego receptor FCyRII.

Regeneracja i przechowywanie zloza:

Kolumng przemy¢ woda destylowana (80 ml) a nastgpnie 20% wodnym roztworem
etanolu (80 ml). Przechowywaé w temperaturze 4-25°C. W razie zaobserwowania wzrostu
ci$nienia na kolumnie lub pogorszenia selektywnos$ci rozdzialéw, kolumng nalezy zregenero-
wac przez przemycie S ml 0,1 M zasady sodowej, nastgpnie 5 ml 50% kwasu octowego 1 30
ml  wody. Zréwnowazy¢ kolumng wybranym solwentem albo przygotowaé do
przechowywania w 20% etanolu. Jezeli prosta regeneracja ztoza nie przynosi spodziewanych

skutkéw nalezy zastosowac si¢ do procedury proponowanej przez wytworce.

Uwagi:

1. Zawsze filtrowac solwenty (eluenty) stosowane w systemie HPLC stosujac filtry
o porowatos$ci 0,45 — 0,6 pm.
2. Probki do separacji w systemie HPLC bezwarunkowo musza by¢ filtrowane
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(0,45-0,6 pm) lub wirowane (10 000 x g, 5 minut).

3. Jezeli system HPLC nie jest wyposazony w automatyczne odpowietrzanie
solwentow lub w ogranicznik przeptywu (flow restrictor), to solwenty nalezy
odpowietrzy¢ przed podaniem na pompy HPLC. Mozna tego dokona¢ pod préznia
lub przy pomocy ultradzwiekow. System AKTA wyposazony jest w ogranicznik
przeptywu, co nie pozwala na rozpr¢zanie si¢ powietrza zawartego w solwentach
w calej objetosci systemu.

4. Nigdy nie nalezy odwraca¢ kierunku przepltywu eluentu przez kolumng w trakcie
jej regeneracji lub przygotowywania do przechowywania.

5. Podobnie nie nalezy odwraca¢ kierunku przeptywu gdy kolumna pracuje w
wysokim lub w niskim pH (pH ponizej 5 i powyzej 10) badz przy wysokim
stezeniu rozpuszczalnikéw organicznych (powyzej 10%).

6. Zawsze nalezy przestrzega¢ warunku pracy kolumny pod ci$nieniem nizszym od
maksymalnego podanego przez producenta.

7. Nigdy nie nalezy nanosi¢ na kolumng probki o stezeniu biatka powyzej 30 mg/ml.
Podanie na kolumne prébki o zbyt wysokim stezeniu biatka grozi zatkaniem
kolumny 1 w efekcie tego zniszczeniem je;j.
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