6. Chromatografia oddzialywan hydrofobowych (hydrophobic interaction
chromatography — HIC)

Przewazajaca wigkszo$¢ makroczasteczek posiada skomplikowana struktur¢ wewnetrzna,
w ktorej mozna wyrdzni¢ zaréwno obszary hydrofilowe — eksponowane na zewnatrz
czasteczki w polarnym otoczeniu wody, jak i obszary hydrofobowe — ukryte w jej wngtrzu
1 eksponowane na zewnatrz przy zmianie Srodowiska na niepolarne. Zarowno ilos¢ takich
obszaré6w hydrofobowych, jak 1 ich umiejscowienie w strukturze czasteczki stanowia
indywidualng ceche makroczasteczek. Umozliwia to ich rozdzial ze wzgledu na odmienne

wiasciwosci hydrofobowe.

6.1. Podstawy teoretyczne chromatografii oddzialywan hydrofobowych

Chromatografia oddziatywan hydrofobowych (HIC) jest szeroko wykorzystywana do
separacji i oczyszczania makroczasteczek biatkowych. Biatka adsorbowane sa na ztozu dzigki
wystgpowaniu  oddziatywan hydrofobowych fragmentow biatka z silnie hydrofobowymi
grupami ligandéw, trwale umocowanych na powierzchni nosnika pozbawionego tadunku
elektrycznego. Rézne czynniki maja wplyw na zachowanie si¢ czasteczek biatkowych
w kontakcie z hydrofobowym adsorbentem. Niektore z nich maja krytyczny wplyw na
rozdzielczo$¢ 1 selektywno$¢ metody, a takze zdolno§¢ wiazania czasteczek przez zloze.
Ponizej sa wymienione i omOwione najwazniejsze czynniki, tj:

- typ liganda oraz jego ggsto$¢ na powierzchni no$nika,
- rodzaj nosnika,

- rodzaj i stezenie soli,

- stezenie jonow wodorowych - pH,

- temperatura,

- sktad solwentow.

Typ liganda unieruchomionego na no$niku (tancuch alkilowy lub aromatyczne grupy
arylowe) determinuje sposob adsorpcji makroczasteczek. Liniowe tancuchy alkilowe
wykazuja zdolnos¢ do czysto hydrofobowego oddziatywania, podczas gdy ligandy arylowe
maja mieszane wlasno$ci, tj. oddziatuja zarowno przez liniowe fragmenty tancucha, jak
1 wykorzystuja wigzania typu TI—Tl(z aromatycznych pierscieni grup arylowych). Przy stalej
gestosci powierzchniowej liganda, pojemno$¢ ztoza do wiazania biatek wzrasta wraz

z dlugoscia tancuchow alkilowych, jednakze sita z jaka wulegna zwiazaniu duze
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makromolekuty z dlugimi tancuchami alkilowymi moze by¢ na tyle duza, ze trudno bedzie
przeprowadzi¢ desorpcj¢ tych makromolekul ze ztoza. Wybdr miedzy ligandem alkilowym
a arylowym dokonywany jest zwykle droga prob, osobno dla kazdego rodzaju rozdzielanych
makromolekut oraz warunkéw, w jakich separacja ta ma si¢ odbywaé. Pomocne sa w tym
wzgledzie zestawy zt6z z réznymi rodzajami zwiazanych ligandow (kolumny — HiTrap),
pozwalajace w bardzo prosty sposob, z zastosowaniem strzykawki, dokona¢ wyboru
odpowiedniego ztoza oraz liganda.

Gestos¢ powierzchniowa liganda w zdecydowany sposob wplywa na pojemnosé
wiazania makromolekut i na site tego wiazania. Wraz ze wzrostem gestosci liganda wzrasta
pojemnos¢ wiazania, az do osiagnigcia stanu wysycenia przy okoto 30 milimolach liganda na
1 ml Zelu. Dzigki mozliwosci realizacji wielopunktowego oddziatywania wzrasta rowniez sila
wiazania makromolekul do liganda. Jednak zbyt silnie zwiazane makromolekuty trudno
pozniej usuna¢ z zelu, dlatego istotny jest odpowiedni dobdr liganda i1 jego gestosci
powierzchniowe;.

Rodzaj zastosowanego no$nika ma duze znaczenie przy wyborze warunkéw wiazania
1 elucji zaadsorbowanych makromolekut. Zasadniczo stosowane sa trzy rodzaje no$nika:

- usieciowana agaroza (Sepharose)

- syntetyczne polimery silikonowe

- polimery akrylamidowe.
Wszystkie typy stosowanego nos$nika wykazuja wihasciwosci hydrofobowe, ale o réznym
natezeniu. Jest to przyczyna roéznic w oddziatywaniu makromolekut z hydrofobowym
ligandem unieruchomionym na odmiennie hydrofilowej powierzchni. Z tego tez powodu
trudno jest przenosi¢ doswiadczenie uzyskane przy udziale jednego typu nosnika na inny jego
typ. Zmiana no$nika wymaga czesto zmiany warunkoéw adsorpcji i elucji.

Rodzaj i stezenie soli bardzo silnie wplywaja na oddzialywanie biatko-ligand
w chromatografii hydrofobowej. Ze wzrostem st¢zenia soli wzrasta ilo§¢ biatka wiazanego
z hydrofobowymi ligandami. Poczatkowo wzrost ten jest liniowy, ale powyzej pewnego
stezenia ilo$¢ biatka wigzanego przez ligandy wzrasta wyktadniczo. Wyktadniczy wzrost
ilosci wigzanego bialtka obserwuje si¢ przy st¢zeniu soli, w ktorym zachodzi wysalanie tego
bialka. Biatko wytraca si¢ wowczas na kolumnie chromatograficznej. Efekt ten, pomimo
obserwowanego wzrostu ilo$ci wigzania biatka, ma ujemny wptyw na selektywno$¢ rozdziatu
chromatograficznego i1 nalezy go unika¢. Poza st¢zeniem soli rowniez jej rodzaj ma duze
znaczenie dla wydajnosci 1 selektywnosci wiazania oraz elucji biatek. Wszystkie typy soli
rozpuszczalne w wodzie zostaly uszeregowane ze wzgledu na zdolno$¢ wysalania biatek

(seria Hofmeistera). Nie wszystkie sole maja jednak podobne znaczenie w praktyce
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chromatograficznej. Najwazniejsze z nich, uszeregowane wedlug intensywnosci efektu

wysalania, podane sa ponizej (1):

Na,S04>K,S04>(NH4),SOs>Na,HPO>NaCI>KCI>LiCI>NaBr>KBr

Jak wida¢, siarczany sodu, potasu i amonu maja najsilniejszy efekt wysalania biatek i one tez
powoduja najwigksze ilosciowo wiazanie biatek do hydrofobowych ligandow. Nieco stabsze
sa fosforan 1 chlorek sodu, ktére jednak pozwalaja uzyska¢ zdecydowanie Ilepsza
selektywnos$¢ wiazania 1 elucji biatek. Wigkszos¢ biatek zwiazanych z hydrofobowym
ligandem daje si¢ stosunkowo tatwo odmy¢ stosujac jako eluent t¢ sama sol, ale w nizszym
stezeniu.

Stezenie jonow wodorowych (wartos¢ pH) jest czynnikiem, ktéry musi by¢
uwzgledniany przy optymalizacji rozdzialu w technice HIC. Zaobserwowano, ze sita
oddziatywan hydrofobowych biatka z hydrofobowym ligandem jest tym wigksza, im nizsza
jest wartos¢ pH. Z drugiej strony, podwyzszenie wartosci pH umozliwia rozbicie
wielopunktowych oddziatywan hydrofobowych pomigdzy makromolekuta a dtugimi alifa-
tycznymi tancuchami, gesto unieruchomionymi na powierzchni nosnika. Jednak wartos¢ pH
powyzej 8,5 sprzyja wystgpowaniu silnych oddziatywan hydrofobowych.

Temperatura odgrywa istotna role¢ we wilasciwym przeprowadzeniu rozdziatu HIC.
Ogolnie rzecz biorac obserwuje si¢ znaczne roznice w selektywnosci separacji makromolekut
w réznych temperaturach. Wynika to stad, ze oddziatywania hydrofobowe makromolekut
z hydrofobowym ligandem maja charakter sit van der Waalsa, ktére sa zalezne od
temperatury. Im wyzsza temperatura, tym oddziatywania hydrofobowe sa silniejsze. Jednak
pewne biatka wykazuja nieco odmienne wiasciwosci hydrofobowe w funkcji temperatury. Te
odstepstwa od reguly przypisuje si¢ odwrotnym zmianom konformacyjnym 1 zwigzanym
z nimi zmianom w rozpuszczalnosci tych biatek w funkcji temperatury.

Sklad solwentow moze decydowac¢ zarowno o sile oddzialywan hydrofobowych
makromolekut z hydrofobowym ligandem, jak i o selektywnos$ci tych oddziatywan. Wptyw
roznych rodzajow 1 stgzen soli zostal oméwiony powyzej. Zastosowane inne czynniki, takie
jak alkohole i detergenty, zdecydowanie obnizaja sil¢ wiazania biatka z ligandami,
konkurujac z nimi o miejsca wiazace na ligandzie. Efekt ten moze by¢ wykorzystywany do
poprawienia selektywnos$ci wiazania 1 elucji bialek. Nalezy jednak zawsze mie¢ na uwadze
mozliwos$¢ denaturacji makromolekul przez alkohole, oraz trwate zmiany konformacyjne
dokonywane w strukturze biatka przez detergenty. Niezaleznie od tego, alkohole i detergenty

moga by¢ bardzo przydatne w czyszczeniu (sanityzacji) kolumn.
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Zalety i wady techniki chromatografii oddzialywan hydrofobowych

Zalety:

- w technice gradientowej objgto$¢ probki nanoszonej na kolumng moze by¢
wielokrotnie wigksza od objgtosci kolumny, a st¢zenie separowanych substancji
moze by¢ bardzo niskie;

- technika ta pozwala na wielokrotne zatezenie wyjsciowego materiatu,

- pojemno$¢ kolumny jest zwykle bardzo duza;

- rozdzielczo$¢ metody jest wysoka.

Wady:

- skladniki eluowane w solwencie o duzym stezeniu soli musza by¢ dializowane lub
poddawane rechromatografii technika filtracji zelowej w celu usunigcia nadmiaru

soli.

6.2.

Z}oza stosowane w chromatografii oddzialywan hydrofobowych

Ztoza do chromatografii oddziatywan hydrofobowych réznia si¢ zaréwno rodzajem

no$nika jak i rodzajem oraz dtugo$cia hydrofobowych ligandow. W tabeli 6.1. zestawiono

niektore wlasciwosci z16z najczesciej stosowanych w technice HIC. Nalezy zwroci¢ uwage,

ze ztoza te zostaty przewidziane dla technik chromatografii niskoci$nieniowej i nie spetniaja

warunkow wymaganych w systemach FPLC lub HPLC. Dla tych systemow przewidziano

ztoza, ktorych no$niki charakteryzuja si¢ lepszymi parametrami mechanicznymi (tabela 6.2.).

Tabela 6.1.

Zestawienie wybranych z16z do chromatografii HIC. Dane na podstawie aktualnego (2000 r.)
katalogu firmy Amersham Pharmacia Biotech.

(mg HSA /ml zelu)

Phenyl
Sepharose 6 FF Butyl Octyl SOURCE SOURCE SOURCE
(low /high sub) | Sepharose 4 FF | Sepharose 4FF 15 PHE 15 ISO 15 ETH
Rodzaj liganda fenyl n-butyl n-octyl Fenyl izopropyl Eter
Powierzchniowa
gestos¢ liganda 20/40 50 5 30-40 30-40 30-40
(Mmoli/ml zelu)
polistyren polistyren Polistyren
Rodzaj nosnika Sieciowana sieciowana sieciowana sieciowany z sieciowany z sieciowany z
agaroza (6%) | agaroza (4%) agaroza (4%) | dwuwinyloben- | dwuwinyloben- | dwuwinyloben-
zenem zenem zenem
Maksymalne
ci$nienie pracy 0,3 0,3 0,3 1,5 1,5 1,5
ztoza (MPa)
Pojemnos¢
wigzania 24/36 27 27 25 25 25

W kolumnie dotyczacej zelu Phenyl Sepharose 6 FF podano dane dla zt6z o niskiej i wysokiej ggstosci powierzchniowej liganda.
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Dla szybkiego sprawdzenia warunkow separacji wybranego materialu technika
chromatografii oddziatywan hydrofobowych, z zastosowaniem zt6z podanych w tabeli 6.1.,
firma Amersham Pharmacia Biotech oferuje zestaw kolumienek HiTrap HIC. Kolumienki te
(1 ml kazda) moga by¢ uzyte w dowolnym systemie chromatograficznym (HPLC, FPLC,
AKTA, systemy niskoci$nieniowe GradiFrac lub AKTAprime), ale moga byé rowniez

operowane za pomoca zwyklej strzykawki.

Tabela 6.2.

Zestawienie wybranych kolumn do wysokocisnieniowej chromatografii oddziatywan
hydrofobowych. Dane na podstawie katalogu firmy Amersham Pharmacia Biotech (1999 r.).

Alkyl Superose Phenyl Superose
Rodzaj liganda Neopentyl Fenyl
Rodzaj nosnika Superose 12 Superose 12
Maksymalne ci$nienie (MPa) 2,5 2,5
Zakres temperatur (°C) 4-40 440
Zakres pH 2-13 2—13
mocznik, chlorowodorek guanidyny, | mocznik, chlorowodorek guanidyny,

Odpornos¢ chemiczna detergenty, rozpuszczalniki detergenty, rozpuszczalniki

organiczne organiczne
Pojemnos¢ wiazania HSA - 60 Chymotrypsynogen — 50
(mg biatka/ ml Zelu)

6.3. Przyklady zastosowan techniki chromatografii oddzialywan

hydrofobowych

Przyklad 6.1.
Rozdzielanie a-laktoalbuminy i [-laktoglobuliny z zastosowaniem zloza Phenyl-

Sepharose 6 FF (2)

Wprowadzenie:
Struktura przestrzenna wielu bialek podlega zmianom indukowanym obecnos$cia jonow
metali. Zmiany te, poza regulacja funkcji tych biatek, prowadza do zmian ich wtasciwosci

hydrofobowych. Zjawisko to moze by¢ wykorzystane do izolowania i oczyszczania bialek
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wiazacych jony metali. Dwie obecne w mleku proteiny, a-laktoalbumina i [3-laktoglobulina,
maja zdolno§¢ wiazania jonéw Ca”". Obecno$é¢ jonéw wapnia powoduje zmniejszenie hydro-
fobowosci  a-laktoalbuminy. Natomiast wiasciwosci hydrofobowe [-laktoglobuliny stabo
zaleza od obecnosci tych jonow. Mozna wiec stosunkowo tatwo dokonaé separacji tych
dwoch biatek z wykorzystaniem zloza Phenyl-Sepharose 6 FF. W pierwszym etapie separa-
cji przez kolumng przepuszcza si¢ mieszaning tych bialek w obecno$¢ EDTA. W takich
warunkach o-laktoalbumina wiaze si¢ ze zlozem, a [3-laktoglobulina przeplywa przez
kolumng praktycznie bez oddziatywan. W drugim etapie wystarczy wyeluowa¢ zaadsorbo-

wane na kolumnie biatko, korzystajac z buforu zawierajacego jony wapnia.

Material:
1. Bialka a-laktoalbumina i 3-laktoglobulina.

Aparatura:
1. System chromatografii niskocisnieniowej GradiFrac.
2. Kolumna HiTrap Phenyl Sepharose 6 FF.

Odczynniki:
1. Bufor A - 50 mM Tris/HCI, zawierajacy 0,2 M EDTA, pH 7,5.
2. Bufor B-50 mM Tris/HCI, zawierajacy 1 mM CaCl,, pH 7,5.
3. 20% etanol.

Przygotowanie systemu i kolumny chromatograficznej:
a) Przygotowanie systemu.

- Do naczyn na solwenty nala¢ po 500 ml odpowiednio buforéw A i B.

- Sprawdzié, czy w wezykach doprowadzajacych solwenty do pompy znajduje si¢
ciecz. Jezeli nie, to napeli¢ je przy pomocy strzykawki, zgodnie z instrukcja
uzytkowania systemu.

- Ustawi¢ %B = 50 1 przepusci¢ przez system 20 ml mieszaniny buforéw A 1 B.

- Ustawi¢ %B = 0 i przepusci¢ 20 ml buforu A.

- Sprawdzi¢ czy petla zamocowana w zaworze iniekcyjnym ma wystarczajaca
objetos¢ (1 lub 2 ml).

- Sprawdzi¢ czy w detektorze UV1 zainstalowany jest w filtr 280 nm, ustawi¢
rodzaj pracy na AU, a zakres na 1.0 i wlaczy¢ zasilanie. Stabilng pracg lampy
uzyskuje si¢ po okoto 1 godzinie od wtaczenia.

- Uruchomi¢ rejestrator Rec-112 i ustawi¢ zakres pracy kanatu niebieskiego (sygnat
z detektora) na zakres 10 mV, a kanalu czerwonego (% B)na 1 V.

- Do koszyczka kolektora frakcji wstawi¢ 10 probowek o objgtosci 4 ml.

b) Przygotowanie kolumny.

- Zamocowa¢ kolumng HiTrap Phenyl Sepharose 6 FF w systemie GradiFrac,
zwracajac uwage, aby nie dopusci¢ do dostania si¢ powietrza do wngtrza kolumny
przez jej wlot. Najtatwiej to wykona¢ przy catkowicie wypelionym wezyku
doprowadzajacym solwent do kolumny.

- Przepusci¢ przez petlg i kolumng 10 ml buforu A.

- Zatrzymac przeptyw solwentow.

Przebieg doswiadczenia:
- Zmiesza¢ 500 pl (2 mg/ml) a-laktoalbuminy z 500 pl (2 mg/ml) [-laktoglobuliny.
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- Doda¢ 1 ml buforu A i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej w ciagu 30 minut.

- W tym czasie wprowadzi¢ do systemu program chromatograficzny wg schematu:
METHOD BASE: VOLUME (ml)

FRACTIONATION BY: VOLUME (ml)

VOLUME 0,0; CONC %B  0,0; FLOW 1 ml/min.; FRACTION 1,0
VOLUME 3,0; CONC %B  0,0; FLOW 1 ml/min.; FRACTION 1,0
VOLUME 7,0; CONC %B 100,0; FLOW 1 ml/min.; FRACTION 1,0
VOLUME 8,0; CONC %B 100,0; FLOW 1 ml/min.; FRACTION 0,0
VOLUME 9,0; CONC %B 0,0; FLOW 1 ml/min.; FRACTION 0,0
VOLUME 12,0; CONC %B 0,0; FLOW 1 ml/min.; FRACTION 0,0

- Uruchomi¢ przeplyw buforu A przez kolumng i obserwowaé lini¢ bazowa
rysowana przez rejestrator.

- Po ustaleniu sig linii bazowej, ustawi¢ zawor iniekcyjny IV-7 w pozycje LOAD
1 przy pomocy strzykawki z filtrem (0,45 Um) nanies¢ separowany materiat (1 ml)
do petli.

- Wecisnaé przycisk start i jednoczes$nie przestawi¢ zawor iniekcyjny w pozycje
INJECT.

- Dalej proces separacji bedzie nadzorowany i wykonany przez system GradiFrac.

Oczekiwane wyniki:
B-laktoglobulina powinna opusci¢ kolumng bez oddziatywan i znalez¢ si¢ w 1 1 2 frakcji.
Natomiast a-laktoalbumina powinna by¢ wyeluowana wtedy, gdy EDTA zostanie w znacznej

mierze usuni¢te z kolumny 1 zastapiony jonami wapnia, tj we frakcjach powyzej numeru 5.

kolumna: HiTrap Phenyl Sepharose 6FF
przeptyw: 1 ml/min
probka: 1 ml, a-laktoalbumina (0.25 mg/ml)

0,32 - OD w 280 nm o B—Iaktog!obullna (0.25 mg/ml)

- - - % buforu B gradient: 0% B do 3 min.
° 0-100% B od 3 do 7 min,
0,27 4 100% B od 7 do 8 min.
100%8B

0,22 e

B-laktoglobulina .

0,17 -

0,12

0,07 +

0,02 -

gestos¢ optyczna w 280 nm

-0,03 . .
’ czas retencji (min)

Rys. 6.1.
Przyktadowy wynik separacji biatek wiazacych jony metali z wykorzystaniem chromatografii oddzialywan

hydrofobowych. Zmiany konformacyjne bialek, wynikajace z braku jonéw wapnia, powoduja bardzo istotne
roznice wlasciwosci hydrofobowych separowanych molekut.
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Regeneracja i przechowywanie kolumny:

Zakonczenie programu chromatograficznego pozostawia kolumng w stanie gotowosci do
ponownego uzycia. Po zakonczonej pracy kolumng przemy¢ woda destylowana (10 ml),
nastepnie 20% etanolem (3 ml) i przechowywa¢ w temperaturze pokojowej chronigc przed
nadmiernym nastonecznieniem. Przed ponownym uzyciem wystarczy kolumng przemyc¢
20 ml wody.

Uwagi:

1. Wszystkie bufory stosowane do chromatografii cieczowej oraz nanoszone probki
nalezy filtrowa¢ przed uzyciem. Probki zamiast filtrowania mozna poddac
wirowaniu (5000 x g, 10 min). Ma to na celu zabezpieczenie kolumny przed
zatkaniem.

2. Bufory dobrze jest przygotowac na kilka godzin przed uzyciem, ale bezposrednio
przed ich zastosowaniem nalezy sprawdzi¢ warto§¢ pH 1 w razie koniecznos$ci
ponownie doprowadzi¢ do potrzebnej wartosci.

3. Podobny rezultat mozna uzyska¢ wymuszajac przeptyw solwentow przez kolumng
HiTrap przy pomocy strzykawki. W takim przypadku nalezy przygotowac
skokowa zmiane¢ buforow na kolumnie.

Przyklad 6.2.

Izolowanie bialek z mieszaniny z zastosowaniem zloza Phenyl-Sepharose (3)

Wprowadzenie:

S6l obecna w wysokich stezeniach w roztworze bialek wywoluje liczne zmiany
konformacyjne tych biatek. W krancowych przypadkach zmiany te prowadza do wytracenia
niektérych z nich z roztworu. Zjawisko to (wysalanie biatek) czesto stosowane jest do
szybkiej, wstepnej separacji biatek. Pozostate w roztworze biatka wykazuja silne wlasciwosci
hydrofobowe i moga by¢ rozdzielane z zastosowaniem techniki chromatografii oddzialywan
hydrofobowych. Po naniesieniu na kolumng mieszaniny bialek, znajdujacych si¢
w S$rodowisku o wysokim stezeniu soli, dojdzie do oddzialywania hydrofobowych
fragmentéw tych biatek z hydrofobowymi tancuchami ligandow zwigzanych trwale
z mnosnikiem. Po odmyciu niespecyficznie zaadsorbowanych molekul mozna eluowac

zwiazane biatka w funkcji ich hydrofobowosci, stosujac eluenty o malejacym stgzeniu soli.

Material:

1. Standardy biatkowe: cytochrom c, mioglobina, rybonukleaza, lizozym,
oraz chymotrypsynogen A.
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Aparatura:
1. System chromatografii niskoci$nieniowej GradiFrac.
2. Kolumna HiTrap Phenyl Sepharose 6 FF.
Odczynniki:

1. Bufor A - 50 mM bufor fosforanowy, pH 7.0.

2. Bufor B - 50 mM bufor fosforanowy, zawierajacy 1,7 M (NH4),SO4, pH 7.0.

3. 20% etanol.

Przygotowanie systemu i kolumny chromatograficznej:

- Wszystkie czynno$ci przygotowania systemu i kolumny nalezy wykona¢ tak jak

w ¢wiczeniu 6.1.
Przebieg doswiadczenia:

- Korzystajac z buforu A, zawierajacego 1,7 M siarczanu amonu, przygotowac
mieszaning biatek standardowych: cytochrom ¢ (1 mg/ml), mioglobina (2 mg/ml),
rybonukleaza (5 mg/ml), lizozym (1 mg/ml), chymotrypsynogen A (3 mg/ml).

- Przygotowa¢ program chromatograficzny wg schematu:

METHOD BASE: VOLUME (ml)

FRACTIONATION BY: VOLUME (ml)

VOLUME 0,0; CONC %B  0,0; FLOW 1 ml/min.; FRACTION 1,0
VOLUME 2,5; CONC %B 0,0; FLOW 1 ml/min.; FRACTION 1,0
VOLUME 18,0; CONC %B 100,0; FLOW 1 ml/min.; FRACTION 1,0
VOLUME 20,0; CONC %B 100,0; FLOW 1 ml/min.; FRACTION 0,0
VOLUME 21,0; CONC %B 0,0; FLOW 1 ml/min.; FRACTION 0,0
VOLUME 25,0;, CONC%B 0,0; FLOW 1ml/min.; FRACTION 0,0

- Przy pomocy strzykawki uzbrojonej w filtr (0,45um) nanies¢ 1 ml mieszaniny do
petli zaworu iniekcyjnego (zawor w pozycji LOAD).

- Po wustaleniu si¢ linii bazowej uruchomi¢ program oraz przestawi¢ zawor
w pozycje INJECT.

3 kolumna: HiTrap Phenyl Sepharose 6 FF
——ODw280nm przeptyw: 1 ml/min.
- - - % buforu B prébka: mieszanina standardéw
25 | 10 mg/ 500 pl

gradient: 0% B do 2,5 min.
0-100% B w 15 min.
2 100% B
2 5 R

gestosc optyczna w 280 nm

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
czas retencji (min)
Rys. 6.2.

Separacja standardéw biatkowych: cytochrom (1), mioglobina (2), rybonukleaza (3), lizozym (4),
chymotrypsynogen (5) w technice chromatografii oddziatywan hydrofobowych. Rozdzial przeprowadzono na
kolumnie HiTrap Phenyl Sepharose 6 FF zainstalowanej w systemie chromatograficznym GradiFrac.
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Oczekiwane wyniki:

Kolejnos¢ wymywania biatek przedstawiona jest na rysunku 6.2.
Regeneracja i przechowywanie kolumny:

Zakonczenie programu chromatograficznego pozostawia kolumng w stanie gotowosci do
ponownego uzycia. Po zakonczonej pracy kolumng przemy¢ woda destylowana (10 ml),
a nastgpnie 20% etanolem (3 ml) i przechowywaé¢ w temperaturze pokojowej. Przed

ponownym uzyciem kolumng przemy¢ 20 ml wody.

Uwagi:

Zastosowanie maja wszystkie uwagi jak w przykladzie 6.1.

Przyklad 6.3.

Oczyszczanie przeciwcial monoklonalnych z zastosowaniem techniki chromatografii

oddzialywan hydrofobowych (4)

Wprowadzenie:

W przyktadzie 5.2. opisano sposob izolowania przeciwcial monoklonalnych z mysiego
ptynu wysigkowego z zastosowaniem chromatografii jonowymiennej. Niestety, czgsto
spotyka si¢ przeciwciata, ktorych czasteczki sa niezwykle czute na niewielkie zmiany
wartosci pH, a zmiany takie zachodza w sposob stabo kontrolowany na jonowymieniaczu.
W takiej sytuacji moze doj$¢ do nieodwracalnej utraty aktywnosci biologicznej przeciwciata.
Alternatywna metoda moze by¢ zastosowanie chromatografii oddzialywan hydrofobowych.
Kazda czasteczka immunoglobuliny posiada regiony hydrofobowe mogace uczestniczy¢
w oddziatywaniach z nieruchomymi ligandami ztoza, umozliwiajac tym samym izolowanie

ich z mieszaniny.

Material:
1. Mysi pltyn wysigkowy

Aparatura: )
1. System chromatografii cieczowej AKTAFPLC
2. Kolumna Alkyl Superose HR 5/5

Odczynniki:
1. Bufor A - 100 mM bufor fosforanowy z dodatkiem 2 M (NHy4),SO4, pH 7,0.
2. Bufor B - 100 mM bufor fosforanowy, pH 7,0.
3. Bufor C - 100 mM bufor fosforanowy z dodatkiem 0,8 M (NH4),SO4, pH 7,0
4. 20% etanol.
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Przygotowanie systemu i kolumny chromatograficzne;j:

- Bufory przepusci¢ przez filtry (0,45 pm) i doktadnie odpowietrzy¢ pod proznia.

- Wypehi¢ odpowiednimi buforami wezyki systemu AKTAFPLC,

- Zainstalowa¢ kolumng Alkyl Superose HR 5/5 i1 przepusci¢ przez nia 5 ml
buforu A przy przeptywie 0,5 ml/min.

- Korzystajac z programu komputerowego UNICORN, sterujacego systemem
AKTA, przygotowa¢ program separacji probki, wprowadzajac nastepujace
parametry:

a) predkos¢ przeptywu 0,5 ml/min.,
b) detekcja w 280 nm,

¢) frakcje 2 ml,

d) 25 % B w czasie 10 min.,

e) iniekcja probki

f) 25% B w czasie 5 min.,

g) 25-75% B w czasie 90 min.,

h) 75-100% B w czasie 1 min.,

i) 100% B w czasie 10 min.,

j) 100-25% B w czasie 5 min.,

Przebieg doswiadczenia:

- Plyn wysigkowy (200 pl) rozcienczy¢ trzykrotnie buforem C i odwirowa¢ (10 min,
5000 x g, RT) a nastgpnie zebra¢ supernatant i pobra¢ go do 1 ml strzykawki.

- Uruchomi¢ program UNICORN sterujacy systemem AKTAFPLC, oraz gromadzacy
dane z detektoréw i pozwalajacy na ewaluacj¢ uzyskanych wynikow.

- Nanies¢ 600 pl przygotowanej probki do petli (1 ml) zaworu iniekcyjnego
INV-907, stosujac filtr (0,45 pm).

- Uruchomi¢ przygotowany wczesniej program separacji uzytego materiatu.

kolumna: Alkyl Superose HR 5/5

prébka: mysi ptyn wysigkowy
05 | przeplyw: 0,5 mi/min. 10_0_0{" _B_ )

’ gradient: 25% B do 5 min., B
E 25-75% w czasie 90 min., lgG !
c 75-100% w czasie 1 min., !
° 0, i ]
o 04 1 100% B do 100 min. ;
N -
3 L
g 0,3 -
N y 7 - - -
o
>
il
Q.
(] 0,2 A ——OD w 280 nm
0 - -%B
[e]
,,‘;; _—
i 0,1 -
(o]

0

0 20 40 60 80 100

czas retencji (min.)

Rys. 6.3.
Izolowanie przeciwciala monoklonalnego z mysiego pltynu wysigkowego z zastosowaniem chromatografii
oddzialywan hydrofobowych. Linia ciagla przedstawiono zmiany ggstosci optycznej w 280 nm, podczas gdy

linia przerywana obrazuje % buforu B na kolumnie w trakcie realizacji programu separacji.
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Oczekiwane wyniki:

Biatka zawarte w probce mysiego plynu wysigkowego poddane dziataniu siarczanu
amonu w stezeniu 0,8 M ulegna czgSciowemu wytraceniu z roztworu. Dotyczy to gléwnie
biatek silnie hydrofobowych. Pozostate w roztworze czasteczki, a ws$rdod nich
immunoglobuliny, moga by¢ uzyte do chromatografii. W pierwszych frakcjach z kolumny
wyptyna hydrofilowe biatka, ktore stabo lub wcale nie oddzialuja z hydrofobowymi
ligandami ztoza. W kolejnych frakcjach eluowane beda biatka wykazujace Srednie
wlasciwosci hydrofobowe, migdzy innymi albuminy. Dopiero gdy stezenie siarczanu amonu
obnizy si¢ do okoto 1M (okoto 50% B) kolumng opuszcza interesujace nas immunoglobuliny

(rysunek 5.3).

Regeneracja i przechowywanie kolumny:

Zakonczenie programu chromatograficznego pozostawia kolumng w stanie gotowosci do
ponownego uzycia w tym samym celu. Po zakonczonej pracy kolumng przemy¢ woda
destylowana (10 ml), a nastgpnie 20% etanolem (3 ml) i przechowywaé w temperaturze

pokojowej. Przed ponownym uzyciem kolumng przemy¢ 20 ml wody.

Uwagi:

1. Zastosowanie maja wszystkie uwagi jak w przyktadzie 6.1.

2. Zastosowana w tym przyktadzie kolumna nie moze by¢ obstugiwana przez systemy
chromatografii niskoci$nieniowej. Przy braku systemu wysokoci$nieniowego mozna
wykona¢ podobna procedurg izolowania immunoglobulin stosujac kolumny HiTrap
Octyl, HiTrap Phenyl lub HiTrap Butyl. Zastosowanie tych kolumn wymaga
jednak wecze$niejszego, doswiadczalnego sprawdzenia warunkow niezbednych dla
zwiazania konkretnych biatek.

3. System AKTAFPLC wraz z programem UNIKORN pozwala bardzo tatwo odtworzy¢
przeprowadzona separacj¢. Kolumna Alkyl Superose HR 5/5 moze wspdipracowac
réwniez z innymi systemami wysokoci$nieniowymi.

6.4. Literatura

Hofmeister F. Arch. Exp. Pathol. Pharmacaol., 24, 247, 1988.

Lindahl L., Vogel HJ. Anal. Biochem., 140, 394, 1984.

Szepesy L., Horvath C. Chromatographia, 28, 13, 1988.

Monoclonal Antibody Purification - Handbook. Pharmacia Biotech. 18-1037-46, 1997.

bl e

99



