5. Chromatografia jonowymienna (ion exchange chromatography — IEC)

Wykorzystanie wtasciwosci elektrycznych makromolekut jako podstawy ich separacji
zapoczatkowane zostalo w koncu lat czterdziestych obecnego stulecia. Obecnie techniki
jonowymiennej chromatografii cieczowej sa najcze¢sciej uzywanymi metodami chromatografii
cieczowe] w praktyce laboratoryjnej. Stuza gléwnie do preparatywnego izolowania biatek,
peptydow 1 innych makromolekul. W odniesieniu do izolowania bialek, techniki
jonowymiennej chromatografii cieczowej zajmuja czotowe miejsce w czgstosci zastosowan,
wyprzedzajac techniki chromatografii powinowactwa oraz filtracji zelowej (1). Pomimo tak
licznych zastosowan techniki IEC nie ma petnej jasnosci co do mechanizmoéw prowadzacych
do separacji makromolekut biatkkowych w tej metodzie, a niektore rezultaty wydaja si¢ by¢
wrecz trudne do  wyjasnienia. Powodem trudno$ci interpretacyjnych jest wysoki stopien
komplikacji zjawisk zachodzacych we wzajemnym oddziatywaniu biatek 1 wymieniacza
jonowego. Ponizej omoéwione zostanga podstawowe parametry mogace decydowac o jakosci

tego oddziatywania.

5.1. Podstawy teoretyczne chromatografii jonowymiennej

Separacja makromolekul w chromatografii jonowymiennej polega na odwracalnej
adsorpcji obdarzonych tadunkiem elektrycznym makromolekul na zlozu jonowymiennym
(jonowymieniaczu). Jonowymieniaczem jest ztoze chromatograficzne z unieruchomionymi na
powierzchni polarnymi molekutami posiadajacymi fadunek elektryczny okre§lonego znaku.
W zaleznosci od tego jakie jony wiaze wymieniacz jonowy mOwi si¢ 0 anionowymieniaczu —
wiazacym aniony, lub o kationowymieniaczu — wiazacym kationy. W obrgbie obu grup
wymieniaczy spotka¢ mozna roézne grupy funkcyjne odpowiedzialne za ekspozycje
odpowiedniego tadunku elektrycznego. W zalezno$ci od warto$ci pK, charakteryzujacej grupe
funkcyjna, wymieniacz zaliczany jest do jonowymieniaczy silnych badz stabych. Podziat ten
nie ma zwiazku z sita wiazania makromolekul przez wymieniacz, a mowi jedynie o tym, czy
mozliwosci eksponowania tadunku przy zmianie pH Srodowiska sa wzglednie trwate —
jonowymieniacz silny, czy tez moga ulec znacznym zmianom — jonowymieniacz staby. Im
blizsza skrajnym warto$ciom pH jest warto$¢ pK tym silniejszy jest jonowymieniacz. Ponizej
podane sa najcze$ciej spotykane grupy funkcyjne, ich symbole, wartosci pK oraz wzory
chemiczne.

Tabela 5.1.
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Zestawienie najczesciej spotykanych grup funkcyjnych jonowymieniaczy. Zestawienie danych na

podstawie prac (1) oraz (2).

Nazwa jonowymieniacza

Skrot

Wartos¢ pK

Wzor chemiczny

Anionowymieniacze (anionity)

Dietyloaminoetyl DEAE 9,5 -OCH,NH(C,Hs),
Trimetyloaminoetyl TMAE - -OCH,CH,N"(CH3);
Dimetyloaminoetyl DMAE 10 -OCH,CH,N"H(CH,);

Trietyloamina TEAE 9,5 -OCH,N*(C,Hs);

Czwartorzgdowy aminoetyl QAE * -OCH,CH,N"(C,H;s),CH,CH(OH)CH,4
Czwartorzedowa amina Q * -OCH,N"(CHs);

Kationowymieniacze (kationity)

Metakrylan 6,5 CH,=CH(CH;)COOH
Karboxymetyl CM 4 -OCH,COOH
Ortofosforan P 3i6 -OPO;H,

Sulfoxyetyl SE 2 -OCH,CH,SO;H
Sulfopropyl SP 2,5 -OCH,CH,CH,SO;H
Metylosulfonian S 2 -OCH,SO;H

/* Dla amin czwartorzgdowych nie podano wartosci pK poniewaz niezaleznie od wartosci pH otoczenia grupy te zawsze
zachowuja swoj tadunek elektryczny.

Podstawa chromatografii jonowymiennej jest wspolzawodnictwo jonow 1 polarnych
makromolekut o mozliwo$¢ bliskozasiggowego oddziatywania (wiazania si¢) z obdarzonymi
przeciwnym tadunkiem elektrycznym grupami funkcyjnymi jonowymieniacza. Jezeli st¢zenie
konkurujacych jondéw jest stosunkowo niewielkie dochodzi do sorpcji tych makromolekut na
wymieniaczu. Po usunigciu niespecyficznie zaadsorbowanych czasteczek mozna dokonaé
selektywnej desorpcji zwiazanych makromolekut poprzez wprowadzanie coraz wigkszej ilo$ci
silnie konkurujacych jondéw. Selektywna elucj¢ mozna rowniez wykona¢ przez zmiang
warto$ci pH, co skutkuje zmianami tadunku elektrycznego makromolekut biatkowych 1 w
rezultacie ich desorpcje. Zmianie wartosci pH moze towarzyszy¢ zmiana gestosci tadunku
elektrycznego stabego jonowymieniacza, co rowniez ulatwia proces elucji zwiazanych
makromolekut. Nie odbywa si¢ to jednak tak selektywnie jak w przypadku jonowymieniacza
silnego, gdzie o desorpcji decyduja tylko wtasciwosci zaadsorbowanej makromolekuty.

Oddziatywanie elektrostatyczne, zachodzace mi¢dzy dwoma tadunkami elektrycznymi,

opisane jest prawem Coulomba. Prawo to stanowi, ze sita z jaka tadunki elektryczne
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oddziatluja wzajemnie jest wprost proporcjonalna do iloczynu warto$ci fadunkow, a odwro-
tnie proporcjonalna do kwadratu odleglosci migdzy nimi. Wspdtczynnikiem
proporcjonalnosci jest odwrotnos¢ statej dielektrycznej, ktorej warto$¢ zalezna jest od
wlasciwo$ci $rodowiska przenoszacego oddziatywanie. Tak wigc na silg oddzialywania
makromolekuty z wymie-niaczem jonowym wpltyw maja tadunki elektryczne jakimi
obdarzone sa zaré6wno jonowymieniacz, jak i oddziatujaca z nim makromolekuta. Z drugiej
strony, sita wzajemnego oddziatywania modulowana jest odlegtoscia miedzy tadunkami oraz
wlasciwosciami  dielektrycznymi  §rodowiska  przenoszacego oddziatywanie.  Stata
dielektryczna dla srodowiska wodnego jest prawie czterokrotnie wyzsza od typowej wartosci
statej dielektrycznej rozpuszczalnikow organicznych. Wynika stad, ze w $rodowisku wodnym
oddzialywanie elektryczne migdzy tadunkami jest znacznie (prawie czterokrotnie) stabsze niz
w srodowisku rozpuszczalnikow organicznych.

Wartos¢ pH srodowiska wymieniacza jonowego odgrywa rownie wazna rolg jak jego
wlasciwosci dielektryczne, szczegodlnie w odniesieniu do makromolekut o dwufunkcyjnym
charakterze (aminokwasy, peptydy, biatka) oraz stabych wymieniaczy. W silnie kwasnym
srodowisku dysocjacja grupy COOH jest zahamowana i aminokwasy tworza kationy
H;N'-CHR-COOH (gdzie R oznacza reszte aminokwasowa, determinujaca dany aminokwas).
W $rodowisku silnie zasadowym aminokwasy tworza aniony H,N-CHR-COO". Kazdy
aminokwas charakteryzuje odrgbna warto$¢ punktu izoelektrycznego (pl), to jest wartos¢ pH
w ktorej dany aminokwas wystgpuje jako jon obojnaczy. Oddalajac si¢ wartoscia pH
srodowiska od wartosci pl czasteczki uzyskuje si¢ efekt stopniowego wzrostu ilosci molekut
obdarzonych tadunkiem, az do pelnej ich jonizacji w skrajnych wartosciach pH. Liniowy
polimer zbudowany z ro6znych aminokwaséw - nazywany peptydem - charakteryzuje
wypadko-wa warto$¢ pl, zalezna od sktadu aminokwasowego. Z kolei struktura biatkowa,
zbudowana z jednej lub wigcej podjednostek peptydowych, posiada punkt izoelektryczny
bedacy wypadkowa witasciwosci tych fragmentéw polipeptydowych, ktore wyeksponowane sa
na powierzchni molekuty biatkowej. Zmiana warto$ci pH moze dodatkowo indukowac¢ takie
zmiany konformacyjne czasteczki biatka, przy ktérych na jej powierzchni moga pojawiac si¢
inne aminokwasy, a cz¢$¢ aminokwasoéw dotad eksponowanych powierzchniowo moze zostac¢
ukryta we wngtrzu.

Dla procesu chromatografii jonowymiennej wazne jest, ze na powierzchni molekutly
istnieja niezrbwnowazone tadunki elektryczne mogace oddziatywa¢ z grupami funkcyjnymi
jonowymieniacza. Mozna powiedzie¢, ze amfoteryczna molekuta biatkowa, gdy znajdzie si¢

w $srodowisku o pH wyzszym od wartosci jej pl, obdarzona bgdzie wypadkowym tadunkiem
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ujemnym. W pH ponizej pl wypadkowy tadunek takiej molekuty bedzie dodatni. Kierujac si¢
kryterium stabilno$ci interesujacej nas czasteczki nalezy wybra¢ wymieniacz anionowy dla
czasteczki stabilnej w pH >pl. W przeciwnym wypadku nalezy rozwazy¢ wybor kationitu. Ze
wzgledow praktycznych przyjgto stosowac solwent o wartosci pH o jedna jednostkg powyzej
lub ponizej warto$ci pl charakteryzujacej interesujaca nas molekute.

Uwaza sig, ze mechanizmy lezace u podstaw oddziatywania trwatych jonéw (nukleotydy,
kwasy nukleinowe, mate jony organiczne i nieorganiczne) sa znacznie mniej skomplikowane,
przez co tatwiejsze do przewidzenia sa skutki takich oddzialywan.

W tym miejscu nalezy zwroci¢ uwage na mechanizmy zwiazane z oddziatywaniem
duzych jonoéw biatkowych z wymieniaczem jonowym. Na skutek efektu Donnana dochodzi do
przesunigc protonéw w obszarze jonowymieniacza, co skutkuje zmiang rzeczywistej wartosci
pH w bliskim otoczeniu wymieniacza w stosunku do wartosci pH solwentu. Zmiana ta moze
sigga¢ warto$ci jednej jednostki pH. Informacja ta jest o tyle istotna, o ile zmiana pH o t¢
warto$¢ moze prowadzi¢ do denaturacji molekuty biatkowej lub do indukcji dodatkowego
fadunku elektrycznego powodujacego silniejsze badz stabsze wiazanie molekuty.

Dla potrzeb cieczowej chromatografii adsorpcyjnej wprowadzono pojecie regionu
kontaktu w molekule biatkowej oraz zwiazanego z tym regionem parametru Z. Regionem
kontaktu nazwano ten obszar makromolekuty, ktory decyduje o jej zachowaniu si¢ w procesie
chromatografii. W odrdznieniu od innych technik adsorpcyjnych - szczegolnie chromatografii
powinowactwa, gdzie region kontaktu ograniczony jest zwykle od niewielkiego obszaru
zajmowanego przez kilka charakterystycznych aminokwasow - w technice IEC na
powierzchni czasteczki biatkowej mozna zdefiniowaé wiele roznych regionéw kontaktu ze
ztozem. Regiony te moga si¢ zmienia¢ (powstawac lub zanika¢) wraz ze zmianami warunkow
w jakich znajduje si¢ molekuta. W ten sposob mozna wyjasni¢ zdolnos$¢ adsorpcji wigkszosci
molekut biatkowych na wymieniaczu jonowym w warunkach pH = pl, czyli wtedy, gdy
sumaryczny tadunek molekuly rowny jest zeru. Co wigcej, niektore czasteczki biatka moga
wiazac si¢ z jonowymieniaczem nawet wtedy, gdy czasteczka wykazuje niewielki sumaryczny
fadunek o znaku zgodnym z ladunkiem wymieniacza. Parametrem Z nazwano liczbg
regionow kontaktu przypadajacych na jedna molekute. W przypadku techniki IEC odpowiada
to liczbie regionow - obdarzonych fadunkiem elektrycznym - zdolnych oddzialywaé z grupami
funkcyjnymi wymieniacza. Dla czasteczek biatkowych parametr Z nie przekracza wartosci 5.
Zaobserwowano, ze w przypadku mocno zat¢zonych preparatow nanoszonych na kolumng
wypelniona wymieniaczem jonowym, uzyskuje si¢ wielokrotne piki zawierajace ten sam

rodzaj makromolekut. Jezeli rozcienczona zawarto$¢ tych pikéw poddaé ponownej
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chromatografii w tych samych warunkach, to uzyskuje si¢ zwykle pojedynczy pik. Obserwacje
t¢ mozna wyjasni¢ biorac pod uwage roznorodnos¢ regionéw kontaktu badanej czasteczki
biatkowej. W przypadku wysokiej koncentracji danej makromolekuty nie ma wiasciwych
warunkow dla jednakowego oddziatlywania wszystkich czasteczek tego samego rodzaju z
grupami funkcyjnymi wymieniacza poprzez wszystkie regiony kontaktu. Takie same molekuty
konkuruja wtedy miedzy soba o miejsca wiazace i oddziatuja z wymieniaczem roézna liczba
regionoOw kontaktu. To z kolei jest przyczyna roznic w sile wiazania molekul tego samego
rodzaju i ich réznej elucji z kolumny. W sytuacji znacznego rozcienczenia probki, wszystkie
molekuly tego samego rodzaju maja szans¢ oddzialywania z wymieniaczem w ten sam
sposob. Pozwala to na wiazanie czasteczek z taka sama sita i ich elucj¢ w pojedynczym piku.
Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na fakt, ze technika IEC, jak wszystkie techniki
adsorpcyjne, pozwala na zat¢zenie separowanych makromolekut, o ile praca kolumny
przebiega w warunkach pozwalajacych na adsorpcje 1 pdzniejsza selektywna elucje

zaadsorbowanego materiatu.

Zalety i wady chromatografii jonowymiennej

Zalety:
- wysoka rozdzielczo$¢ metody oraz znaczna jej selektywnos¢
- mozliwos¢ stosowania probek o objetosciach znacznie przekraczajacych objgtose
kolumny 1 o bardzo niskiej koncentracji separowanych makromolekut
- mozliwos¢ =zatezania rozdzielanych makromolekut przy pracy w technice
gradientowe;j
- duza pojemnos¢ kolumny

Wady:
- konieczno$¢ stosowania probek w roztworze o niskiej sile jonowej i doktadnie
okreslonej wartosci pH

- rozdzielone molekuty wymywane sa zwykle w eluencie o wysokiej zawartosci soli,
ktora trzeba pdzniej usuna¢ innymi technikami.

5.2. 7Z}oza stosowane w chromatografii jonowymiennej

Dtugi okres stosowania techniki chromatografii jonowymiennej doprowadzit do zna-
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cznego wzbogacenia wyboru z16z o mocno zrdéznicowanych wilasciwosciach, pozwalajacych

z powodzeniem stosowac t¢ technike do celow preparatywnych. W tabeli 5.2 zestawione sa

wybrane dane dotyczace aktualnie dostepnych zt6z najczegsciej stosowanych w technice IEC

w zakresie niskich ci$nien.

Tabela 5.2.

Wybrane ztoza przeznaczone do chromatografii jonowymiennej technikg klasycznej chromatografii
niskocisnieniowej. Dane zaczerpnig¢to z aktualnego katalogu firmy Amersham Pharmacia Biotech
(2000 1.), oraz z pozycji piSmiennictwa (1) i (2).

Rodzaj zelu Gorny limit Gestosé grup Pojemnos¢ Zakres pH/
Nazwa handlowa Grupa funkcyjna irozmiar | rozdzielanych mas | funkcyjnych kolumny zakres pH
ziarna czasteczkowyeh | (umol/ml) | (mg biatka/ml) | krétkotrwaty
(um) (x10%)
Ztoza przeznaczone do samodzielnego wypetniania kolumny
Celuloza
DEAE Sephacel DEAE, staby anionit (40-160) 1000 170 160 — BSA 2-12/2-12
Dekstran
DEAE Sephadex A-25 DEAE, staby anionit (20-150) 5 500 50 — Hb 4-9/2-10
DEAE Sephadex A-50 DEAE, staby anionit (20-80) 30 175 250 —Hb 4-9/2-10
QAE Sephadex A-25 QAE, silny anionit (20-150) 5 500 50— Hb 4-9/2-10
QAE Sephadex A-50 QAE, silny anionit (20-80) 30 100 200 — Hb 4-9/2-10
CM Sephadex C-25 CM, staby kationit (20-150) 5 560 50 — Hb 4-9/2-10
CM Sephadex C-50 CM, staby kationit (20-80) 30 170 350 - Hb 4-9/2-10
SP Sephadex G-25 SP, silny kationit (20-150) 5 300 30 - Hb 4-9/2-10
SP Sephadex G-50 SP, silny kationit (20-80) 30 90 270 — Hb 4-9/2-10
6% agaroza
DEAE Sepharose FF DEAE, staby anionit (45-165) 4000 150 110 - HSA 3-12/1-14
Q Sepharose FF Q, silny anionit (45-165) 4000 200 120 - HSA 2-12/1-14
CM Sepharose FF CM, staby kationit (45-165) 4000 110 50 - RNAza 4-13/3-14
SP Sepharose FF SP, silny kationit (45-165) 4000 220 70 — RNAza 4-13/3-14
4 %agaroza
Q Sepharose HP Q, silny anionit (34) 4000 180 70 — HSA 2-12/2-14
SP Sepharose HP SP, silny kationit (34) 4000 180 55 -RNAza 4-13/3-14
polimer synt.
SOURCE 15Q Q, silny anionit 15 10000 * 45 -BSA 2-12/1-14
SOURCE 30Q Q, silny anionit 30 10000 * 45 -BSA 2-12/1-14
SOURCE 158 S, silny kationit 15 10000 * 80 — Lysozym | 2-12/1-14
SOURCE 308 S, silny kationit 30 10000 * 80 — Lysozym | 2-12/1-14
cd. tabeli 5.2. Rodzaj zelu i Gorny limit Ggstose grup Pojemnos¢ Zakres pH/
Grupa funkcyjna rozmiar rozdzielanych funkcyjnych kolumny zakres pH
Nazwa handlowa ziarna mas (umol/ml) | (mg bialka/ml) | krotkotrwaly
(Hm) czasteczkowych
(x10%)

Gotowe kolumny chromatograficzne

| 6% agaroza |
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HiLoad Q Sepharose FF Q, silny anionit (45-165) 4000 200 120 — HSA 2-12/1-14

HiLoad SP Sepharose FF SP, silny kationit (45-165) 4000 220 70 — RNAza 4-13/3-14
4% agaroza

HiLoad Q Sepharose HP Q, silny anionit (34) 4000 180 70 — HSA 2-12/2-14

HiLoad SP Sepharose HP SP, silny kationit (34) 4000 180 55 —-RNAza 4-13/3-14
4% agaroza

HiTrap Q Q, silny anionit (34) 4000 180 70 — HSA 2-12/2-14

HiTrap SP SP, silny kationit (34) 4000 180 55 —-RNAza 4-13/3-14
polimer synt.

RESOURCE Q Q, silny anionit 15 10000 45 - BSA 2-12/1-14

RESOURCE S S, silny kationit 15 10000 80 — Lysozym | 2-12/1-14

/* - w dostgpnych publikacjach brak danych o ggstosci grup funkcyjnych zt6z typu SOURCE.

Technika IEC moze by¢ z rownym powodzeniem stosowana do prac analitycznych, gdzie

wymagane sa znacznie lepsze parametry rozdzielczosci zl6z, co musi i8¢ w parze z

mniejszymi rozmiarami ziarna i wigkszymi ci§nieniami wymuszajacym przeptyw solwentow.

Zestawienie

wybranych  kolumn

chromatograficznych  przeznaczonych dla

wysokoci$nieniowej chromatografiit HPLC 1 FPLC przedstawione jest w tabeli 5.3.

Tabela 5.3.

technik

Wybrane gotowe kolumny IEC przeznaczone do prac przy wysokim ci$nieniu i charakteryzujace si¢
wysoka zdolno$cig rozdzielcza. Dane zaczerpnigto z katalogu firmy Amersham Pharmacia Biotech

(2000 1.).
Rodzaj zelui | Gorny limit mas Pojemnos¢ Zakres pH / | Maksymalne
Nazwa handlowa Grupa rozmiar ziarna czqsteczkg)wych zloza Zakres pH ci$nienie
funkcyjna (Hm) (x10°) (mg biatka/ml) | krétkotrwaty (MPa)
Gotowe kolumny chromatograficzne (FPLC i HPLC)
Hydrofilny
polimer
Mono Q Q, silny anionit 10 1000 65 — HSA 3-11/2-14 5
Mono S S, silny kationit 10 1000 75 - IgG 3-11/2-14 5
Hydrofilny
polimer
Mini Q Q, silny anionit 3 1000 2 3-11/2-14 18
Mini S S, silny kationit 3 1000 2 3-11/2-14 18
Polimer
syntetyczny
SOURCE 15Q Q, silny anionit 15 1000 45 - BSA 2-12/1-14 4
SOURCE 158 S, silny kationit 15 1000 80 — Lysozym 2-12/1-14 4

Wsréd kolumn chromatograficznych przeznaczonych do chromatografii jonowymiennej

mozna znalez¢ kolumny z klasycznym ziarnem zelu (Mono Q 1 S, SOURCE Q i S) o okreslonych
rozmiarach ziarna i okreslonych jego porowatosciach. Mozna jednak znalez¢ inne rozwigzania.
Kolumny typu Mini Q i S wypehione sa ztozem o matych rozmiarach ziarna i braku porowatosci.

ZYoza takie charakteryzuja si¢ bardzo mala pojemnoscia na wiazanie biatka ale w zamian oferuja
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niespotykanag w innych zlozach rozdzielczos¢ chromatograficzna, co idealnie spetnia zapotrze-

bowania technik analitycznych.

5.3. Przyklady zastosowan techniki chromatografii jonowymiennej

Przyklad 5.1.

Izolowanie receptora fibrynogenu (kompleksu glikoprotein GPIIb/IIla) z plytek krwi (3).

Wprowadzenie.

Receptor fibrynogenu, znajdujacy si¢ w plytce krwi i1 na jej powierzchni, jest hetero-
dimerem glikoprotein IIb i Illa. Wystgpuje w postaci skompleksowanej tylko w obecnosci
jondéw dwuwartosciowych (wapn, magnez) i w takiej postaci bierze udziat w procesach
agregacji 1 adhezji ptytek krwi. W nomenklaturze receptoréw integrynowych okreslany jest
jako receptor Oy,PBm. W pojedynczej ptytce krwi znajduje si¢ od 50 do 100 tys. kopii tego
receptora. Ekstrakcjg receptora mozna prowadzi¢ poprzez lizg detergentem blon ptytek krwi

a nastegpnie mozna go stosunkowo wydajnie izolowa¢ metoda chromatografii jonowymienne;.

Material:
1. krew ludzka lub wieprzowa pobrana na 3,8% cytrynian sodu (v/v 9/1)
2. DEAE Sephacel

Aparatura:
1. Pompa P-50.
2. Kolumna XK 16/20 lub C 16/20 (¢= 16 mm, | = 20 cm).
3. Aplikator probek SA-50.
4. Zawor LV4.
5. Zawor LV3 dwie sztuki.
6. Detektor UV1 z filtrem 280 nm.
7. Rejestrator Rec-112.

8. Kolektor frakcji RediFrac.
Uwaga! Alternatywnie zamiast detektora UV1 i rejestratora Rec-112 mozna zastosowaé
spektrofotometr Ultrospec 2000 z celka przeptywowa 75 pl 1 modutem programu
komputerowego Swift TimeDrive, co pozwala gromadzi¢ dane w pamigci komputera.

9. Zbiornik buforowy.

10. Naczynie do formowania gradientu buforowego GMI.

11. Pompka wodna.

12. Kolba umozliwiajaca odpowietrzenie ptynu pod préznia.

13. Wir6éwka laboratoryjna (50 ml do 15 000 x Q).
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Rys. 5.1.

Schemat manualnego systemu chro-
matografii niskocisnieniowej umozli-
wiajacego prace Ww technice gradie-
ntowej dzigki zastosowaniu naczynia
do przygotowania gradientu GM1 oraz
dodatkowego zaworu LV3.

W celu zapewnienia szybszych prze-
pltywow solwentow w systemie zasto-
sowano pompeg P-50 w miejsce pompy
P-1. Pozostate objasnienia jak w opisie
do rysunku 4.1.

[REC112] ﬁ

Odczynniki:

1. Bufor Tyroda — 20 mM bufor fosforanowy zawierajacy: 140 mM NaCl, 5 mM
KCl, 5 mM glukozy, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, pH 7.4.

2. Bufor A — 10 mM Hepes, 140 mM NaCl, , 5 mM KCI, 1 mM CaCl,, | mM MgCl,,
1 mM PMSF, pH 7.4.

3. 20% roztwor glicerolu w buforze A

4. Bufor B — 20 mM Tris, 250 mM NacCl, 0,1% Chaps, 1 mM CaCl,, 1 mM PMSF,
pH 7.4.

5. Bufor C — 20 mM Tris, 4% Chaps, 1 mM CaCl,, | mM PMSF, pH 7.4.

6. Bufor D — 50 mM Tris, 0,5% Chaps, 0,1 mM CaCl,, 1 mM PMSF, pH 7,0.

7. Bufor E - 50 mM Tris, 0,5% Chaps, 0,1 mM CaCl,, | mM PMSF, 1 M NaCl,
pH 7,0.

8. 20% etanol.

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:

a) przygotowanie zloza.

Pobra¢ 15 ml ztoza zawiesi¢ je w 30 ml buforu D.

Poczeka¢ na pelna sedymentacjg ztoza (okoto 30 min.).

Przy pomocy pompki wodnej zebra¢ supernatant i ponownie zawiesi¢ ztoze w 30
ml buforu D. Czynno$ci te powtdrzy¢ dwukrotnie

Odpowietrzy¢ zawiesing zelu pod proznia.

b) wypelnienie kolumny.

Kolumng¢ umocowaé¢ pionowo. Od dolu napehi¢ ja, przy pomocy pompy albo
strzykawki, do wysokos$ci okoto 3 cm buforem D nastgpnie zamknaé wylot
kolumny, uniemozliwiajac wyplyw buforu. Czynno$¢ ta ma na celu usunigcie
powietrza z dolnego wezyka oraz sit zamykajacych kolumng od dotu.

Na gornym koncu kolumny wskazane jest zamocowa¢ naczynie do wypetniania
kolumny (RK16/26), pozwalajace wprowadzi¢ ztoze do kolumny w sposob
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jednostajny nawet wtedy, gdy chcemy kolumng wypetni¢ w catosci 1 pracowac bez
adaptorow.

Odpowietrzona zawiesing ztoza (75% zloza w buforze) nala¢ powoli, ale w
sposob ciagly do kolumny. Podczas tej czynno$ci pomocne moze by¢ zastosowanie
cienkiej szklanej bagietki o dtugosci wigkszej niz dlugos¢ kolumny. Bagietka ta
pozwala usuna¢ przypadkowe pecherze powietrza w uktadajacym si¢ 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 wypetnione buforem.

Otworzy¢ wylot kolumny 1 przy pomocy pompy wymusi¢ nominalny przeptyw
buforu D z naczynia A (1 ml w czasie 3 minut, 10 cm/godz.).

Pozwoli¢ ztozu na sedymentacje (okoto 3 godz.) i dostosowac adaptor do
wysokosci ztoza.

Zamkna¢ wylot kolumny i1 pozostawi¢ ja w temperaturze pokojowej do czasu
przygotowania materiatu do chromatografii.

Przebieg doswiadczenia:

a) Otrzymywanie plytek krwi.

Piytki krwi nalezy wyizolowa¢ z pelnej krwi stosujac bufor Tyroda oraz
postgpowanie opisane w szczegotach w przyktadzie 4.4.

b) Przygotowanle ekstraktu bialek plytkowych.

Przygotowa¢ 15 ml probéwki do wirowania, wypehi¢ je liniowym gradientem
glicerolu (0-40%, 8 ml) przygotowanym dzigki naczyniu do formowania gradientu
GML1.

Zawiesine plytek krwi (3x10%/ml) zmiesza¢ w stosunku 1:1 z buforem A i delika-
tnie nawarstwi¢ 2 ml porcje na powierzchnig gradientu glicerolu.

Wirowa¢ 30 minut w temperaturze 4°C przy 2000 x g.

Usuna¢ supernatant, a osad zawiesi¢ w 1 ml porcjach w buforze B i inkubowac
w ciagu jednej godziny w tazni lodowej (0°C) delikatnie mieszajac.

Probki (1 ml) wirowaé w czasie 1 godziny w temperaturze 0°C stosujac
przyspieszenie 1000 x g.

Otrzymany osad z kazdej probowki zawiesi¢ w 0.5 ml buforu C (zawierajacego 4%
detergentu Chaps) i ponownie inkubowac¢ w ciagu jednej godziny w tazni lodowe;.
Inkubacje zakonczy¢ wirowaniem probek w czasie 30 minut w temperaturze 0°C
stosujac 15000 x @.

Otrzymany supernatant rozcienczy¢ trzykrotnie buforem D 1 w takiej postaci
stosowac jako materiat wyjsciowy w chromatografii jonowymienne;.

¢) Chromatografia IEC.

W detektorze UV1 zainstalowac filtr 280 nm, rodzaj pracy ustawi¢ na absorbancje,
a zakres na 1.0. Czulo$¢ rejestratora ustawi¢ na 10 mV. Pelna stabilnos¢ pracy
lampa UV osiaga dopiero po okoto godzinie pracy.

Przez przygotowana wczesniej kolumneg przepusci¢ bufor D (z naczynia A przy
odpowiedniej pozycji zaworu buforowego LV3) przy ustalonym przeptywie
10 cm/godz., do osiagnigcia stabilnej linii bazowej rysowanej przez rejestrator
REC-112 (ostatni etap przygotowania kolumny).

Do naczyn GMI1 nala¢ po 25 ml buforéw D i1 E (bufor D do naczynia
zawierajacego mieszadio).

Zawor LV4 ustawi¢ w pozycji omijajacej naczynie SA-50.

Przy pomocy strzykawki nanies¢ do naczynia SA-50 10 mililitrow przygotowanego
materiatu.
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- Zawor LV3 kolektora frakcji ustawi¢ w pozycji omijajacej kolektor.
- Do koszyczka kolektora wlozy¢ 60 probdéwek mieszczacych po 4 ml. Wybraé
rodzaj pracy ,,time” 1 czas zbierania kropli 10 min.
- Zawor LV4 przestawi¢ w pozycj¢ przeptywu solwentu przez naczynie SA-50
1 kolumng, co jest rownoznaczne z naniesieniem probki na kolumng.
- Obserwowac¢ chromatogram rysowany przez rejestrator. Po wyplynigciu z kolumny
niezwigzanego z nig materialu (po okolo 30-40 minutach) wlaczy¢ mieszanie
w naczyniu GM1 1 przetaczy¢ buforowy zawér LV3 w ten sposdb, aby pompa
P-50 zaczeta ttoczy¢ ptyn z naczynia GM1 zamiast z naczynia A.
- Wlaczy¢ ,,start” kolektora frakeji 1 przekreci¢ zawor LV3 kolektora frakcji w pozy-
cje kierujaca przeptyw do kolektora. Zbiera¢ 2 ml frakcje.
Oczekiwane wyniki:
Tylko biatka posiadajace wypadkowy tadunek ujemny (badz posiadajace tadunek ujemny
w ktorym$ z regiondw kontaktu) moga wiaza¢ si¢ z anionitem. Pozostale biatka - w
warunkach eksperymentu przewazajaca wigkszo$¢ bialek ptytkowych - przeptyna przez
kolumng bez wiazania si¢ z grupami funkcyjnymi. Z tego tez powodu w czasie do 40 minut
od momentu naniesienia materialu na kolumng¢ nalezy oczekiwaé znacznego wyptywu z
kolumny tych biatek, ktore w pH 7,0 maja fadunek dodatni badZ pozbawione sa tadunku.
Biatka zwiazane z anionitem mozna usuna¢ zwigkszajac st¢zenie jonow konkurujacych o
miejsca wigzace. Jonami tymi moga by¢ jony chlorkowe, podawane w narastajacej ilo§ci wraz
ze wzrostem udziatu buforu E w skladzie eluentu. W trakcie elucji pojawia si¢ rdzne piki, ale
najwigkszy pik powinien by¢ wymyty z kolumny przy 45-50% buforu E (0,45 — 0,5 M NaCl).
Pik ten zawiera gldwnie kompleks glikoprotein GPIIb/Illa, o czym mozna si¢ przekonac
analizujac zebrane frakcje elektroforetycznie lub poddajac je rechromatografii przez filtracjg
zelowa. W przypadku analizy elektroforetycznej nalezy oczekiwa¢ w tym piku dominujacych

bialek o masach okoto 90 i 110 k. Podczas filtracji zelowej kompleks GPIIb/Illa powinien

migrowac jako dimer o masie okoto 200 k.

Regeneracja i przechowywanie zloza:

Po zakonczeniu separacji przepusci¢ przez kolumng okoto 45 ml buforu E, a nastgpnie
60 ml buforu D, co czyni kolumng gotowa do ponownego uzycia. W razie potrzeby dtuzszego
przechowania kolumny nalezy wymieni¢ w niej bufor na wodg (60 ml wody) 1 przepusci¢
przez nia okoto 45 ml 20% etanolu, zamkna¢ ja szczelnie 1 przechowywaé w temperaturze
pokojowej, chroniac od $wiatta. Jezeli jednak ztoze nie bedzie uzytkowane w dajacej si¢
przewidzie¢ perspektywie czasu, dobrze jest je wypakowa¢ z kolumny i1 przechowywac

w loddéwce, zakonserwowane 20% etanolem.
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gestosc optyczna w 280 nm

Rys. 5.2.
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Przyktadowy chromatogram otrzymany w trakcie izolowania kompleksu GPIIb/Illa z ekstraktu biatek
plytkowych z zastosowaniem techniki IEC na ztozu DEAE-Sephacel. Linia przerywana zaznaczono teoretyczny
ksztalt wymiany buforowej na kolumnie w trakcie formowania gradientu. Receptor fibrynogenu eluowany byt w
piku o czasie retencji okoto 120 min.

Uwagi:
I.

Objetos¢ nanoszonej probki w technice gradientowej, w odroznieniu od izokra-
tycznej, moze by¢ bardzo duza, wielokrotnie wigksza od objetosci kolumny.
Krytycznym parametrem jest w tym przypadku nie objgtos¢ probki nanoszonej na
kolumng, ale ilo$§¢ naniesionego biatka. Ilo$¢ ta nie powinna przekraczaé
pojemnosci kolumny, ktéra dla 15 ml ztoza DEAE Sephacel wynosi okolo 2,4 g
bialka.

Stezenie biatka w nanoszonej probce nie powinno przekracza¢ kilku mg/ml. Przy
wyzszych stgzeniach selektywno$¢ rozdziatu moze by¢ znacznie gorsza. Dlatego
bezpieczniej jest rozcienczy¢ material wyjSciowy przed naniesieniem go na
kolumneg.

Zastosowanie spektrofotometru Ultrospec 2000 z oprogramowaniem, zamiast
detektora UV1 1 rejestratora REC-112, znacznie upraszcza procedurg rejestracji
wynikéw oraz ich interpretacji. Co wigcej, mozna wtedy rejestrowaé gestosé
optyczna wyptywajacego z kolumny materiatu jednoczesnie w wielu dlugosciach
fali $wiatta.

Separacj¢ makromolekul na kolumnie wypelnionej ztozem DEAE Sephacel
mozna przeprowadzi¢ bez uzycia pompy, wykorzystujac w tym celu grawitacyjny
przeptyw solwentu przez kolumng. W takiej sytuacji predkos$¢ przeptywu mozna
regulowaé¢ wysokoscia stupa cieczy — solwentu. Mozna rowniez zrezygnowac z
ciaglej detekcji gestosci optycznej cieczy wyptywajacej z kolumny na rzecz
pomiaru wartosci OD w poszczegélnych frakcjach. Zamiast przyrzadu do
formowania ciagtego gradientu mozna podawa¢ na kolumng porcje buforéw o
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skokowo zmieniajacym si¢ sktadzie. Ten sposdb postgpowania umozliwia
prowadzenie separacji z zastosowaniem z16z jonowymiennych w laboratoriach nie
posiadajacych odpowiedniego wyposazenia. Jedynym elementem koniecznym do
pracy w techni-ce jonowymiennej jest kolumna wypelniona zlozem. Pozostate
elementy systemu mozna w do$¢ dowolny sposdb wymienia¢ i zastgpowac innymi.
Taki sposdb postgpowania jest czgsto prezentowany w rozdziale poswieconym
chromatografii powinowactwa.

Przyklad 5.2.

Izolowanie monoklonalnych immunoglobulin G z mysiego plynu wysigkowego (2).

Wprowadzenie:

Jedna z powszechnie stosowanych metod otrzymywania mysich przeciwciat
monoklonalnych jest wszczepienie myszkom komoérek hybrydoma, co prowadzi do powstania
guza 1 produkcji ptynu wysigkowego bogatego w czasteczki IgG. Alternatywna metoda jest
hodowla komoérek hybrydoma w warunkach in vitro. W takiej hodowli monoklonalne IgG
uwalniane sa przez wybrana lini¢ komérkowa do medium hodowlanego. Zaréwno ptyn
wysigkowy, jak 1 supernatant z hodowli komoérkowej, sa bogatymi zroédtami potrzebnych
przeciwcial monoklonalnych i moga postuzy¢ do ich izolowania. Jedna z uznanych metod
oczyszczania przeciwcial, z obu materialdow wyjSciowych, jest technika chromatografii

jonowymienne;.

Material:
1. Mysi ptyn wysigkowy (ascites)
2. Q Sepharose HP
Aparatura:
Jak wyspecyfikowano w przyktadzie 5.1.
Odczynniki:
1. Bufor A — 50 mM Tris buforowany kwasem octowym, pH 8§,0.
2. Bufor B - 0,5 M NaCl w buforze A.
3. Bufor C - 1,0 M NaCl w buforze A
Przygotowanie kolumny chromatograficznej:
- Doktadnie odpowietrzy¢ bufory pod proznia.
- Pobra¢ 15 ml ztoza Q Sepharose HP i zawiesi¢ je w 30 ml buforu A. Doktadnie
zamieszac zawiesing i pozwoli¢ jej swobodnie 0sias¢.
- Usuna¢ supernatant, ponownie zawiesi¢ zel w 30 ml buforu A.
- Wypehi¢ kolumng tak jak to opisano w przyktadzie 5.1., z ta roznica, ze jako
nominalny przeptyw przyja¢ 2 ml/min (60 cm/godz.), a czas sedymentacji skroci¢
do 30 minut.
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Przebieg doswiadczenia:

Plyn wysigkowy (5 ml) rozcienczy¢ trzykrotnie buforem A i odwirowa¢ (10 min,
2000 x g, RT) a nastgpnie zebra¢ supernatant 1 pobra¢ go do 20 ml strzykawki.

W detektorze UV1 zainstalowac filtr 280 nm. Wiaczy¢ detektor do sieci 1 wybrac
rodzaj pracy AU, a zakres na 1,0. Czulos$¢ rejestratora ustawi¢ na 10 mV.

Zawor LV4 (rys. 5.1.) ustawi¢ w pozycji omijajacej naczynie aplikacyjne SA-50.
Zawor buforowy LV3 ustawi¢ w pozycji pozwalajacej na przeplyw buforu A
Z naczynia A.

Zawor LV3 kolektora frakcji ustawi¢ w pozycji omijajacej kolektor.

Przy pomocy pompy P-50 wymusi¢ przeptyw buforu A przez kolumng, z
predkoscia objetosciowa 2 ml/min.

W trakcie oczekiwania na ustalenie si¢ linii bazowej nanie$¢ przygotowany
wczesniej material wyjSciowy do naczynia SA-50.

W koszyczku kolektora frakcji umiesci¢ 150 probowek o pojemnosci 4 ml kazda.
Kolektor frakcji zaprogramowac na zbieranie 2-minutowych frakcji.

Do naczynia formujacego gradient (GM1) nala¢ po 200 ml buforéw A i B (bufor A
do pojemnika z mieszadtem).

Po ustaleniu si¢ linii bazowej przekreci¢ zawor LV4 w pozycje pozwalajaca na
przeptyw solwentu przez naczynie SA-50 i przez kolumne (obrét o kat 90°).
Przepuszczaé przez kolumng bufor A w czasie 20 min.

Uruchomi¢ naczynie formujace gradient i przy pomocy zaworéw LV3 polaczyc
pompg P-50 z naczyniem GM1 oraz kolektor frakcji z wyjsciem detektora UV1.
Uruchomi¢ kolektor frakeji.

Kontynuowa¢ rozdzial az do wyczerpania si¢ buforow w naczyniu formujacym
gradient (okoto 200 min), po czym zakonczy¢ rozdziat.

Oczekiwane wyniki:

W czasie pierwszych 20 minut trwa nanoszenie separowanego materiatlu na kolumng oraz

wymywanie z kolumny biatek, ktére nie zwiazaly si¢ z wymieniaczem jonowym. Po

uruchomieniu

formowania gradientu warunki na kolumnie zaczynaja si¢ stopniowo zmieniac.

Wazrasta stezenie jondéw chlorkowych, konkurujacych o miejsca wiazace na anionicie
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Rys. 5.3.

Przyklad izolowania przeciwciala monoklonalnego z mysie-go plynu wysigkowego. Linia przerywanag
zaznaczono oczekiwana wymiang buforowa dokonywana w kolumnie w wyniku formowania gradientu.

Regeneracja i przechowywanie zloza:

Przepusci¢ przez kolumneg 45 ml buforu C a nastgpnie 150 ml buforu A. Kolumna jest
wtedy gotowa do ponownego uzycia. W razie dtuzszego przechowania kolumny nalezy po
regeneracji przemy¢ ja 150 ml wody, a nastgpnie zrownowazy¢ 20% etanolem 1 trzymac
w temperaturze pokojowej chroniagc od nadmiernego o$wietlenia. Jezeli zloze ma by¢
przechowywane przez dluzszy czas, wygodniej jest wypakowa¢ je z kolumny i
przechowywa¢ w lodéwce - zakonserwowane 20% etanolem i zabezpieczone przed

wysychaniem.

Uwagi:

1. W trakcie rutynowego izolowania bialek nie ma potrzeby zbierania wszystkich
frakcji wyplywajacych z kolumny. Wystarczy w pierwszym rozdziale oznaczy¢
doktadnie objgtos¢ elucji interesujacego nas biatka, a nastgpnie zbiera¢ tylko
frakcje, ktore zawieraja to biatko.

2. Zastosowanie maja tutaj wszystkie uwagi zawarte w przyktadzie 5.1.

3. Poprawiona selektywno$¢ rozdzialu mozna uzyskaé stosujac elucj¢ zwiazanych
biatek w gradiencie pH. Nalezy jednak zachowa¢ w takim wypadku szczegdlna
ostrozno$¢. Wiele biatek wykazuje minimalng rozpuszczalnos¢ w pH bliskim
wartos$ci pl. Zblizenie si¢ wartosci pH do wartosci pl zawsze grozi wytracaniem
biatka z roztworu i uszkodzeniem kolumny. Rozpuszczalno$¢ separowanych
bialek w pH elucji nalezy zawsze sprawdzi¢ eksperymentalnie podczas
planowania warunkéw rozdziatu.

4. Elucja bialek w warunkach gradientu pH pozwala czasami odzyska¢ silnie
zwigzane z wymieniaczem molekuty. Stosowanie takiego postgpowania zaleca si¢
wtedy, gdy w wymytych frakcjach nie mozna zidentyfikowaé interesujacego nas
biatka, pomimo pewnosci, ze w naniesionej probce biatko to byto obecne.

Przyklad 5.3.

Separacja peptydow powstalych w wyniku hydrolizy lancucha a-1 kolagenu
bromocyjanem (2).

Wprowadzenie:

Do badania poszczegdlnych regiondow bialek potrzeba czgsto fragmentéw ich
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degradacji uzyskanych dzigki enzymatycznemu badZz nieenzymatycznemu trawieniu tych
bialek. Aby uzyska¢ homogenne peptydy, konieczne do dalszych badan, niezbgdnym jest ich
wyizolowanie z mieszaniny wszystkich peptydow. Najcze$ciej stosowana w tej sytuacji
metoda jest technika odwroconej fazy (RPC). Technika chromatografii jonowymiennej
stanowi jednak dobre uzupeklienie techniki RPC ze wzgledu na rézne wiasciwosci

makromolekut decydujace o separacji w obu technikach.

Material:
1. Mieszanina peptydéw powstalych w wyniku nieenzymatycznego trawienia
tancucha a—1 kolagenu typu 1 bromocyjanem.
2. SP Sepharose HP

Aparatura:
Jak wyspecyfikowano w przyktadzie 5.1.

Odczynniki:
1. Bufor A —20 mM HCOOH zawierajacy 2 M mocznika, pH 3,8.
2. Bufor B — bufor A zawierajacy dodatkowo 1 M NaClL

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:
- Wszystkie czynno$ci zwiazane z przygotowaniem kolumny jak w przyktadzie 5.2.
z wezesniejszym odniesieniem si¢ do przyktadu 5.1.
Przebieg doswiadczenia:
- Przygotowa¢ kolumng i manualny zestaw chromatograficzny jak w przyktadzie
5.2.
- Do naczynia aplikujacego probki SA-50 nanie$¢ okoto 40 mg mieszaniny
peptydow rozpuszczonych w 2 ml buforu A.
- Dalsze czynnos$ci wykonywac¢ doktadnie tak, jak w przyktadzie 5.2.

Oczekiwane wyniki:

W przedziale czasu migdzy naniesieniem probki na kolumng i uruchomieniem formowania

kolumna : SP Sepharose HP XK16/10
przeptyw: 3 ml/min.

probka: 40 mg peptydow w 2 ml buforu A
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gradientu z kolumny wyptywaja tylko te peptydy, ktore obdarzone sa ujemnym tadunkiem
elektrycznym. Pozostate peptydy pozostaja na kolumnie silniej lub stabiej zwiazane z
kationitem. Wraz z narastaniem st¢zenia jondw sodowych, konkurujacych ze zwiazanymi
peptydami o miejsce na wymieniaczu, warunki wigzania ulegaja zmianie i najstabiej zwiazane
peptydy wymywane sa z kolumny. Proces ten zachodzi analogicznie jak w przypadku
anionitu z przyktadu 5.2. Réznica dotyczy tylko rodzaju jondw konkurujacych o miejsca
wiazace na wymieniaczu jonowym. Poszczegolne grupy peptydow wymywane sa z kolumny
przez caly czas trwania rozdziatu i stanowia bardzo dobry material wyj$ciowy do dalszej

rechromatografii w technice RPC.

Rys. 5.4.

Separacja peptydow pochodzacych z nieenzymatycznego trawienia kolagenu bromocyjanem. Linia przerywana
zaznaczono oczekiwana wymiang buforowa w kolumnie zachodzaca podczas formowania gradientu.

Regeneracja i przechowywanie zloza:
Przepusci¢ przez kolumneg 45 ml buforu B 1 dalej postepowac jak w przyktadzie 5.2.
Uwagi:

Zastosowanie maja wszystkie uwagi z przyktadoéw 5.115.2.

Przyklad 5.4.

Frakcjonowanie bialek osocza z zastosowaniem kolumny HiTrapQ (4).

Wprowadzenie.

Osocze krwi ludzkiej jest mieszaning wielu réznych bialek, wykazujacych odmienne
wlasciwosci funkcjonalne 1 biochemiczne. Pomimo bardzo szybkiego 1 owocnego postepu
w produkcji biatek rekombinowanych, osocze ciagle pozostaje niezastapionym zroédtem wielu
czynnikdéw stosowanych w terapii. Chromatografia jonowymienna jest zwykle stosowana jako
pierwszy krok w technologii frakcjonowania i izolowania biatek osoczowych. Celem
ponizszego przyktadu jest wstepne rozdzielenie biatek osoczowych z zastosowaniem kolumny

HiTrap Q.

Material:
1. Ubogoptytkowe osocze ludzkie lub wieprzowe.
2. Kolumna HiTrap Q

Aparatura:
1. System chromatografii niskoci$nieniowej GradiFrac.
2. Spektrofotometr Ultrospec 2000 z programem Swift TimeDrive.
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3. Kuweta przeptywowa 70 pl.
4. Wiroéwka laboratoryjna (4x15 ml, 3000xQ)

Odczynniki:

1.

Bufor A — 10 mM Tris, pH 7,4

2. Bufor B— 10 mM Tris, 1 M NaCl, pH 7,4
3. 20% etanol.

Przygotowanie systemu:

W systemie GradiFrac w miejsce detektora UV1 1 rejestratora Rec-112
zainstalowa¢ spektrofotometr Ultrospec 2000 wyposazony w kuwete przeptywowa
1 podtaczony do komputera z zainstalowanym programem Swift TimeDrive.
Koncowki wezykow oznaczone literami A 1 B zanurzy¢ odpowiednio w buforach
AiB.

Jezeli w systemie zamontowana byta jaka§ kolumna to nalezy ja usunac, a w jej
miejsce podlaczy¢ zwykly wezyk. Wypeti¢ buforami wezyki przy przeptywie
pompy 5 ml/min 1 gradiencie 50% B. Kontynuowac¢ przemywanie w czasie 2 min.
Pozwoli¢ na przeptyw buforu A (0% B) w czasie nastgpnych 2 min.

Podtaczy¢ kolumng HiTrap Q zwracajac uwage, aby wezyk dotaczany do wejscia
kolumny byt wypetiony solwentem.

Zréwnowazy¢ kolumne przepuszczajac przez nia bufor A (1 ml/min., 4 min).

Przygotowac program chromatograficzny wg ponizszego schematu:
METHOD BASE: VOLUME (ml)

FRACTIONATION BY: VOLUME (ml)

VOLUME 0.0 ml; CONC %B 0.0; FLOW 1 ml/min; FRACTION 0.0 ml
VOLUME 7.0 ml; CONC %B 0.0; FLOW 1ml/min; FRACTION 0.0 ml
VOLUME 25.0 ml; CONC %B 50.0; FLOW 1 ml/min; FRACTION 2.0 ml
VOLUME 28.0 ml; CONC %B 100.0; FLOW 1 ml/min; FRACTION 2.0 ml
VOLUME 30.0 ml; CONC %B 100.0; FLOW 1 ml/min; FRACTION 2.0 ml
VOLUME 31.0 ml; CONC %B 0.0; FLOW 1 ml/min; FRACTION 2.0 ml
VOLUME 50.0 ml; CONC %B 0.0; FLOW 1 ml/min; FRACTION 2.0 ml
END

Uruchomi¢ program Swift TimeDrive, wybra¢ dlugos$ci fali dla rejestracji gestosci
optycznej: 204 nm i 280 nm.
Wypehi¢ koszyczek kolektora frakcji probowkami o objetosci 4 ml.

Przebieg doswiadczenia:

a) przygotowanie probki do separacji.

Krew cytrynianowa podda¢ wirowaniu w temperaturze pokojowej (20 min,
3000xgQ).

Pipeta zebra¢ zotty supernatant wyraznie oddzielony od osadzonych elementow
morfotycznych.

Doda¢ 0,5 ml otrzymanego osocza ubogoptytkowego do 9,5 ml buforu A,
delikatnie zamiesza¢ 1 pozostawi¢ w temperaturze pokojowej do dalszego
wykorzystania. Jezeli probka nie bedzie uzyta w catosci w tym samym dniu, mozna
ja zamrozi¢. Probke po rozmrozeniu nalezy odwirowa¢ (10 min, 3000xQ) przed
uzyciem.

b) frakcjonowanie bialek.

Bezposrednio przed rozpoczeciem frakcjonowania biatek osocza uruchomié
program chromatograficzny bez nanoszenia na kolumng probki. W tym celu
wykona¢ wszystkie czynnosci jak ponizej, z wylaczeniem naniesienia probki do
petli.
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- Nanies$¢ probke (1 ml) do petli zaworu IV-7, pelniacego rolg zaworu iniekcyjnego
w systemie GradiFrac.
- Uruchomi¢ system GradiFrac z jednoczesnym uruchomieniem zbierania danych ze
spektrofotometru Ultrospec 2000 przez program komputerowy Swift TimeDrive.
- Pozwoli¢ systemowi na samodzielna pracg. Po uplywie okoto 15 minut cykl
frakcjonowania biatek mozna rozpocza¢ ponownie.
Oczekiwane wyniki:

Uruchomienie programu chromatograficznego bez naniesienia na kolumng badanej
probki dostarcza bardzo istotnych informacji o stanie kolumny (obserwacja w 280 nm) oraz o
kine-tyce wymiany buforu w kolumnie (obserwacja w 204 nm). Narastajace stgzenie jondw
CI" umozliwia elucje czasteczek biatkowych zwigzanych z anionitem, a nie usunigtych z
kolumny podczas wcze$niejszych prac. Ominigcie tego etapu moze przyczyni¢ si¢ do
zanieczyszczenia uzyskanych frakcji biatkami, ktore wcale nie wystepuja w badanej prébcee,
ale zwiazaly si¢ z wymieniaczem podczas innych prac. Obserwacja dokonana w §wietle o
dtugosci fali 204 nm bardzo doktadnie pokazuje kinetyke wymiany buforu w kolumnie
podczas realizacji programu chromatograficznego. Warto zauwazy¢, ze ten sposob
postgpowania prezentuje rzeczywista wymiang¢ buforu, w przeciwienstwie do czgsto
stosowanych wykresow reprezentujacych zmiang sktadu buforow dokonywana przed kolumna
przez ukilad pomp 1 zaworéw. Pierwszy z pikdOw - pojawiajacy si¢ zaraz po rozpoczeciu
rozdziatu - zawiera te biatka, ktore nie wiaza si¢ z anionitem w pH 7,4. W miar¢ narastania w
eluencie stezenia jonow ClI” wymywane sa biatka, ktére oddziatywaly z wymieniaczem. Na
poczatku kolumng opuszczaja bialtka najstabiej wiazane przez wymieniacz. Z czasem usuwane
sa z kolumny biatka coraz silniej oddziatujace z wymieniaczem. Poddajac zebrane frakcje
ponownej chromatografii jonowymiennej, w warun-kach wolniejszych zmian st¢zenia jonow

CI', mozna uzyskac znacznie lepsza selektywnos$¢ rozdziatu.
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Rys. 5.5.

Przyktad frakcjonowania biatek osocza krwi ludzkiej z wykorzystaniem kolumny HiTrap Q. Linia przerywana
zaznaczono obserwowana wymiang buforu w kolumnie. Obserwacja ta prowadzona byla w 204 nm bez
naniesienia probki na kolumng.

Regeneracja i przechowywanie kolumny:

Zaprogramowany cykl pracy pozostawia kolumng gotowa do ponownego uzycia w tych
samych warunkach. Przy zmianie skladu buforow nalezy powtdrzy¢ cata procedurg
przygotowania systemu do pracy. Jezeli kolumna nie bgdzie uzytkowana przez kilka dni, lub
dluzej, nalezy przepusci¢ przez nia 5 ml wody, a nastgpnie 5 ml 20% etanolu. Tak
zakonserwowang kolumne¢ mozna zdemontowac z systemu, zabezpieczy¢ przed wysychaniem

1 przechowywa¢ w temperaturze pokojowej, chroniac od nadmiernego nastonecznienia.

Uwagi:

—

Zastosowanie maja wszystkie uwagi dotyczace ¢wiczen 5.115.2.

2. Kolumny HiTrap przewidziane zostaly do szybkiego testowania warunkow
chromatografii interesujacych nas probek. Mozliwe jest wymuszenie przeptywu
solwentow przez te kolumny przy pomocy zwyktych strzykawek.

3. Kolumny HiTrap mozna podtacza¢ réwniez do wszystkich systemoéw

chromatografii cieczowej, pod warunkiem, ze nie zostanie przekroczone ci$nienie

0,3 MPa.
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Przyklad S.5.

Separacja fragmentow restrykcyjnych DNA z zastosowaniem kolumny Mono Q (5,6).

Wprowadzenie.

Chromatografia jonowymienna moze by¢ z powodzeniem stosowana do separacji
oligonukleotydow. Przyktadem takiego zastosowania moze by¢ separacja fragmentow
restrykcyjnych uzyskanych dzigki trawieniu czasteczki DNA enzymem restrykcyjnym Haelll
(5). Zdolno$¢ rozdzielcza i selektywnos$¢ rozdzialow w technice jonowymiennej pozwala
nawet na separacje poszczegolnych nukleotydow (6). W ponizszym przyktadzie zastosowana

bedzie technika jonowymienna do izolowania mieszaniny nukleotydow.

Material:
1. Mieszanina nukleotydéw zawierajaca: CMP, UMP, AMP, GMP, CDP, UDP,
ADP, GDP, CTP, UTP, ATP, GTP.
2. Kolumna Mono Q HR 5/5.

Aparatura:
1. Zestaw chromatograficzny AKTArpLc obstugiwany przez program UNICORN

Odczynniki:
1. Bufor A — 10 mM K,HPO., pH 8,0.
2. Bufor B - 50 mM K;HPQOy4, 0,25 M NaCl, pH 8,0.
3. 20% etanol.

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:

- Bufory przefiltrowac przez filtr o porowatosci 0,45-0,6 pum.

- O le system nie jest wyposazony w ogranicznik przeptywu (flow restrictor) nalezy
odpowietrzy¢ bufory.

- Kolumng zamontowaé w systemie AKTAFrpLc, dokrecajac wszystkie nakretki
palcami (bez uzycia kluczy). Klucze uzywac tylko do odkrgcania nakretek.

- Proces montowania kolumny zaczyna¢ zawsze od wypetnienia solwentem wezyka
montowanego do wlotu kolumny. Ma to zabezpieczy¢ kolumng przed dostaniem
si¢ powietrza do jej wnetrza.

- Przepusci¢ przez kolumng 5 ml buforu A, przy przeptywie 1,5 ml/min.

Przebieg doswiadczenia:

- W programie UNICORN, obstugujacym system AKTAFpLC, przygotowaé proces
tworzenia gradientu przy zadanym przeptywie 1,5 ml/min.

- Przez pierwsze cztery minuty przez kolumng ma ptynac tylko bufor A.

- Nastgpnie narasta¢ ma liniowo udziat buforu B do 75% w czasie 26 minut.

- Wybra¢ detekcje w 254 nm.

- Nanie$¢ do petli zaworu iniekcyjnego 50 Pl mieszaniny nukleotydow (20 pg/ml).
Probke wprowadzi¢ do petli przy pomocy strzykawki wyposazone; w filtr (0,45
Mm).

- Z poziomu komputera uruchomi¢ procedure rozdziatu chromatograficznego.
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Rys. 5.6.

Separacja wybranych nukleotydow z mieszaniny. Linia przerywana zaznaczona jest zmiana sktadu eluentu
rejestrowana przy pomocy detektora konduktywnosci

Oczekiwane wyniki:

Nalezy si¢ spodziewac, ze poszczegdlne nukleotydy beda wiazaty si¢ z anionitem z rdézna
sita. Sita ta bedzie uzalezniona od rodzaju zasady, ale w gtdwnej mierze bedzie zaleze¢ od
liczby grup fosforanowych w nukleotydzie. Najstabiej z wymieniaczem zwiaza si¢
monofosforany a najsilniej tréjfosforany. W ramach mono-, dwu- i trojfosforandw najstabiej
wiaza si¢ cytozynofosforany a najsilniej guanozynofosforany. W takiej tez kolejnosci
wymywane beda nukleotydy z kolumny. Nalezy wiec spodziewac si¢ nastgpujacej kolejnosci
elucji: 1) CMP, 2) UMP, 3) AMP, 4) GMP, 5) CDP, 6) UDP, 7) ADP, 8) GDP, 9) CTP, 10)
UTP, 11) ATP, 12) GTP.

Regeneracja i przechowywanie kolumny:

Kolumng po ukonczonym rozdziale nalezy przemy¢ 5 ml buforu B a nastgpnie 5 ml
buforu A. Tak potraktowana kolumna gotowa jest do ponownego rozdzialu w tych samych
warunkach. Jezeli kolumng zamierzamy zastosowa¢ w innej kompozycji buforowej, to nalezy
zréwnowazyc¢ ja przed rozpoczgciem rozdzialu nowym buforem startowym A (5-10 ml), az do
ustabilizowania si¢ nowej linii bazowej. Przed odtaczeniem kolumny od systemu nalezy ja
zregenerowa¢ a nastgpnie przemy¢ woda destylowana (5 ml) i 20% wodnym roztworem

etanolu (5 ml). Przechowywac¢ w temperaturze pokojowej, dbajac aby kolumna byta szczelnie
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zamknigta 1 nie byta narazona na zbyt silng ekspozycje do Swiatta.

Uwagi:

1. Posiadanie zautomatyzowanego systemu chromatografii wysokoci$nieniowej
(FPLC lub HPLC), zarzadzanego z poziomu komputera, bardzo utatwia pracg, ale
nie jest konieczno$cia. ROwnie dobre rezultaty mozna uzyska¢ stosujac manualny
system FPLC lub HPLC.

2. Zawsze nalezy pamigta¢ o filtrowaniu i odgazowaniu buforéw oraz filtrowaniu
badz wirowaniu separowanej probki. Wirowanie lub filtrowanie ma za zadanie
pozbawienie probki drobnych czastek materii, niewidocznych gotym okiem, ktore
moga zatkac 1 zniszczy¢ kolumng.

3. Dla wtlasciwej ochrony kolumny zaleca si¢ stosowanie odpowiednich dla danej
kolumny prefiltrow.

4. W razie utraty przez kolumng wymaganej selektywnosci lub pojemnosci nalezy ja
zregenerowac zgodnie z dostarczong wraz z kolumna instrukcja postgpowania.

Przyklad 5.6.

Oczyszczanie rekombinowanego bialka A z zawiesiny fermentacyjnej E. coli z zastoso-

waniem techniki ekspansji zloza i kolumny STREAMLINE (7).

Wprowadzenie.

Technika ekspansji ztoza jest stosunkowo nowa modyfikacja metod chromatografii
adsorpcyjnej. Technika ta pozwala na wyizolowanie - w jednym kroku chromatograficznym -
wybranego biatka z materialu wyjsciowego charakteryzujacego si¢ bardzo niekorzystnymi
parametrami reologicznymi. Materialem takim moze by¢ zawiesina komorek Ilub ich
fragmentow, albo inny plyn zawierajacy makro-zanieczyszczenia znacznych rozmiarow.
Standardowe metody chromatografii adsorpcyjnej wymagaja specjalnego, czasem bardzo
pracochtonnego, przygotowania probek przed ich naniesieniem na kolumng. W przeciwnym
wypadku kolumna moze ulec zniszczeniu. Technika ekspansji zloza pozwala ominaé etap
wstgpnego przygotowania probki 1 przepusci¢ ja przez swobodnie zawieszone w solwencie
ztoze, bez niebezpieczenstwa zatkania kolumny.

Kolumny oraz ztoza typu STREAMLINE zaprojektowane zostaly specjalnie w celu
umozliwienia pracy w warunkach ekspansji adsorbentu i1 utrzymywania go w stanie
fluidalnym. Rysunek 5.7 przedstawia schematycznie zasadg pracy kolumny STREAMLINE.
1. Sytuacja wyjsciowa, gdy przez kolumng nie przeptywa solwent, a adsorbent osadzony jest

na dnie. Ttok adaptora ustawiony jest w géornym potozeniu.

2. Przez kolumng przeplywa solwent w kierunku od dolu do gory. Wynikiem tego jest
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ekspansja ztoza 1 jego rOwnowazenie przeptywajacym solwentem. Rozmiary 1 cigzar
ziaren adsorbentu oraz liniowy przeplyw solwentu musza by¢ tak dobrane, aby ztoze
osiagnglo stan fluidalny.

Gdy adsorbent zostat juz odpowiednio przygotowany, przez kolumng przepuszczany jest
materiat podlegajacy separacji. Utrzymywany jest ten sam kierunek przeptywu jak
w poprzednim punkcie. Molekuly wykazujace powinowactwo do zastosowanego adsor-
bentu wiaza si¢ z nim. Pozostate czasteczki, wraz z makro-zanieczyszczeniami (komorki
lub ich fragmenty) przeplywaja przez rozluznione ztoze bez specjalnych oporéw i opu-
szczaja kolumne gornym wylotem.

Kontynuowana jest ekspansja ztoza i jego fluidalny stan, ale przez kolumng przepuszcza
si¢ ponownie solwent. Celem tego etapu jest usunigcie niespecyficznie zaadsorbowanych
makroczasteczek oraz pozostatych w objgtosci fluidalnego ztoza makro-zanieczyszczen.
Po odmyciu ztoza zatrzymywany jest przeptyw solwentu 1 pozwala si¢ na sedymentacje
ztoza. Na osadzone zloze opuszcza si¢ tlok adaptora, zmniejszajac znacznie objetos$¢
czynna kolumny. Przez tak przygotowane ztoze przepuszczany jest eluent usuwajacy
z kolumny zwiazane specyficznie makroczasteczki.

Po dokonaniu zamierzonej separacji adsorbent poddawany jest regeneracji i przygotowany

jest do ponownego uzycia badz do przechowywania.
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Rys. 5.7.

Schematyczne przedstawienie zasady adsorpcyjnej chromatografii cieczowej z wykorzystaniem techniki
ekspansji adsorbentu. Zaréwno ztoze jak i kolumna nosza nazwe¢ STREAMLINE i moga by¢ wykorzystywane
do prac na skale tak preparatywna, jak i przemystowa. Sekwencja procesow ekspansji, adsorpcji oraz elucji jest
nastgpujaca:

adsorbent osadzony na dnie kolumny,
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ekspansja ztoza i rownowazenie kolumny solwentem,
ekspansja ztoza i nanoszenie separowanego materiatu,
ekspansja ztoza i przemywanie solwentem,
sedymentacja ztoza i elucja zaadsorbowanego materiatu,
regeneracja osadzonego materiatu.

Sk wd

Celem niniejszego  przykladu jest przedstawienie  procesu  oczyszczania
rekombinowanego biatka A (r-prot. A) z zawiesiny fermentacyjnej transfekowanych komorek

bakteryjnych E. coli, w technice ekspansji adsorbentu jonowymiennego.

Material:
1. Zawiesina hodowlana transfekowanych komorek E. coli, produkujacych
rekombinowane biatko A.
2. Adsorbent jonowymienny STREAMLINE Q XL.

Aparatura:
1. System GradiFrac.
2. Kolumna STREAMLINE 25.

Odczynniki:
1. Bufor A — 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, pH 7,4.
2. Bufor B— 10 mMTris-HCI, 1,0 M NaCl, pH 7.4.
3. Bufor C - 0,5 M NaOH, 1 m NaCl.
2. 20% etanol.

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:

- Koncowki wezykéw kolumny STREAMLINE 25 polaczy¢ z odpowiednimi
zaworami systemu GradiFrac, zgodnie ze schematem zataczonym do kolumny.

- Odmierzy¢ 75 ml ztoza STREAMLINE Q XL i umiesci¢ je w kolumnie.

- Ustawi¢ tlok adaptora w goérnym polozeniu i rozpocza¢ ekspansj¢ oraz
réwnowazenie zloza buforem A, wymuszajac przy pomocy pompy P-50 przeplyw
solwentu o warto$ci 400 cm/godz. (okoto 33 ml/min.), w kierunku od dotu do gory.

- Przepusci¢ przez kolumng 2 litry buforu A, utrzymujac kierunek i predkosé
przeptywu jak wyze;j.

Przygotowanie materialu do separacji:
- Do 2 litrow zawiesiny fermentacyjnej doda¢ 3,2 litra buforu A.
- Ustawi¢ pojemnik z zawiesing na mieszadle magnetycznym i umies$ci¢ w nim
stalowy pret. Uruchomi¢ mieszanie.
- Zanurzy¢ w mieszaninie wezyk taczacy pojemnik z zaworem i dalej z pompa.

Przebieg doswiadczenia:
- Po zrownowazeniu ztoza rozpocza¢ nanoszenie na kolumng separowanego, utrzy-
mujac kierunek przeptywu od dolu ku gorze, oraz predkos¢ przeptywu 400
cm/godz.
- Utrzymywa¢ mieszanie materialu podawanego na kolumng przez caly czas trwania
tego etapu pracy.
- Po zakonczeniu nanoszenia separowanego materialu rozpoczaé przemywanie
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kolumny buforem A, utrzymujac dotychczasowy kierunek i predkos¢ przeptywu.
Przemywanie kontynuowa¢ do momentu, az ggsto§¢ optyczna (280 nm)
wyplywajacego z kolumny materiatu spadnie do poziomu 0,05 AU.

- Zatrzymac przeptyw buforu A i pozwoli¢ ztozu na sedymentacje.

- Przesuna¢ ttok adaptora z gérnego potozenia tak, aby kontaktowat si¢ z osadzonym
ztozem.

- Uruchomi¢ przeptyw buforu B, w kierunku od géry do dolu z predkoscia 100
cm/godz. (okoto 8,25 ml/min) i zbiera¢ wyptywajacy z kolumny materiat.

- Elucje zakonczy¢, gdy gestos¢ optyczna (280 nm) wypltywajacego materiatu
spadnie ponizej 0,1 AU.

Oczekiwane wyniki:

W wyniku ekspansji adsorbentu mozliwe jest przepuszczenie przez kolumng surowego
materiatu, nie poddanego procesowi klaryfikacji. W trakcie przeptywu materiatu przez
kolumng rekombinowane biatko A oraz inne molekuty, posiadajace ujemny tadunek
elektryczny, powinny wigzaé si¢ z wymieniaczem jonowym. Pozostale biatka oraz cate
komorki bakteryjne powinny swobodnie przeptynaé przez zloze pozostajace w stanie
ekspansji 1 opusci¢ kolumng. Po przemyciu kolumny i usunigciu niespecyficznie
zaadsorbowanego materialu mozliwa jest elucja oczyszczanego biatka. Czysto$¢ 1
homogenno$¢ preparatu mozna sprawdzi¢ metoda elektroforetyczna lub korzystajac z innych

technik chromatografii cieczowe;.

2,5 4 przeptyw: 400 cm/godz. przeptyw: 100 cm/godz.

A

kolumna: STREAMLINE 25

1,5 ztoze: STREAMLINE Q XL

materiat: 2 litry zawiesiny komoérkowe;j
3,2 litra buforu A

gestosc optyczna w 280 nm

.

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

< »e » >

nanoszenie materiatu wymywanie elucja
niespecyficzne

objetos¢ elucji (ml)

Rys. 5.8.

Przyktad oczyszczania biatka z zawiesiny komorkowej z zastosowaniem kolumny i ztoza STREAMLINE.

Regeneracja i przechowywanie kolumny:
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Przepusci¢ przez kolumng 250 ml buforu C a nastgpnie 500 ml buforu A. Tak
zregenerowana kolumna gotowa jest do ponownego uzycia. Jezeli kolumna nie begdzie
uzywana przez wigcej niz dwa dni, nalezy przepuscic¢ przez nia 500 ml wody a nastgpnie 250
ml 20% etanolu. W przypadku konieczno$ci wymiany ztoza, wymieniacz jonowy
STREAMLINE Q XL nalezy odmy¢ woda a nastgpnie zakonserwowa¢ 20 % etanolem
1 przechowywa¢ w temperaturze pokojowej bez nadmiernej ekspozycji do $wiatla

stonecznego.
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