8. Chromatografia powinowactwa (affinity chromatography - AC)

Chromatografia powinowactwa jest szczegdlnym typem chromatografii adsorpcyjne;,
w ktorej wykorzystuje si¢ wzajemne powinowactwo dwoch substancji. Ze wzgledu na swe
unikalne wlasciwosci pozwala znacznie uprosci¢ procedurg izolowania wybranej substancji,

przy jednoczesnym zachowaniu jej biologicznej aktywnosci.

8.1. Podstawy teoretyczne chromatografii powinowactwa

Interakcja substancji rozpuszczonej w fazie ruchomej z unieruchomionym ligandem
moze mie¢ rozny charakter, moze to by¢ oddziatywanie pomiedzy:
- hormonem i receptorem,
- enzymem i substratem,
- enzymem i inhibitorem,
- przeciwciatem i antygenem lub haptenem,
- komplementarnymi odcinkami kwasow nukleinowych,
- kwasami nukleinowymi i biatkami,
- lektynami i glikoproteinami,
- dopetiaczem i przeciwcialami z grupy IgG, itp.

Warto zwrdci¢ uwage na to, ze w przypadku kazdej pary oddziatujacych czasteczek, nie
ma znaczenia, ktéra z nich zostanie wybrana jako ligand. Przyktadowo, jezeli dysponujemy
czystym antygenem mozemy wyizolowa¢ monospecyficzne przeciwciata poliklonalne
z surowicy odpornosciowej, ale dzialajac odwrotnie, mozemy wyodrgbni¢ antygen po
przygotowaniu ztoza, ktore zawiera unieruchomione odpowiednie przeciwciata.

Chromatografi¢ powinowactwa przeprowadza si¢ zwykle w dwoch etapach.
W pierwszym etapie przez kolumng przepuszcza si¢ material zawierajacy molekuly
komplementarne do liganda. Przemieszczajace si¢ w obrgbie ztoza molekuty odnajduja
unieruchomiony ligand 1 wiaza si¢ z nim. Po odmyciu nieswoiscie zaadsorbowanych molekut
rozpoczyna si¢ drugi etap, w ktérym dochodzi do dysocjacji powstaltych kompleksow 1 elucji
swoiscie zwigzanych makromolekut. Dysocjacji komplekséw mozna dokona¢ w rozny
sposob. Mozna zastosowac¢ specyficzny eluent, zawierajacy kompetytor wspotzawodniczacy
0 miejsca wigzace z ligandem. Na przyktad plazminogen zwiazany z unieruchomiong lizyna
mozna odmy¢ kwasem €-aminokapronowym, ktéry - podobnie jak lizyna - jest inhibitorem
plazminy, aktywnej formy plazminogenu. Zarowno kwas €-aminokapronowy jak 1 lizyna
wiaza si¢ do tego samego miejsca W czasteczce plazminogenu. Mozna jednak eluowaé

zwiazane substancje w sposob niespecyficzny, za pomoca buforéw o niskiej lub wysokiej
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wartosci pH (np. bufor octanowy, bufor weglanowy, itp.), roztworow o wysokiej sile jonowe;j
(2,5 M roztwor NaCl), czy zwiazkow rozrywajacych wigzania wodorowe (4-8 M roztwoér
mocznika, 6 M roztwor guanidyny). Po zakonczeniu elucji nalezy usunaé zastosowane w tym
celu substancje od wyizolowanych makromolekut. Mozna to zrobi¢ réznymi metodami, np.

stosujac dialize, ultrafiltracje lub filtracje zelowa.

Zalety i wady metody chromatografii powinowactwa

Zalety:

- brak ograniczen w stosunku do objetosci nanoszonej na kolumng probki oraz do
stezenia separowanego materiatu w probce

- mozliwos¢ silnego zatgzenia izolowanej molekuty

- bardzo wysoka specyficznos¢

- mozliwos$¢ uzyskania w czystej postaci molekul, ktore czgsto nie moga by¢
izolowane innymi metodami

- wyizolowany materiat charakteryzuje si¢ bardzo wysokim stopniem czystosci
pomimo zastosowania tylko jednego kroku preparatywnego.

Wady:
- trudnosci z uzyskaniem niektorych specyficznych ligandow
- czgsta konieczno$¢ przygotowania ztoza we wlasnym zakresie
- niska trwato$¢ niektorych ligandow.

8.2. Zloza stosowane do chromatografii powinowactwa

Jako no$niki w chromatografii powinowactwa stosowane sa ztoza, ktore tradycyjnie
wykorzystuje si¢ do filtracji zelowej, z tym, ze przed uzyciem wymagaja one odpowiedniej
aktywacji. Sa to pochodne dekstranowe (Sephadex), agarozowe (Sepharose) lub czasami
poliakrylamidowe. Do aktywacji zeli dekstranowych i agarozowych powszechnie stosuje si¢
reakcj¢ z bromocyjanem. Oprocz no$nikow, ktore mozna przygotowaé do celu chromatografii
powinowactwa we wilasnym zakresie, dostgpne sa rowniez zloza przystosowane juz do
chemicznego wiazania liganda, np. CNBr-Sepharose 4B. Charakter wiazania migdzy
ligandem i no$nikiem zalezy zarowno od rodzaju substancji uzywanej jako ligand, jak i od
nos$nika. Powstajace podczas aktywacji zelu bromocyjanem ugrupowania karboimidowe
reaguja wylacznie z grupami aminowymi przytaczanej substancji. Z aktywnym no$nikiem
mozna zwiaza¢ chemicznie wszystkie typy biopolimeréw zawierajace grupy aminowe.
Ligandy biatkowe mozna takze zwiaza¢ za pomoca grup karboksylowych (Glu, Asp), reszt
hydroksylowych (Tyr, Ser, Thr) oraz reszt sulthydrylowych (Cys). Kwasy nukleinowe mozna
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przylaczy¢ do nosnika za posrednictwem reszt fosforanowych lub grup enolowych zasad
azotowych, a cukrowce przez grupy wodorotlenowe reszt cukrowych. Tabela 8.1. podaje
rodzaje no$nikow, reagujace z nimi grupy funkcyjne ligandow oraz ligandy mogace by¢

wiazane w ten sposob do nosnika.

Tabela 8.1.

Zestawienie najczgSciej stosowanych zt6z przeznaczonych do samodzielnego wiazania
ligandow. Dane zaczerpnig¢to z aktualnego (2000 r.) katalogu firmy Amersham Pharmacia
Biotech.

Ligand ktory moze by¢ zwiazany z
nosnikiem

Grupa funkcyjna liganda przeznaczona Nazwa zloza (nosnika)

do wigzania z no$nikiem

CNBr-activated Sepharose 4B

Biatka, peptydy, aminokwasy, kwasy aminowa CNBr-activated Sepharose 4B Fast Flow

nukleinowe i polinukleotydy Activated CH-Sepharose 4B
NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow
Epoxy-activated Sepharose 6B
CH-Sepharose 4B

Biatka, peptydy, aminokwasy karboksylowa AH-Sepharose 4B

Cukry hydroksylowa Epoxy-activated-Sepharose 6B
Kwasy nukleinowe przez koniec 5’ aldehydowa Agarose Adipic Acid Hydrazide
Biatka, peptydy, aminokwasy tiolowa Thiopropyl-Sepharose 6B

i nukleotydy zawierajace siarke

Activated-Thiol-Sepharose 4B

Antybiotyki, hormony, koenzymy,
inne niskoczasteczkowe biomolekuty

grupy dystansowe:

aminowa, tiolowa hydroksylowa

NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow
CH-Sepharose 4B

AH-Sepharose 4B
Epoxy-activated-Sepharose 6B

karboksylowa, Activated-Thiol-Sepharose 4B
Thiopropyl-Sepharose 6B
aldehydowa Agarose Adipic Acid Hydrazide

Wprowadzenie grup dystansowych pozwala wydatnie zwigkszy¢ mozliwosci wiazania
makromolekut do niskoczasteczkowych ligandéw. Eliminuje si¢ w ten sposob efekty
steryczne reszt cukrowych no$nika podczas sorpcji makromolekut. Jest to szczeg6lnie istotne
wowczas, gdy ligandem jest krotki peptyd, a substancja izolowana przy jego pomocy jest
znacznie wigksza 1 moze mie¢ przystonigte przestrzennie miejsce wiazace ligand. Mozna
w takich sytuacjach zastosowa¢ odpowiednio zmodyfikowane no$niki, np. AH i CH-
Sepharose czy NHS-ctivated Sepharose FF, ktore maja wbudowane kilkuwgglowe
(najczgscie] 6-cio atomowe) lancuchy alifatyczne. Za ich posrednictwem dochodzi do

wiazania liganda z no$nikiem.
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W wielu przypadkach ten sam ligand moze by¢ wykorzystany do izolowania r6zniacych

si¢ makromolekut. Przyktadowo, po zastosowaniu ztoza ze zwiazanym biatkiem A mozna

wyodregbni¢ wigkszo$¢ immunoglobulin klasy G, a na zlozu ze zwiazanym polinukleotydem

(PolyU) mozna specyficznie izolowa¢ mRNA ale tez RNA pochodzenia roslinnego. W tabeli

8.2. zestawione sa aktualnie dostgpne zloza przeznaczone do izolowania réznych grup

biopolimerow.

Tabela 8.2.

Zestawienie specyficznych zl6z przeznaczonych do chromatografii powinowactwa. Dane
zaczerpnigto katalogéw firmy Amersham Pharmacia Biotech (1999 r. 1 2000 r.).

Specyficzno$¢ w stosunku do liganda

Nazwa handlowa ztoza

Region F, immunoglobulin G,
umozliwia frakcjonowanie podklas IgG

Protein A Sepharose CL-4B
Protein A Sepharose 4 FF
rProtein A Sepharose FF
Protein G Sepharose 4B
Protein G Sepharose 4 FF
Protein G Sepharose CL-6B
STREAMLINE rProtein A

Przeciwciata IgM (hybridoma i ludzkie)

Przeciwciala IgY z z6ttka jaja

HiTrap IgM purification column

HiTrap IgY purification column

o-D-mannoza, 0-D-glukoza
strukturalnie podobne czasteczki

Lentil Lectin Sepharose 4B
Con A Sepharose 4B
Agarose Wheat Germ Lectin

N-acetyl-D-glucosamina,
0-2-makroglobulina, ceruloplazmina, polimer haptoglobina-
hemoglobina,

Wheat Germ Lectin Sepharose 6 MB

Eukariotyczny mRNA, dehydrogenazy zalezne od NADP,
dehydrogenazy zalezne od NAD,

Polimeraza DNA, polimeraza RNA
biatka wigzace DNA

poli(A) i poli(U) nukleotydy,
biatka wiazace RNA, interferon
mRNA i rybosomy,

7-Methyl-GTP Sepharose 4B
2’5’ ADP Sepharose 4B
5’ AMP Sepharose 4B

DNA(denaturated)-Agarose
DNA(native)-Agarose

Oligo(dT)-cellulose
Poly(U) Sepharose 4B
Poly(A) Sepharose 4B
AGPOLY(I) "POLY(C)
AGPOLY(U)

Rybosomalny RNA, podwojna ni¢ DNA, plazminogen, aktywator
plazminogenu,

Lysine Sepharose 4B

Szeroka klasa enzymow zaleznych od nukleotydow, interferon,
albumina i inne biatka

Blue Sepharose CL-6B
Blue Sepharose 6 FF
Red Sepharose CL-6B
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Endotoksyny Lentil Lectin Sepharose 4B
Con A Sepharose 4B

Czynniki wzrostu, czynniki krzepnigcia, lipoproteiny, proteazy | Heparin Sepharose CL-6B

STREAMLINE Heparin
Biatko A i biatko G oraz ich koniugaty IgG Sepharose 6 FF
Fibronektyna Gelatin Sepharose 4B

Biatka oddziatujace z kalmodulina, neurotransmitery, kinazy Calmodulin Sepharose 4B

biatkowe
Biatka zalezne od glutationu, S-transferazy Glutathione Sepharose 4B
Beznzamidine Sepharose 6B
Proteazy serynowe Arginine Sepharose 4B
Biotynlowane substancje Streptavidin Sepharose HP
Jony metali, molekuly wiazace jony metali Chelating Sepharose FF

STREAMLINE Chelating

Warto zauwazy¢, ze chromatografia powinowactwa moze by¢ z powodzeniem uzyta
rowniez w celu eliminacji niepotrzebnych substancji z interesujacego nas preparatu. Dla
przyktadu, koncowym etapem izolowania fibrynogenu moze by¢ przepuszczenie izolatu przez
ztoza Gelatin-Sepharose 4B 1 Lysine-Sepharose 4B, dzigki czemu otrzymany preparat
fibrynogenu bedzie wolny od sladowych ilosci fibronektyny i plazminogenu. W innych
sytuacjach dobrze jest zastosowa¢ dodatkowe oczyszczanie preparatow, tak aby pozby¢ si¢
endotoksyn (Lentil Lectin Sepharose 4B, Con A Sepharose 4B) lub proteaz serynowych
(Benzamidine Sepharose 6B, Arginin Sepharose 4B).

Szereg z16z przedstawionych w tabeli 8.2. dostgpnych jest w postaci gotowych
kolumienek typu HiTrap, ktore moga by¢ z powodzeniem instalowane zarowno w systemach
HPLC 1 FPLC jak i w systemach chromatografii niskocisnieniowej. Co wigcej, przepltyw
solwentow 1 probek przez te kolumny moze by¢ wymuszany przy pomocy zwyklej
strzykawki. Dostgpne w tej wersji sa:

- HiTrap NHS-Activated

- HiTrap Protein A, HiTrap rProtein A

- HiTrap Protein G

- HiTrap Peanut Lectin, HiTrap Lentil Lectin, HiTrap Wheat Germ Lectin
- HiTrap Con A

- HiTrap Heparin

- HiTrap Chelating

- HiTrap Blue

- HiTrap IgM purification column
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- HiTrap IgY purification column
- HiTrap Streptavidin
- GSTrap for GST fusion proteins

Nalezy réwniez zwrdci¢ uwagg na dostgpnosé ztoz typu STREAMLINE, pozwalajacych
pracowa¢ w technice ekspansji ztoza. Technika ta, opisana szczegdlowo w przyktadzie 5.6.,
pozwala omina¢ pracochlonny proces przygotowania do chromatografii materialu
pochodzacego z hodowli komorkowej (klaryfikacji materiatu). Mozliwym jest naniesienie na
specjalna  kolumng, typu STREAMLINE, materiatu bezposrednio z bioreaktora.
W przyktadzie 5.6. opisano zastosowanie zloza STREAMLINE Q XL do oczyszczania
rekombinowanego biatka A z hodowli transfekowanych komorek E. coli. Nic nie stoi jednak
na przeszkodzie zastosowania z16z adsorpcyjnych innych niz jonowymieniacze. Obecnie
w technice chromatografii powinowactwa dostgpne sa ztoza:

-  STREAMLINE rProtein A
- STREAMLINE Heparin
- STREAMLINE Chelating.

8.3. Przyklady zastosowan chromatografii powinowactwa

Przyklad 8.1.

Aktywowanie Zelu Sepharose w reakcji z bromocyjanem i wigzanie liganda biatkowego (1)

Wprowadzenie:

Uwaza sig, ze bromocyjan reaguje z grupami wodorotlenowymi reszt cukrowych agarozy
1 tworzy cykliczne 1 niecykliczne ugrupowania karboimidowe. W polarnym s$rodowisku
wodnym grupy te sa nietrwale. Dlatego natychmiast po ich utworzeniu nalezy uzy¢ zel do
wigzania z ligandem. Innym wyjsciem moze by¢ szybka liofilizacja Zelu w obecno$ci
stabilizatora (dextran lub laktoza). Podczas reakcji wiazania liganda biatkowego z CNBr-

Sepharose, z aktywnymi grupami zelu reaguja grupy aminowe biatek.

Material:

1. Sepharose 4B.
2. Albumina wolowa (BSA)
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Odczynniki:

1. 0.5 M bufor fosforanowy, pH 11,5 (0,5 M Na,HPO, doprowadzony do pH 11,5
za pomoca 0,5 M NaOH).

2. Bromocyjan ($wiezo przygotowany wodny roztwor, o stgzeniu 100 mg/ml).
Uwaga! Ze wzgledu na silnie drazniace i niezwykle toksyczne dziatanie par fatwopalnego
halogenocyjanu, wszystkie czynnosci nalezy wykonywac¢ pod dobrze dziatajacym wyciagiem.

3. 0,1 M bufor boranowy, pH 8,3.

4. 0,1 M bufor octanowy w 1,0 M roztworze NaCl (pH 4,0).

5. 0,2 M glicyna w 0,1 M. buforze boranowym

6. Roztwor biatka (BSA 20 mg/ml) w 0,1 M buforze boranowym, pH 8,3.

Aparatura:
1. Wiréwka laboratoryjna z rotorem horyzontalnym (1000 x g, 4 x 50 ml).

Przebieg doswiadczenia:

a) Aktywowanie zelu.

- Do czystej konikalnej proboéwki o pojemnosci 50 ml pobra¢ 5 ml zelu Sepharose
4B, przemy¢ 3-krotnie woda destylowana (30 ml)

- Zmieszac zel z 10 ml 0,5 M buforu fosforanowego, pH 11,5.

- Probowke umiesci¢ w tazni lodowej pod dobrze dziatajacym wyciagiem. Do
zelu doda¢, matymi porcjami (500 pl) ciagle mieszajac, 5 ml $wiezo
przygotowanego roztworu CNBr i cato$¢ ostroznie mieszaé w zamknigtej
probowce, w temp. 4°C przez 15 min. (bardzo wolne obroty na mieszadle
rotacyjnym).

- Zawiesing przemy¢ matymi porcjami (25 ml), najpierw 250 ml wody, a nastgpnie
250 ml 0,1 M buforu boranowego, pH 8,3.

b) quzanle liganda bialkowego.
Do 5 ml zelu CNBr-Sepharose 4B doda¢ 5 ml roztworu biatka i pozostawi¢
w temperaturze 4° C przez 16-24 godziny (lub 2 godz. w temperaturze
pokojowej). Mieszaning nalezy delikatnie miesza¢ bez wuzycia dipoli
magnetycznych, ktoére moglyby niszczy¢ ziarna zloza.
- Inkubacje zakonczy¢, gdy oznaczona w supernatancie ilos¢ swobodnego biatka
spadnie ponizej 90% warto$ci poczatkowej.
- Zwirowac¢ zel 1 po usunigciu supernatantu zawiesi¢ go w 20 ml 0,2 M roztworu
glicyny, w celu zablokowania pozostalych wolnych grup aktywnych.
- Inkubowac¢ 2 godziny w temperaturze pokojowej (lub 16 godz. w 4° C).
- Nieswoiscie zwiazane biatko usuna¢ z zelu przemywajac kolejno 20 ml porcjami:
a) 3-krotnie 0,1 M buforem boranowym (pH 8,3),
b) woda,
¢) 3-krotnie 0,1 M buforem octanowym zawierajacym 1 M NaCl (pH 4,0),
d) 2-krotnie woda,
e) 2-krotnie 0,1 M buforem boranowym.
- Przygotowane ztoze przechowywa¢ z dodatkiem $rodka bakteriostatycznego
(20 % etanol lub 0,01% azydek sodu) w temperaturze 4°-8° C.
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Przyklad 8.2.

Izolowanie monospecyficznych przeciwcial poliklonalnych z surowicy odpornosciowej (2)

Wprowadzenie:

Surowica odpornosciowa krolika szczepionego fibronektyna zawiera populacjg
immunoglobulin, wsrod ktorych zawarta jest pula immunoglobulin skierowanych przeciw
fibronektynie. W puli tej znajduja si¢ przeciwciala, ktore specyficznie rozpoznaja sekwencje
Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS) w czasteczce fibronektyny, bioraca udziat w oddziatywaniach
z niektérymi receptorami integrynowymi. Monospecyficzne przeciwciala poliklonalne
stanowia bardzo czule 1 specyficzne narzedzie do badania zmian konformacyjnych
zachodzacych w obrgbie regionu, w ktérym czasteczka posiada dla nich epitop. W tym
konkretnym przypadku monospecyficzne przeciwciata rozpoznajace sekwencje RGDS moga
by¢ pomocne w badaniu zmian konformacyjnych zachodzacych w obrgbie domeny
fibronektyny zawierajacej t¢ sekwencje. Warto wiedzie¢, ze wyizolowane w ten sposob
monospecyficzne przeciwciata, rozpoznajace sekwencje RGDS w czasteczce fibronektyny,
nie s3 w stanie wiaza¢ si¢ do analogicznego regionu zawierajacego RGDS w czasteczce
fibrynogenu (2), co $wiadczy o wysokiej ich specyficznosci. Co wigcej, monospecyficzne
przeciwciala poliklonalne, w odréznieniu od wielu przeciwcial monoklonalnych, sa bardzo

odporne na wszelkie zmiany wywotane w ich srodowisku.

Material:
1. Surowica odpornosciowa krolika szczepionego ludzka fibronektyna.
2. Fibronektyna-Sepharose 4B.
3. RGDS-Sepharose 4 FF.
Uwaga!
Ztoza Fibronektyna-Sepharose 4B i RGDS-Sepharose 4 FF przygotowa¢ doktadnie tak jak
opisano w Przyktadzie 8.1.

Aparatura:
1. Spektrofotometr UV-VIS Ultrospec 2000.

Odczynniki:

1. Fibronektyna ludzka.

2. Fibrynogen ludzki.

3. Kozie-antykroélicze 1gG sprzgzone z peroksydaza chrzanowa.

4. 4-chloro-1-naftol.
Uwaga! Zwiazek ten jest silnie kancerogenny. Jego odwazaniu, rozpuszczaniu w metanolu
oraz uzywaniu do barwnej reakcji enzymatycznej musi towarzyszy¢ szczegdlna uwaga.
Zaleca si¢ wykonywanie powyzszych czynnosci pod wyciagiem, a rece nalezy chronié
lateksowymi rgkawicami.

5. Nadtlenek wodoru.

6. Azotan celulozy.
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7.
8.
9

10.
11.
12.
13.
14.

10 mM Tris/HCI, pH 7,5

10 mM Tris/HCI zawierajacy 150 mM NaCl i 0,01% Tween 20, pH 7,5.
1% roztwor odtluszczonego mleka (lub BSA) w 10 mM Tris/HCl

0,5 M kwas octowy.

0,5 M zasada Tris.

0,01% azydek sodu.

20% etanol.

Metanol.

Przygotowanie kolumn chromatograficznych:

Przygotowa¢ 10 ml zloza fibronektyna-Sepharose 4B, upakowa¢ w plastikowej
kolumnie PD-10 i przepusci¢ przez nia 50 ml 10 mM buforu Tris/HCI.
Zréwnowazona kolumng zabezpieczy¢ przed wyschnigciem.

Przygotowa¢ 5 ml zloza RGDS-Sepharose 4FF, upakowa¢ w plastikowej
kolumnie PD-10 i przepusci¢ przez nia 25 ml buforu Tris/HCl. Zréwnowazona
kolumng zabezpieczy¢ przed wyschnigciem.

Przebieg doswiadczenia:
a) Izolowanie przeciwcial anty-fibronektynowych.

Krolicza surowice odpornosciowa (10 ml), zawierajaca przeciwciala skierowane
przeciw fibronektynie, rozcienczy¢ dziesigciokrotnie 10 mM buforem Tris/HCI
1 przepusci¢ przez przygotowana kolumng fibronektyna-Sepharose 4B.

Przemy¢ kolumng buforem Tris/HCI (20 ml), a nastgpnie buforem Tris/HCI
z dodatkiem Tween 20 oraz roztworem NaCl (50 ml) i ponownie buforem
Tris/HCI.

Sprawdzi¢ spektrofotometrycznic (A = 280 nm), czy w efluencie nie ma
sladowych ilosci biatka.

Wymy¢ specyficznie zwiazane na fibronektynie przeciwciala przy pomocy
0,5 M kwasu octowego.

Zbiera¢ 2 ml frakcje i spektrofotometrycznie (A = 280 nm) zidentyfikowaé
frakcje zawierajace biatko.

Zebra¢ te frakcje 1 podda¢ uzyskany material dializie wobec buforu Tris/HCI,
pH 7,5.

b) Izolowanie przeciwcial rozpoznajacych sekwencj¢ RGDS w czasteczce fibronektyny

(RGDan)

Wyizolowane wczesniej przeciwciala, skierowane przeciw fibronektynie,
rozcienczy¢ 5-10 razy za pomoca 10 mM buforu Tris/HCl (tak aby st¢zenie
biatka nie przekraczato 0,5 mg/ml).

Przepusci¢ roztwor przeciwciat przez przygotowana kolumng RGDS-Sepharose
4 FF w celu zwiazania immunoglobulin rozpoznajacych sekwencje RGDS.
Przemy¢ kolumng w celu usunigcia niespecyficznie zaadsorbowanych biatek.
Wyeluowac przeciwciata postgpujac wedlug schematu podanego powyze;.
Zbiera¢ 2 ml frakcje i oznaczy¢ w nich zawarto$¢ biatka.

Frakcje zawierajace przeciwciata anty-RGDSy, zebra¢ razem i doprowadzi¢ pH
do wartosci 7,5 — 8,0 przy pomocy 0,5 M zasady Tris.

c) Sprawdzenie specyficznosci uzyskanych przeciwcial.

Przygotowac seri¢ rozcienczen fibrynogenu i fibronektyny, w zakresie od
1 ng/ml do 1 mg/ml.

Przycia¢ niewielki arkusz azotanu celulozy i nanie$¢ nan, w dwoch rzedach,
w odstgpach 1,5 cm, po 2 Ml poszczegdlnych rozcienczen fibronektyny
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gestos¢ optyczna w 280 nm

Rys. 8.1.

Przyktad izolowania monospecyficznych przeciwciat poliklonalnych z zastosowaniem techniki chromatografii
powinowactwa. Pierwszy etap izolowania przeciwcial anty-fibronektynowych przedstawiony jest linia ciagla.
Linia przerywana pokazuje wyniki izolowania monospecyficznych przeciwcial rozpoznajacych sekwencjg
RGDS w czasteczce fibronektyny. Uzyskane przeciwciala wykazywaly wysoki stopien specyficznos$ci
w stosunku do fibronektyny, co zilustrowane jest przy pomocy dot-immunoblotu.

1 fibrynogenu.

Nanoszenie probek rozpocza¢ od roztworu o najnizszym st¢zeniu biatka
uzywajac osobnej koncoéwki do pipety dla fibronektyny i dla fibrynogenu.
Wysuszy¢ arkusz azotanu celulozy, a nastgpnie zamoczy¢ go w 1% roztworze
odttuszczonego mleka (lub 1% BSA) stosujac ptaskie naczynie.

Po 30 min. inkubacji, doda¢ oczyszczone przeciwciala anty-RGDSg, do
koncowego st¢zenia okoto 1 pg/ml (rozcienczenie 1:1000).

Inkubacje¢ z przeciwciatami prowadzi¢ w temperaturze pokojowej przez 3 godz.
(lub  4°C przez 10 godz.), a nastepnie trzykrotnie przemy¢ arkusz azotanu
celulozy, uzywajac w tym celu 100 ml 1% roztworu mleka z dodatkiem 0,01%
Tween 20.

Doda¢ kozich przeciwcial dla kroliczych IgG zwiazanych z peroksydaza
chrzanowa, do koncowego stezenia okoto 1 pg/ml (lub zgodnie z instrukcja
producenta).

Inkubowa¢ w ciagu 1,5 — 2 godz., nadmiar przeciwciat odmy¢ przez trzykrotnie
ptukanie porcjami 1% roztworu odtluszczonego mleka z dodatkiem 0,01%
Tween 20.

W celu wywotania barwy, przygotowac roztwoér substratu (po rozpuszczeniu
3 mg 4-chloro-1-naftolu w 3 ml metanolu 1 uzupetieniu woda do 10 ml, doda¢
6 Ul 30% H,0;) i wybarwi¢ arkusz azotanu celulozy w temperaturze pokojowe;j
przez 3-8 min. Nastgpnie przemy¢ go woda 1 porownac¢ intensywnos¢ barwy obu
rzedow.
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Oczekiwane wyniki:

W pierwszym etapie do§wiadczenia z surowicy odpornosciowej wyizolowana jest cata
pula przeciwcial anty-fibronektynowych. Dopiero w drugim etapie uzyskane begda
monospecyficzne przeciwciata rozpoznajace region zawierajacy sekwencje RGDS
w czasteczce fibronektyny. O ich specyficznosci mozna przekonaé si¢ w trzeciej czgsci
przyktadu, gdzie zastosowano je do rozpoznawania swoistego antygenu w czasteczce
fibronektyny i — dla kontroli — w czasteczce fibrynogenu (zawierajacego rowniez sekwencje
RGDS). Nalezy spodziewac sig, ze wybarwienie powinno wystapi¢ tylko w rzedzie, w ktorym

naniesiono fibronektyng.

Regeneracja i przechowywanie zloza:

Kolumng zawierajaca ztoze Fibronektyna-Sepharose 4B przemy¢ woda z dodatkiem
0,01% azydku sodu (50 ml) i przechowywa¢ w 4° C. Kolumne wypelniona ztozem RGDS-
Sepharose 4 FF przemy¢ rowniez woda (25 ml), a nastgpnie 20 % etanolem (25 ml)

i przechowywa¢ w 4°C.

Uwagi:

1. Ztoza fibronektyna-Sepharose 4B i RGDS-Sepharose 4 FF nalezy przygotowac
doktadnie wedlug schematu z przyktadu 8.1. W przypadku wiazania peptydu
RGDS nalezy zastosowac ztoze NHS-activated Sepharose 4 FF.

2. Przeciwciala anty-(RGDSy) mozna wyizolowa¢ w jednym kroku bezposrednio
z surowicy odpornosciowej. Postgpowanie takie wiaze si¢ jednak z wigkszym
ryzykiem utraty monospecyficznos$ci

3. Dobre efekty w chromatografii powinowactwa daje rozcienczenie probki buforem
startowym do stezenia biatka ponizej 1 mg/ml.

Przyklad 8.3.

Izolowanie peptydu przy uzyciu zloza zawierajacego unieruchomione przeciwciala (3)

Wprowadzenie:

Za pomoca ztoza zawierajacego kowalencyjnie zwiazane przeciwciala (monoklonalne lub
monospecyficzne poliklonalne) mozna stosunkowo tatwo wyizolowaé rozpoznawany przez
nie antygen nawet wtedy, gdy znajduje si¢ on w niewielkim st¢zeniu w roztworze razem
z innymi czasteczkami. W tym celu nalezy przez kolumng, wypelniona uprzednio

przygotowanym ztozem zawierajacym unieruchomione przeciwciala, przepusci¢ probke

122



zawierajaca poszukiwany antygen (rozcienczone osocze, ekstrakt komorek, itp.). Po
zwigzaniu antygenu z kolumna i wymyciu nieswoiscie zaadsorbowanych biatek, wymywa si¢
specyficznie zwiazany antygen, najczgsciej przez zmiang wartosci pH eluentu. Oprocz
wyodrebnienia interesujacego nas antygenu, technika ta pozwala rowniez na wielokrotne jego

zageszezenie w jednym etapie preparatyki.

Material.

1. Osocze ludzkie.

2. Surowica odpornosciowa krolika immunizowanego ludzkim fibrynogenem.
3. Ztoze RGDS-Sepharose 4 FF.

4. Ztoze CNBr-Sepharose 4B.

Aparatura:
1. Spektrofotometr UV VIS Ultrospec 2000.

Odczynniki:
1. Bufor PBS, pH 7,4
2. 1 M NaCl z dodatkiem 0,1 % Tween 20 w PBS, pH 7,4.
3. 0,5 M kwas octowy.
4. 0,5 M zasada Tris.
5. 1 mM HCL
6. 0,1 M bufor boranowy, pH 8,3.
7. 0,2 M glicyna w buforze boranowym.
8. 0,1 M bufor boranowy z dodatkiem 1 M NaCl, pH 8,3.
9. 0,1 M bufor octanowy z dodatkiem 1 M NaCl, pH 4,0.
10. 20% etanol.

Przygotowanie kolumn chromatograficznych:
a) RGDS-Sepharose 4 FF.
- Przygotowa¢ 10 ml zloza ze zwiazanym peptydem RGDS, upakowaé je
w kolumnie PD-10, a nastgpnie przemy¢ 50 ml buforu PBS.
- Tak zrownowazone ztoze zabezpieczy¢ przed wyschnigciem.
b) anty-RGDSg-Sepharose 4B.
- Przygotowane w drugiej czgsci przyktadu ztoze (okolo 3,5 ml) ze zwiazanymi
przeciwcialami  anty-RGDSg,  upakowaé w plastikowej kolumnie PD-10
1 przepusci¢ przez nig 10 ml buforu PBS.
- Zabezpieczy¢ przed wyschnigciem.

Przebieg doswiadczenia:

a) Izolowanie przeciwcial rozpoznajacych sekwencj¢ RGDS w czasteczce fibrynogenu
(RGDSg).

- Krolicza surowicg odpornosciowa (20 ml), wuzyskana od krolika
immunizowanego ludzkim fibrynogenem, rozcienczy¢ 10-cio krotnie buforem
PBS i przepusci¢ przez przygotowana wczesniej kolumng. Ma to na celu
zwiazanie tych immunoglobulin, ktore rozpoznaja sekwencje RGDS.

- Przemy¢ kolumng buforem PBS (20 ml), nastgpnie buforem PBS z dodatkiem
Tween 20 oraz NaCl (50 ml) 1 ponownie buforem PBS. Sprawdzi¢
spektrofotometrycznie (A = 280 nm), czy w wyptywajacym z kolumny eluencie
nie ma $ladowych ilosci biatka.
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Wymy¢ specyficznie zwiazane przeciwciala przy pomocy 0,5 M kwasu
octowego.

Zbiera¢ 2 ml frakcje i spektrofotometrycznie (A = 280 nm) oznaczy¢ w nich
zawartos¢ biatka.

Wybra¢ frakcje zawierajace przeciwciala anty-RGDSg, 1 podda¢ uzyskany
materiat dializie wobec 0,1 M buforu boranowego, pH 8,3.

b) Wigzanie przeciwcial anty-RGDS;; do CNBr-Sepharose 4B.

Odwazy¢ 1g zelu CNBr-Sepharose 4B. Ta ilo$¢ suchego zelu, po uwodnieniu,
daje okoto 3,5 ml ztoza.
Przenies¢ zel na lejek ze szklanym filtrem i przemy¢ go porcjami 1 M HCI (700
ml).
Natychmiast przemy¢ zel 0,1 M buforem boranowym (15 ml)
Zawiesing zelu zmiesza¢ z wyizolowanymi wczesnie] przeciwciatlami anty-
RGDSy,, znajdujacymi si¢ rowniez w buforze boranowym. Na zadnym z tych
etapow nie wolno doprowadzi¢ do wyschnigcia zelu.
Zawiesing inkubowa¢ w ciagu 2 godz. w temperaturze pokojowej (lub przez 16-
24 godz. w 4° C) delikatnie mieszajac bez uzycia dipoli magnetycznych.
Inkubacje mozna przerwa¢ wczesniej, jezeli oznaczona spektrofotometrycznie
(A = 280 nm) w supernatancie ilo$¢ biatka spadnie ponizej 90% poczatkowe;j
ilosci.
Po zakonczeniu inkubacji zel nalezy odwirowac i po usunigciu supernatantu
zawiesi¢ w 10 ml 0,2 M roztworu glicyny. Dodanie glicyny powoduje
zablokowanie pozostalych wolnych grup aktywnych zelu.
Inkubacje z glicyna kontynuowa¢ w ciagu nastgpnych 2 godz. w temperaturze
pokojowej (lub przez 16-24 godz. w 4° C), z delikatnym mieszaniem.
Nieswoiscie zwigzane biatko usuna¢ z zelu przemywajac kolejno 20 ml porcjami:

a) 3-krotnie 0,1 M buforem boranowym zawierajacym 1 M NaCl (pH 8,3),

b) woda,

c) 3-krotnie 0,1 M buforem octanowym zawierajacym 1 M NaCl (pH 4,0),

d) 2-krotnie woda,

e) 2-krotnie 0,1 M buforem boranowym.
Przygotowane zloze uzy¢ do izolowania peptydow zawierajacych RGDS lub
przechowywa¢ z dodatkiem S$rodka bakteriostatycznego (20 % etanol, 0,1%
azydek sodu, itp.) w temperaturze 4-8° C.

¢) Izolowanie z przesacza osoczowego fragmentow degradacji fibrynogenu zawiera-
jacych sekwencje RGDS.

Osocze ludzkie (10 ml) rozcienczy¢ 5-krotnie buforem BBS i przesaczy¢ przez
filtr AMICON YM-10.

W przesaczu osoczowym znajda si¢ tylko peptydy i fragmenty degradacji biatek
o masie czasteczkowej mniejszej niz 10 000.

Przez przygotowana kolumng¢ (ze ztozem anty-RGDSg-Sepharose 4B)
przepuscic przesacz 0SOCZOwYy.

Odmy¢ niespecyficznie zaadsorbowane czasteczki, najpierw buforem PBS (10
ml), a nastgpnie 1 M NaCl i w koncu 0,1 M roztworem Tween 20 w buforze
PBS (10 ml).

Po ponownym przemyciu kolumny buforem PBS (10 ml), specyficznie zwiazane
czasteczki wyeluowac przy uzyciu 0,5 M roztworu kwasu octowego.
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- Zbiera¢ 1 ml frakcje i natychmiast zoboj¢tni¢ je przez dodanie 1 ml 0,5 M
roztworu Tris.

- Stgzenie wyizolowanego materialu oznaczy¢ metoda spektrofotometryczna lub
metoda mikrobiuretowa.

Oczekiwane wyniki:

W  pierwszym etapie doswiadczenia wyizolowane zostana przeciwciala anty-
fibrynogenowe rozpoznajace w specyficzny sposob fragment fibrynogenu zawierajacy
sekwencje RGDS. W nastepnym etapie, przeciwciatla te zwiazane zostana ze ztozem CNBr
Sepharose 4B, stanowiac dogodne narzgdzie do pdzniejszego izolowania fragmentow
degradacji fibrynogenu zawierajacych sekwencje RGDS. Obecno$¢ wyizolowanych
fragmentéw degradacji fibrynogenu, zawierajacych sekwencj¢ RGDS, mozna oznaczy¢
w funkcjonalnym teScie kompetycyjnego hamowania wiazania fibrynogenu do

aktywowanych ptytek krwi lub w te$cie agregacji ptytek krwi.
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Rys. 8.2.

Przyktad izolowania z osocza ludzkiego fragmentow degradacji fibrynogenu zawierajacych sekwencje RGDS.
Wyizolowany material poddany zostal testowi funkcjonalnemu, w ktorym wykazal hamujacy wpltyw na
agregacje¢ ptytek krwi wywotana ADP.

Regeneracja i przechowywanie zloza:

a) Po zakonczonej pracy kolumng wypetniong ztozem RGDS-Sepharose 4 FF przemy¢

woda (30 ml) a nastepnie 20 % etanolem (30 ml) i przechowywac w 4°C.
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b) Kolumng zawierajaca anty-RGDSg,-Sepharose 4B, po zakonczonej pracy, przemyc¢ 15
ml buforu PBS (jezeli bgdzie ponownie wykorzystana w krotkim czasie do izolowania
peptydow lub bialek), albo woda (15 ml), potem 20% roztworem etanolu (15 ml)

i przechowywa¢ w 4°C.

Uwagi:

1. Dobre efekty w chromatografii powinowactwa daje rozcienczenie probki buforem
startowym do stgzenia biatka ponizej 1 mg/ml.

2. Metoda prezentowana w tym przyktadzie zastosowana zostala do izolowania
fragmentow degradacji fibrynogenu z ludzkiego osocza, dostarczajac dowodu na
znacznie podwyzszony poziom tych fragmentow w osoczu pacjentéw cierpiacych
na przewlekla niewydolno$¢ nerek (3). Pokazano tam, ze dzigki chromatografii
powinowactwa mozna efektywnie izolowa¢ interesujace nas molekuty nawet
wtedy, gdy ich st¢zenie jest bardzo niskie i stanowia one tylko niewielka czg$¢
wszystkich znajdujacych si¢ tam molekut.

Przyklad 8.4.
Frakcjonowanie podklas mysich immunoglobulin G z surowicy z zastosowaniem

bialka A (4,5)

Wprowadzenie:

Biatko A o masie czasteczkowej okolo 42 k produkowane jest przez Staphylococcus
aureus. Wiaze ono specyficznie fragment Fc IgG, przy czym powinowactwo wiazania
W znacznym stopniu zalezy zaréwno od pochodzenia gatunkowego IgG, jak i jej podklasy.
Dla przykitadu, biatko A wiaze silnie wszystkie podklasy ludzkich immunoglobulin
z wyjatkiem IgG;. Rownie silnie wiazane sa czasteczki 1gG pochodzace od kroélika, §winki
morskiej, $wini i1 psa. Stabiej wiazane sa czasteczki IgG pochodzace od krowy, kozy i myszy.
Bardzo stabe jest wiazanie czasteczek IgG pochodzacych od konia, owcy 1 szczura. Rdzna
sita wiazania poszczegdlnych rodzajow immunoglobulin G pozwala na latwe ich
frakcjonowanie metoda chromatografii powinowactwa. W pierwszym etapie, wiaze si¢
zwykle cala pul¢ IgG ze ztozem Protein A - Sepharose, aby nastgpnie po odmyciu
niespecyficznie zaadsorbowanych biatek, frakcjonowaé IgG nalezace do roznych podklas,

stosujac eluent o narastajacej sile rugowania (rosnacym lub malejacym pH eluentu).

Material:
1. Surowica mysia.
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Aparatura:

PN R D=

Pompa perystaltyczna P1.
Kolumna HiTrap Protein A, 1 ml
Aplikator probek SA-50.

Zawor LV4.

Zawor LV3, dwie sztuki.

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

Kolektor frakcji RediFrac.

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

Odczynniki:

1.

Bufor A - 0,2 M bufor fosforanowy, pH 8,0.

2. Bufor B - 0,1 M bufor cytrynianowy, pH 3,5
3. 20% etanol.

Przygotowanie systemu i kolumny chromatograficzne;j:

Kolumna HiTrap Protein A (1 ml) jest gotowa do uzycia kolumna
chromatograficzng przeznaczona do prac z czasteczkami IgG réznych podklas.
Kolumna jest firmowo zabezpieczona 20% etanolem.

Przygotowane bufory A i B przepusci¢ przez filtr (0,45 pm) i odpowietrzy¢ pod
proznia.

Bufory nala¢ do odpowiednich naczyn. Bufor A (0,5 1) do naczynia A oraz do
pierwszego naczynia GM1 (50 ml). Bufor B (50 ml) do drugiego naczynia GM1
(rysunek 5.1).

Zamontowa¢ kolumng HiTrap protein A w miejsce kolumny XK, uruchomi¢
system tak jak opisano w przyktadzie 5.1 i przepusci¢ przez kolumng 10 ml
buforu A, przy objgtosciowej predkosci przeptywu 2 ml/min.

Przebieg doswiadczenia:

Surowic¢ mysia (0,2 ml) rozcienczy¢ 10-krotnie buforem A 1 nanie$¢ przy
pomocy strzykawki do naczynia aplikacyjnego SA-50.

Po ustaleniu si¢ linii bazowej na rejestratorze przetaczy¢ potozenie zaworu LV4
W pozycje umozliwiajaca naniesienie probki na kolumne.

Pozwoli¢ aby probka zostala naniesiona na kolumng (3 ml buforu A) i wtedy
wlaczy¢ naczynie GM1 oraz kolektor frakcji.

Zawory LV3 przetaczy¢ w potozenia umozliwiajace formowanie gradientu oraz
zbieranie frakcji.

Oczekiwane wyniki:

Na chromatogramie zarejestrowanym przez rejestrator powinny pojawic si¢ cztery

osobne szczyty. W pierwszym z nich, najwigkszym, zawarte sa immunoglobuliny: IgM, IgA,

IgE, oraz pozostale biatka surowicy. Bialtka te przeptyngly przez kolumng bez oddziatywania

z biatkiem A. Kolejny szczyt wymyty przy pH okoto 6,0 zawiera IgG;, nastgpnie eluowane
sa IgGa, (pH 4,5) 1 w koncu IgGyy (pH 3,5).
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Rys 8.3.

Separacja podklas IgG z surowicy mysiej. W do$wiadczeniu zamiast detektora UV1 i rejestratora Rec-111
uzyto spektrofotometru Ultrospec 2000. Zamiana ta pozwolita na jednoczesna rejestracj¢ zmian ggstosci
optycznej wyplywajacego z kolumny materiatu w trzech dlugosciach fali (260 nm, 280 nm, 320 nm) i szybka
oceng ilosci biatka we frakcjach przy pomocy formuly Warburga (patrz uwagi). Linia przerywana zaznaczono
zmiang sktadu buforu realizowana przez naczynie GM-1.

Regeneracja i przechowywanie kolumny:

Po zakonczonej elucji kolumng przemy¢ ponownie buforem fosforanowym (10 ml). Tak
przygotowane ztoze jest gotowe do powtornego uzycia. W przypadku dluzszego
przechowywania, zloze nalezy przemy¢ woda (10 ml), a nastgpnie 20 % roztworem etanolu

(3 ml) 1 pozostawi¢ w temperaturze pokojowe;.

Uwagi:

1. Takie same rezultaty mozna uzyska¢ stosujac zamiast calego systemu
chromatograficznego tylko kolumng¢ HiTrap Protein A oraz zwykla strzykawke.
Do elucji zwiazanych czasteczek IgG mozna wtedy przygotowaé porcje buforow
o malejacej warto$ci pH, a zawarto$¢ biatka we frakcjach, zbieranych rgcznie,
mozna oznaczy¢ za pomoca spektrofotometru.

2. Nie dysponujac kolumienka HiTrap Protein A mozna z powodzeniem pracowaé
z kolumna wtasnej konstrukcji wypetniona ztozem Protein A Sepharose CL-4B.

3. Zastosowanie spektrofotometru Ultrospec 2000 pozwala na szybka i dokladna
oceng ilosci biatka we frakcjach dzigki rownaniu Warburga:

C (mg/ml) = 1,55 (Ezgo - E320) - 0,76 (E260 - E320)

gdzie: Ez60, Easo 1 Es odpowiadaja ekstynkcjom $wiatta zmierzonym
w odpowiednich dtugos$ciach fali.
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Przyklad 8.5.

Izolowanie fragmentow Fab i Fc immunoglobulin za pomocg bialka A (5,6)

Wprowadzenie:

Ztoze z kowalencyjnie zwigzanym biatkiem A moze by¢ wykorzystane do szybkiego
oczyszczenia fragmentow Fab 1 (Fab’), od fragmentow Fc. W wyniku hydrolizy IgG za
pomoca papainy lub pepsyny odcigte zostaja fragmenty Fc i pozostaja jedno- lub dwu-
walencyjne fragmenty odpowiednio Fab i (Fab’),. W celu ich wyodrgbnienia produkty
hydrolizy przepuszcza si¢ przez kolumng ze ztozem zawierajacym kowalencyjnie zwigzane
biatko A. W trakcie przeptywu przez kolumng, z mieszaniny bialek selektywnie
wychwytywane sa przez biatko A fragmenty Fc, oraz niestrawione czasteczki IgG.
W materiale wyptywajacym z kolumny znajda si¢ natomiast, w zaleznosci od uzytego
enzymu, fragmenty Fab lub (Fab’),. Mozliwe jest dalsze oczyszczenie fragmentow Fc od
catych czasteczek IgG na drodze filtracji zelowej. Pozwala na to znaczna rdéznica migdzy

masami czasteczkowymi obu tych biatek (160 k dla IgG oraz 25 k dla Fc).

Material:
1. Produkty hydrolizy IgG powstate po trawieniu papaina.
2. Protein A-Sepharose CL-4B.

Aparatura:
1. Spektrofotometr UV VIS Ultrospec 2000

Odczynniki:
1. Bufor A - 0,2 M bufor fosforanowy, pH 7.,5.
2. Bufor B - 0,2 M bufor fosforanowy, 1 M NaCl, pH 7,5.
3. Bufor C - 0,1 M bufor cytrynianowy, pH 3,5.
4. 20% etanol

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:
- Ztoze Protein A-Sepharose CL-4B (2 ml) umiesci¢ w plastikowe] kolumnie
PD-10 i przemy¢ buforem A (10 ml).
- Zabezpieczy¢ przed wyschnigciem ztoza i pozostawi¢ do dalszego uzytku.

Przebieg doswiadczenia:

- Probke hydrolizatu IgG (5 ml), po trawieniu papaing, rozcienczy¢ buforem A do
stgzenia biatka nie przekraczajacego 1 mg/ml.

- Przepusci¢ tak przygotowana probke przez kolumne.

- Zbiera¢ wyptywajacy z kolumny material w postaci 2 ml frakc;ji.

- Spektrofotometrycznie oznaczy¢ frakcje zawierajace biatko (A =280 nm).

- Przemy¢ kolumng buforem A (10 ml), buforem B (10 ml) i ponownie buforem A
(10 ml).

- Specyficznie zwigzane biatka eluowaé za pomoca buforu C (bufor cytrynianowy,
pH 3.5).
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- Zbiera¢ frakcje o objetosci 2 ml.
- Spektrofotometrycznie oznaczy¢ w nich zawartos¢ biatka (A = 280 nm)
- Frakcje zawierajace fragmenty Fc poddac¢ dializie wobec buforu A.

Oczekiwane wyniki:

W trakcie przeplywu probki przez kolumng dojdzie do adsorpcji na biatku A fragmentéw
Fc 1 niestrawionych czasteczek IgG, natomiast fragmenty Fab wyptyna z kolumny bez
oddzialtywan. Czysto$¢ i jako$¢ uzyskanych fragmentéw Fab 1 Fc mozna oceni¢ na drodze
elektroforezy, rozdzielajac uzyskane preparaty w 12,5% zelu poliakrylamidowym,
zawierajacym SDS, w warunkach nieredukujacych. Fragmenty Fab i1 Fc powinny wedrowaé

w zelu jako biatka o masach odpowiednio 45 k 1 25 k.

14 kolumna: PD-10
E ztoze: Prot A Seph CL-4B
c 0,9 —  przeptyw: grawitacyjny
=) ] prébka: 5 ml hydrolizatu IgG
00 0.8 7 trawionego papaing
N
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numer frakcji

Rys. 8.4.

Przykltad separacji fragmentow Fab i Fc immunoglobulin G trawionych papaina. Analiza elektroforetyczna
uzyskanych fragmentow wskazuje na ich wysoka homogennos$¢. Rozdzial elektroforetyczny prowadzono przy
uzyciu automatycznego systemu elektroforezy PhastSystem w zelu PhastGel 12,5%. W poszczegodlnych
Sciezkach rozdzielano: 1 - standardy biatkowe, 2 - IgG przed trawieniem, 3 - IgG poddane trawieniu papaina,
4 - fragmenty Fab, 5 - fragmenty Fc.

Regeneracja i przechowywanie zloza:
Po rozdziale, ztoze przemy¢ woda (40 ml), a nastepnie 20% etanolem (10 ml) i1 przecho-

wywaé w 4°C.
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Uwagi:

1. Jezeli uzyskany preparat fragmentéw Fc zawiera znaczna domieszke catych
immunoglobulin (160 k) to mozna te biatka rozdzieli¢ stosujac technikg filtracji
zelowej tak jak w przyktadzie 4.2.

2. Fragment (Fab’), sa bardzo przydatnym narz¢dziem stosowanym w badaniach
oddzialywania przeciwcial z komorkami. Wiele komorek wyposazonych jest
w powierzchniowe receptory Fc, wiazace cale czasteczki IgG przez ich fragment
Fc. Pozbawienie czasteczki IgG tego fragmentu eliminuje ten rodzaj
oddziatywan w prowadzonych badaniach.

Przyklad 8.6.

Frakcjonowanie glikoprotein osocza krwi z zastosowaniem konkanawaliny A (7)

Wprowadzenie:

Konkanawalina A oddziatuje z resztami cukrowymi. Reakcja ta wykorzystywana jest
powszechnie do frakcjonowania czasteczek biatkowych i lipoprotein, ktore zawieraja boczne
fancuchy wielocukrowe. W =zalezno$ci od liczby 1 umiejscowienia grup cukrowych,
zawierajace je czasteczki roznia si¢ pod wzgledem powinowactwa w oddziatywaniu
z unieruchomiona na nos$niku konkanawaling. Zastosowanie eluentow, ktéore w roznym
stopniu wspolzawodnicza o miejsca wiazace na konkanawalinie A, pozwala na kontrolowane

wymywanie przylaczonych do ztoza czasteczek.

Material:
1. Mrozone osocze ludzkie lub wieprzowe.
2. Ztoze Con A-Sepharose 4B.

Aparatura:
1. Spektrofotometr UV VIS Ultrospec 2000
2. Wirowka laboratoryjna (10 000 x g, 4 x 50 ml)

Odczynniki:
1. Bufor A - 0,1 M bufor fosforanowy zawierajacy: 0,5 M NaCl, 1 mM MgCl,,
1 mM CaCl,, pH 7.,5.
Bufor B - 0,5 M glukoza w buforze fosforanowym.
Bufor C - 0,5 M mannoza w buforze fosforanowym.
Bufor D - 0,1 M bufor boranowy, pH 6,5.
0,01% azydek sodu w buforze fosforanowym

ANl

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:
- Ztoze Con A-Sepharose 4B (10 ml) upakowa¢ w plastikowej kolumnie PD-10
1 przemy¢ buforem A (100 ml).
- Zabezpieczy¢ przed wyschnigciem 1 pozostawi¢ do uzytku w trakcie
doswiadczenia.
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Przebieg doswiadczenia:

Rys 8.5.

&4

gestos¢ optyczna w 280 nm

Rozmrozone osocze (5 ml) rozcienczy¢ do 50 ml przy pomocy buforu A
1 odwirowac.

Korzystajac z wyjsciowych roztworow glukozy i mannozy o znanym stg¢zeniu,
przygotowaé ich rozcienczenia (0,1, 0,2, 0,3 i 0,4 M, po 10 ml kazdego
rozcienczenia) uzywajac w tym celu buforu A.

Na przygotowana wczesniej kolumng, zawierajaca Con A-Sepharose 4B,
nanie$¢ probke rozcienczonego osocza.

Przemy¢ kolumng buforem A (30 ml).

Biatka eluowac kolejno najpierw glukoza, przepuszczajac przez ztoze po 10 ml
roztwordw o narastajacym st¢zeniu.

Nastepnie eluowa¢ w podobny sposob roztworami mannozy.

W koncowym etapie przepusci¢ przez kolumng bufor D o pH 6,5 (40 ml).

W trakcie elucji zbiera¢ 2 ml frakcje i oznaczy¢ w nich stgzenie biatka przy
uzyciu metody spektrofotometryczne;.

37 glukoza mannoza  buforD
04M 04M
2,5
¥
: 0,3M kolumna: PD-10
2 1 ! zioze: Con A-Seph 4B
I proébka: osocze ludzkie
} 02 M przeptyw: grawitacyjny
1,5 ! gradient: skokowy 10 ml

0 had T ~ T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

numer frakcji

Frakcjonowanie glikoprotein osocza krwi z zastosowaniem konkanawaliny A. Zaadsorbowane na kolumnie
czasteczki glikoprotein eluowane byly przy pomocy glukozy i mannozy podawanych na kolumng w nara-
stajacych stgzeniach.

Oczekiwane wyniki:

W wyniku narastania st¢zenia najpierw glukozy, a p6zniej mannozy nalezy spodziewac

si¢ wymywania z kolumny glikoprotein osoczowych w porzadku wynikajacym z ilo$ci reszt

cukrowych eksponowanych na powierzchni tych molekut. Nalezy spodziewaé si¢ istnienia

w wymywanym materiale glikolipidow, rowniez posiadajacych boczne tancuchy cukrowe.
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Regeneracja i przechowywanie zloza:
Po zakonczonym rozdziale, kolumng przemy¢ 100 ml buforu A a nastgpnie 20 ml tego

samego buforu z dodatkiem azydku sodu (0,01 %) i przechowywaé w 4°C.

Uwagi:
1. Selektywno$¢ rozdziatu mozna znacznie poprawi¢ stosujac do elucji
zaadsorbowanego materiatlu liniowy gradient st¢zenia glukozy i mannozy.

Przyklad 8.7.

Izolowanie enzyméw zaleznych od NAD' i NADP' z zastosowaniem zloza Blue

Sepharose (8)

Wprowadzenie:

Zwiazany z zelem Sepharose CL-6B barwnik Cibacron Blue F3G-A wykazuje wysokie
powinowactwo do wielu enzymoéw i biatek, w tym do enzymoéw wymagajacych NAD"
i NADP’, albumin, czynnikow krzepniecia krwi, a takze interferonu. Stosujac ztoze Blue
Sepharose CL-6B mozna z tatwoscia oczysci¢ te biatka. Ponizszy przyktad dotyczy metody

wyodrebniania dehydrogenaz z ekstraktu komorek drozdzy.

Material:
1. Ekstrakt biatkowy drozdzy piekarniczych.
2. Blue Sepharose CL-6B.

Aparatura:
1. Spektrofotometr UV VIS Ultrospec 2000
2. Wiréwka laboratoryjna (10 000 x @, 4 x 50 ml)

Odczynniki:
1. Bufor A - 0,02 M Tris/HCI zawierajacy: 5 mM MgCl,, 0,4 mM EGTA, 2mM
2-merkaptoetanol, pH 6,4.
2. Bufor B - 0,02 M Tris/HCI zawierajacy: 5 mM MgCl,, 0,4 mM EGTA, 2mM
2-merkaptoetanol, pH 8,6.
Bufor C - 5mM NAD" w 0,02 M Tris/HCI, pH 6,4.
Bufor D - 10 mM NAD" w 0,02 M Tris/HCI, pH 6,4.
Bufor E - 10 mM NADP" w 0,02 M Tris/HC1 pH 6,4.
20 % etanol.

kW

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:
- Odwazy¢ 3 g suchego zloza Blue Sepharose CL-6B i zamoczy¢ je w 20 ml
buforu A.
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Po okoto 30 min. upakowaé ztoze w plastikowej kolumnie PD-10 i przemy¢ je
60 ml powyzszego buforu.

Tak przygotowane ztoze zabezpieczy¢ przed wyschnigciem i pozostawi¢ do
uzycia w trakcie do§wiadczenia

Przebieg doswiadczenia:

Rys. 8.6.

y 7

gestos¢ optyczna w 280 nm

Ekstrakt biatek drozdzy rozcienczy¢ buforem A do stezenia 2 mg/ml, odwirowac,
1 przepusci¢ 20 ml tak przygotowanego ekstraktu przez uprzednio przygotowana
kolumng, zawierajaca ztoze Blue Sepharose CL-6B.

Uzywajac tego samego buforu, odmy¢ niespecyficznie zaadsorbowane na ztozu
biatka (30 ml).

Swoiscie zwiazane biatka eluowa¢ za pomoca buforu C (20 ml). Zbiera¢ 2 ml
frakcje.

W nastgpnych etapach, kolumng przemy¢ buforem A (10 ml), a kolejne biatka
zwiazane swoiscie eluowac kolejno buforem E (20 ml) buforem B (20 ml) i w
koncu buforem D (20 ml).

Caly czas zbiera¢ wyplywajacy z kolumny materiat. W zebranych frakcjach
oznaczy¢ spektrofotometrycznie (A = 280 nm) stezenie biatka.

27 kolumna: PD-10
18 - ztoze: Blue Sepharose CL-6B
' probka: ekstrakt biatek drozdzowych
1,6 przeptyw: grawitacyjny
gradient: skokowa zmiana eluentéw
1,4 4
1,2 4
1 -
+ +
0.8 - 5 mM NADP 10 mM NAD
5mM NAD+ Tris/HCI
0,6
0,4
0,2
O Bl A T 1
0 20 40 60 80

numer frakcji

Przyktad izolowania dehydrogenaz z ekstraktu drozdzy piekarniczych przy zastosowaniu ztoza Blue Sepharose.
Kolejno wymywane z kolumny sa: niezwiazany material, dehydrogenaza alkoholowa, dehydrogenaza glukozo-
6-fosforanowa, heksokinaza i dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanowa.

Oczekiwane wyniki:

W pierwszym piku biatkowym, wymytym 5 mM roztworem NAD', znajduje sig

dehydrogenaza alkoholowa. W drugim, wymytym pod wptywem 10 mM roztworu NADP",

wystepuje dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa. W kolejnym piku, po elucji bardziej
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zasadowym buforem Tris/HCl (pH 8,6), znajduje si¢ heksokinaza i w koncu w ostatnim,
eluuje sie dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanowa (10 mM NAD"). Koncowa

identyfikacj¢ wyizolowanych enzymow mozna przeprowadzi¢ stosujac testy enzymatyczne.

Regeneracja i przechowywanie zloza:
Po zakonczeniu elucji kolumng przemy¢ buforem Tris/HCI o pH 6,4 (100 ml),
a nastepnie woda (100 ml) i 20% etanolem (30 ml). Kolumng przechowywaé¢ w 4°C do

ponownego uzycia.

Przyklad 8.8.

Izolowanie mRNA z zastosowaniem zloza zawierajacego Poly(U) (9)

Wprowadzenie:

Ztoze Poly(U)-Sepharose 4B jest adsorbentem, ktory specyficznie i w sposob
odwracalny wiaze kwasy nukleinowe zawierajace struktury poli(A). Zloze przygotowane jest
przez zwiazanie z zelem Sepharose 4B dlugich tancuchéw kwasow poliurydylowych (okoto
100 podjednostek). Prawie wszystkie czasteczki mRNA posiadaja w swej strukturze
sekwencje kwasu poliadenylowego (poli(A)), komplementarna do sekwencji poli(U). Dzigki
temu, wykorzystujac komplementarno§¢ obu molekul, z tatwo$cia mozna wyizolowac

czasteczki mRNA na drodze chromatografii powinowactwa.

Material:
1. Odwodniony preparat catkowitego RNA.
2. Poly(U)-Sepharose 4B.

Aparatura:
1. Spektrofotometr UV VIS Ultrospec 2000

Odczynniki:

1. Destylowana woda poddana dziataniu 0,1% DEPC (diethylpyrocarbonate) i
nastgpnie autoklawowana.

2. 0,1 M NaClL

3. Bufor ekstrakcyjny: 50 mM Tris/HCI zawierajacy 1% N-lauroylsarkozyny, 30
mM EDTA, pH 7,5.

4. Bufor startowy: 25% roztwoér formamidu w 0,7 M NaCl, 50 mM Tris/HCI, 10
mM EDTA, pH 7,5.

5. Bufor do elucji: 90% roztwor formamidu w 10 mM K,HPO4, 10 mM EDTA,
0,2% N-lauroylsarkozyny, pH 7,5.
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Przygotowanie kolumny:
- Odwazy¢ 1g zelu Poly(U)-Sepharose 4B, nanie$¢ na filtr szklany i przemy¢
100 ml 0,1 M roztworu NaCl.
- Upakowac ztoze w szklana kolumng (5-10 ml), uprzednio autoklawowana.
- Przemy¢ kolumng 100 ml buforu startowego, zamkna¢ ja i pozostawi¢ do uzycia
w trakcie doswiadczenia.

Przebieg doswiadczenia:

- Destylowana wode podda¢ dziataniu 0,1% DEPC przez 12 godz., a nastgpnie
autoklawowac. Wszystkie bufory musza by¢ sporzadzone z tak przygotowanej
wody.

- Probke RNA (okoto 1-3 mg) rozpusci¢ w buforze ekstrakcyjnym (1 ml),
podgrzaé¢ do temperatury 65° C i utrzymywaé w tej temperaturze przez 5 min.

- Szybko schiodzi¢ probke w tazni lodowej 1 rozcienczy¢ 5-krotnie buforem
startowym.

- Tak przygotowana probke przepuscic przez kolumng z zelem Poly(U)-
Sepharose 4B.

- Kolumneg przemy¢ buforem startowym (20 ml) w celu usunigcia niespecyficznie
zaadsorbowanych czasteczek.

- Specyficznie zwiazane, przez wiazania wodorowe, czasteczki mRNA mozna
wymy¢ buforem do elucji, zawierajacym duza ilos¢ (90%) formamidu (15 ml),
1 zbiera¢ 1 ml frakcje.

- Frakcje zawierajace mRNA zidentyfikowaé spektrofotometrycznie (A=254 nm),
pamigtajac o tym, aby jako probg referencyjna zastosowac bufor do elucji.

kolumna: szklana 5 ml

ztoze: Poly(U)-Sepharose 4B
przeptyw: grawitacyjny

préobka: 5 ml, 0,2 mg/ml catkowity RNA
2 gradient: zmiana buforéw w 26 ml

2,5 4

Y4

gestos¢ optyczna w 254 nm

bufor do elucji
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Rys. 8.7.

Izolowanie mRNA z catkowitego RNA z zastosowaniem chromatografii powinowactwa na kolumnie Poly(U)-
Sepharose 4B.

Oczekiwane wyniki:
W  wyniku oddziatywan czasteczki mRNA  zawierajacej fragment poli(A),

komplementarny do unieruchomionego na zlozu liganda poli(U), dojdzie do adsorpcji
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czasteczek mRNA na kolumnie. Zastosowanie eluentu o wysokim stgzeniu formamidu
pozwala na rozerwanie wigzan wodorowych pomigdzy komplementarnymi czasteczkami

1 wymycie czasteczek mRNA.

Regeneracja i przechowywanie zloza:
Po zakonczeniu pracy kolumng przemy¢ buforem do elucji (20 ml), a nastepnie buforem

startowym (20 ml) i przechowywa¢ w 4°C w okresie do czterech tygodni.

Uwagi:

1. Niezwykle istotne jest stosowanie w trakcie catego eksperymentu odpowiednio
przygotowanej wody. Ma to na celu wyeliminowanie aktywnos$ci enzymow
trawiacych czasteczki RNA (RNaz).

Przyklad 8.9.

Izolowanie bialek zawierajacych wolne grupy -SH (10)

Wprowadzenie:

Chromatografia kowalencyjna, szczegélny rodzaj chromatografii powinowactwa,
znalazta szczeg6lne zastosowanie w przypadku izolowania czasteczek zawierajacych grupy
tiolowe. Bialka pasma 3 naleza do rodziny tio-glikoprotein, znajdujacych si¢ w blonach
erytrocytow. Biatka te biora udziat w transporcie jonéw przez blong erytrocytarna.
Kowalencyjna chromatografia powinowactwa pozwala stosunkowo fatwo, w jednym etapie,

wyizolowac te biatka w postaci aktywne;.

Material:
1. Erytrocyty krwi ludzkiej lub wieprzowe;.
2. Activated Thiol-Sepharose 4B.

Aparatura:
1. Spektrofotometr UV VIS Ultrospec 2000.
2. Wirowka laboratoryjna (10 000 x @, 4 x 50 ml)

Odczynniki.
1. 10% roztwor Tritonu X-100.
2. 0,9% roztwor NaCl.
3. Bufor startowy: 10 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,5.
4. Bufor do elucji: 10 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM
L-cysteiny, pH 8,0.
5. Bufor do regeneracji ztoza: 10 mM Tris/HCI, 1,5 mM dwusiarczku dwupirydylu,
pH 8,0.
Uwaga! Wszystkie bufory wykona¢ korzystajac z dobrze odpowietrzonej wody dejonizowane;.
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Przygotowanie kolumny chromatograficznej:

Odwazy¢ 1 g ztoza Activated Thiol-Sepharose 4B, nanie$¢ na szklany filtr i
przemy¢ 200 ml destylowanej i odpowietrzonej wody.

Bezposrednio po tym upakowaé zel w szklanej kolumnie i zrownowazyc
buforem startowym (30 ml).

Zabezpieczy¢ kolumng przed wysychaniem.

Przebieg doswiadczenia:

2,5

s 7

gestos¢ optyczna w 280 nm

Rys. 8.8.

1,5 A

0,5 -

Erytrocyty (5 ml) przemy¢ 3-krotnie sola fizjologiczna i dokonaé ich lizy
w odpowietrzonej wodzie.

Przemy¢ blony erytrocytarne i zawiesi¢ w buforze startowym (10 ml) z dodat-
kiem 0,1% Triton X-100.

Ekstrakcje bialek blonowych prowadzi¢ przez dwie godziny w temperaturze
pokojowej, delikatnie mieszajac probke.

Mieszaning odwirowaé a supernatant zebraé, rozcienczy¢ pigciokrotnie
1 przepusci¢ przez uprzednio przygotowana kolumneg zawierajaca ztoze
Activated Thiol-Sepharose 4B.

Stosujac bufor startowy (30 ml), usuna¢ z kolumny niespecyficznie
zaadsorbowane czasteczki.

Przystapi¢ do wymywania kowalencyjnie zwigzanego materialu przy pomocy
buforu do elucji (20 ml).

Wyptywajacy z kolumny material zbiera¢ w 2 ml frakcjach 1 okresli¢
spektrofotometrycznie (A=280 nm) frakcje zawierajace biatka pasma 3.

kolumna: PD-10

ztoze: Activated Thiol-Seph 4B

przeptyw: grawitacyjny

prébka: ekstrakt biatek btonowych
erytrocytéw w 0,05% Triton X100

gradient: zmiana buforéw w 40 frakcji

bufor do elucji
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Izolowanie bialek pasma 3 z ekstraktu biatkowego blon erytrocytarnych z zastosowaniem chromatografii
powinowactwa wykorzystujacej ztoze Activated Thiol-Sepharose 4B.
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Oczekiwane wyniki:

Na skutek oddziatywania grup tiolowych, znajdujacych si¢ w czasteczkach
erytrocytarnego biatka pasma 3, z wolnymi grupami tiolowymi unieruchomionymi na zlozu
dochodzi do specyficznej sorpcji czasteczek biatka pasma 3. Wiazanie pomiedzy grupami
tiolowymi ma charakter kowalencyjny 1 powstaje spontanicznie. Wiazanie to nie jest jednak
trwate 1 mozna je z latwo$cia rozbi¢ w obecnosci cysteiny, co pozwala na wymycie
z kolumny zaadsorbowanego biatka. Testy aktywnosci biologicznej pokazuja, ze
wyizolowane ta metoda czasteczki biatka pasma 3 zachowuja swa aktywnos$¢, co jest trudne

do osiagnigcia innymi metodami.

Regeneracja i przechowywanie zloza:
Kolumng przemy¢ buforem do regeneracji ztoza (30 ml) 1 ponownie zrownowazy¢
buforem startowym (30 ml). Kolumne taka mozna uzy¢ ponownie lub przechowywaé w 4° C

przez jeden miesiac.

Przyklad 8. 10.

Izolowanie bialek wiazacych jony metali (11)

Wprowadzenie:

Wigkszo$¢ czasteczek biatkowych w réznym stopniu oddzialuje z jonami metali. Sita
tego oddziatywania uzalezniona jest od struktury przestrzennej czasteczki (domeny wiazace
jony metali), od zawartosci reszt aminokwasowych, ktore bezposrednio moga wiaza¢ jony
metali (histydyna, tryptofan i cysteina) oraz od pH otoczenia (optimum w przedziale pH 6-8).
FElucja specyficznie zaadsorbowanego materiatu mozliwa jest przez obnizenie pH
1 jednoczesne podwyzszenie sity jonowej eluentu lub zastosowanie do elucji silnego chelatora

jondéw dwuwartosciowych - EGTA.

Material:
1. Surowica krwi ludzkiej lub wieprzowe;.
2. Chelating Sepharose 6B.

Aparatura:
1. Spektrofotometr UV VIS Ultrospec 2000.
2. Wiréwka laboratoryjna (10 000 x @, 4 x 50 ml)
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Odczynniki:

20 mM bufor fosforanowy, pH 7,0.

1 mg/ml CuSO4 w buforze fosforanowym.

Eluent A - 100 mM bufor cytrynianowy zawierajacy 100 mM NaCl, pH 6,0.
Eluent B - 100 mM bufor cytrynianowy zawierajacy 400 mM NacCl, pH 5,0.
Eluent C - 100 mM bufor cytrynianowy zawierajacy 700 mM NacCl, pH 4,0.
Eluent D - 100 mM bufor cytrynianowy zawierajacy 1 M NaCl, pH 3,0.

50 mM EDTA, 1 M NaCl

20% etanol.

PN R

Przygotowanie kolumny chromatograficznej:

- Pobra¢ 5 ml ztoza i upakowac w plastikowej kolumnie PD-10.

- Ztoze przemy¢ woda destylowana (50 ml) a nastgpnie buforem fosforanowym,
pH 7,0 (50 ml).

- Przepusci¢ przez kolumng roztwor siarczanu miedzi (20 ml) w celu zwiazania
jondéw miedzi ze ztozem. W wyniku tej operacji zloze powinno zmieni¢ barwe
z bialej na niebieska.

- Nadmiar jonow miedzi usuna¢ przemywajac kolumne buforem fosforanowym
(20 ml).

- Kolumng zabezpieczy¢ przed wyschnigciem.

Przebieg doswiadczenia:

- Surowicg krwi (5 ml) rozcienczy¢ dziesigciokrotnie w buforze fosforanowym,
odwirowac i przepuscic¢ przez wczesniej przygotowana kolumne.

- Niespecyficznie zaadsorbowane biatka usuna¢ z kolumny przez ponowne
przemycie jej buforem fosforanowym (50 ml).

- Stosujac kolejno bufory cytrynianowe o malejacej wartosci pH i rosnacej sile
jonowej (20 ml kazdego z buforéw) eluowaé¢ z kolumny biatka zwiazane
z jonami miedzi.

- Wyptywajacy z kolumny materiat zbiera¢ w 2 ml frakcjach.

- Metoda spektrofotometryczna (A=280 nm) oznaczy¢ frakcje zawierajace biatko.

Oczekiwane wyniki:

U podstaw tego rodzaju chromatografii powinowactwa lezy mozliwo$¢ odwracalnego
wiazania (chelatowania) jonéw metali przez specjalnie przygotowany nosnik. Zwiazane ze
ztozem jony metali (Zn, Cu, Cd, Hg, Co lub Ni) moga z kolei specyficznie adsorbowaé
peptydy i biatka wykazujace do nich powinowactwo. Nalezy spodziewaé sig, ze w trakcie
przepuszczania przez kolumng zwiazaniu ulegng te biatka, ktére wykazuja powinowactwo do
jondéw miedzi. W wyniku zastosowania eluentu o narastajacej sile jonowej i malejace]
warto$ci pH dojdzie do selektywnego wymywania tych czasteczek, ktére w zmieniajacych si¢
warunkach zmieniaja swa konformacj¢ w ten sposob, ze zmienia si¢ ich tadunek
powierzchniowy i zdolno$¢ wiazania jondw miedzi. Czasteczki, ktére bardzo silnie zwigzaty
si¢ z jonami miedzi i nie ulegaja elucji w warunkach niskiego pH moga by¢ usunigte
z kolumny wraz z jonami miedzi przez zastosowanie silnego chelatora jonéw miedzi —

EDTA.

140



i kolumna: PD-10
1 ztoze: Chelating Seph 6B (5 ml)
g 25 - L przeptyw: grawitacyjny
P probka: surowica krwi (1:10)
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Rys. 8.9.

Frakcjonowanie biatek surowicy wykazujacych powinowactwo do jonéw metali.

Regeneracja i przechowywanie zloza:
Kolumng przemy¢ 50 mM EDTA (50 ml) co spowoduje usuniecie z niej jonéw miedzi a
nastgpnie 50 ml destylowanej wody i uzy¢ ponownie lub zakonserwowaé 20% etanolem

(30 ml) i przechowywaé¢ w 4°C.

Przyklad 8. 11.

Badanie dynamicznej adhezji komoérek na unieruchomionych bialkach adhezywnych (12)

Wprowadzenie:

Zdolnos¢ normalnych komorek eukariotycznych do adhezji powierzchniowej jest jedna
z podstawowych cech niezbednych dla sprawnego ich funkcjonowania i prawidlowego
podziatu. W procesie adhezji udziat biorag wyspecjalizowane biatka blonowe komorek, zwane
adherynami, oraz biatka pozakomorkowe, gléwnie kolageny, wyscietajace powierzchnig

kontaktu. Zjawisko adhezji dotyczy réwniez ptytek krwi, ktore z racji braku jadra
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komorkowego nie podlegaja podziatom, ale sa niezbedne dla zabezpieczenia uktadu krazenia
przed wynaczynianiem krwi. Jezeli z jakiego§ powodu przerwana zostanie ciagto$¢ naczynia
krwiono$nego to odstonigte zostana warstwy podsrddblonka, bogate w kolagen i inne biatka
adhezywne. Dochodzi wtedy do masywnej adhezji plytek krwi i zaczopowania nieciaglosci
Sciany naczynia. Z drugiej jednak strony adhezja plytek krwi jest przyczyna patologicznych
zmian powierzchni $cian naczyn krwiono$nych. Kazda zmiana struktury powierzchni
wewngtrznej naczynia krwionos$nego staje si¢ potencjalnie miejscem adhezji plytek krwi
1 tworzenia si¢ blaszek miazdzycowych. Wynika stad, ze zbyt reaktywne ptytki krwi moga
by¢ przyczyna szybko rozwijajacej si¢ arteriosklerozy. Wtasciwa ocena stanu reaktywnos$ci
plytek krwi moze by¢ bardzo pomocna w diagnostyce chorob uktadu krazenia oraz we
wlasciwej prewencji. Ponizszy przyklad opisuje mozliwos$¢ sledzenia adhezji ptytek krwi do
kolagenu in vitro w obecno$ci sit $cinajacych zblizonych do tych, ktore wystepuja

w naczyniach krwiono$nych.

Material:
1. Krew ludzka (wotowa lub wieprzowa) pobrana na 3.8 %cytrynian sodowy (9:1)
2. Kolagen typ I
3. Albumina wotowa (BSA)
4. CNBr-Sepharose 4B

Aparatura:
1. Spektrofotometr UV VIS Ultrospec 2000 z 75l kuweta przeplywowa.
2. Pompa P-50

3. Zawor LV4, szt. 2
4. Wir6éwka laboratoryjna (10 000 x g, 4 x 50 ml)

Odczynniki:
1. Bufor Tyroda - 0,02 M bufor fosforanowy zawierajacy: 140 mM NaCl, 5 mM
KCl, 5 mM glukozy, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, pH 7,4.

2. 0,1 M bufor boranowy, pH 8,3.

3. 0,1 M bufor octanowy w 1,0 M roztworze NaCl (pH 4,0).
4. 0,2 M Glicyna w 0,1 M buforze boranowym.

5. 20% etanol

Przygotowanie zl6z: kolagen-Sepharose 4B i BSA-Sepharose 4B:

- Wszystkie czynno$ci nalezy wykona¢ doktadnie jak w przyktadzie 8.1, pkt b,
pamigtajac caty czas o tym, zeby wzajemnie nie zanieczysci¢ przygotowywanych
z10z.

- Przygotowac po 5 ml kazdego ze z16z. Po zakonczeniu preparatyki ztoza
zakonserwowacé 20% etanolem i przechowywac w temp. 4°C.

Przygotowanie osocza bogatoplytkowego:
- Osocze bogatoptytkowe (PRP) przygotowa¢ doktadnie tak, jak opisano w
przyktadzie 4.4.
- Uzyskane osocze rozcienczy¢ 10-cio krotnie buforem Tyroda i uzy¢ do badan
w ciagu dwoch godzin od pobrania krwi.
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i bulor
Rys. 8.10. l Tyroda
Schemat systemu do badania adhezji ko- B = )
moérkowej. W sktad systemu wchodza: P
- pompa P-50 ==
- spektrofotometr Ultrospec 2000

- komputer z programem SWIFT TD
- zawory LV4 (V11 V2)
- kolumny K1 i K2
- petle L1112
- naczynie zawierajace bufor Tyroda - [
- strzykawka z probka rh]
- naczynie na ptynne odpady.
Kolumny K1 i K2 wypelnione sa zelami:
- kolagen-Sepharose 4B
- BSA-Sepharose 4B
Probkg mozna nanie$¢ do petli L1 lub L2 rﬁ
uprzednio przestawiajac potozenie zawo- d o
réow V1 i V2. Nanoszenie probki na jedna ot it

(K2

IR

z kolumn nie koliduje z przeptywem buforu 4

i probki przez druga z kolumn.
Wyptywajacy z kolumny material kiero- G

wany jest albo do pojemnika na odpady

(podczas podawania probki na petle), albo — I @)

do kuwety przeptywowej zainstalowanej

w spektrofotometrze (podczas pomiaru)
i stamtad do probowek.

ULTROSPEC 204y

Przygotowanie systemu i kolumn do pracy:

Zmontowa¢ manualny system chromatograficzny zgodnie ze schematem
przedstawionym na rys. 8.10.

Jako kolumny zastosowac¢ dwie 1 ml strzykawki "insulinéwki".

Wylot strzykawek zabezpieczy¢ kawatkami nylonowej ponczochy.

Do pierwszej ze strzykawek (K1) nanie$¢ 0,25 ml zloza kolagen-Sepharose 4B.
Do drugiej (K2) nanie$¢ taka sama ilo$¢ ztoza BSA-Sepharose 4B. Kolumny
zamkna¢ od dotu, aby nie dopusci¢ do wycieku buforow. Pozwoli¢ zlozu na
swobodna sedymentacjg.

Zamontowac¢ kolumny w systemie jak na rysunku 8.10.

Gumki ttoczkéw przektu¢ i1 przeprowadzi¢ przez nie wezyki potaczone
z zaworem. Wezyki wypethi¢ buforem Tyroda.

Do pierwszej z kolumn nanie$¢ 0,5 ml buforu Tyroda i wprowadzi¢ ttoczek
z zamocowanym wezykiem. Powoli, przy otwartym zaworze V1, przesuwac
ttoczek w dot, az do zetknigcia z powierzchnia ztoza.

Te same czynnos$ci powtorzy¢ dla drugiej kolumny.

Przy pomocy pompy P-50 wymusi¢ przeplyw buforu Tyroda przez pierwsza
kolumng. Utrzymywaé przeplyw na poziomie 0,5 ml/min i przepusci¢ przez
kolumng 2 ml buforu.

Te same czynnos$ci wykona¢ dla drugiej kolumny.

Uruchomi¢ spektrofotometr Ultrospec 2000 i program SWIFT TimeDrive.
Wybra¢ dlugos¢ fali $wiatta A= 780 nm, a czas obserwacji 250 s.
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Przebieg doswiadczenia:

- Wybierajac odpowiednie potozenia zaworéw V1 i V2 nanies¢ do petli pierwszej
kolumny (K1) 250 pl, rozcienczonego dziesigciokrotnie buforem Tyroda, osocza
bogatoptytkowego.

- Ponownie zmieniajac potozenie zawordéw skierowac przeptyw buforu Tyroda na
pierwsza kolumne (K1) z jednoczesnym uruchomieniem gromadzenia danych
w pamigci komputera.

- Po zakonczeniu obserwacji pierwszej kolumny (K1) powtdrzy¢ wszystkie
czynnosci dla kolumny drugiej (K2).

Oczekiwane wyniki:

Piytki krwi przeptywajac miedzy ziarnami zelu optaszczonego kolagenem beda
oddziatywa¢ z tym biatkiem adhezywnym i w wyniku tego czg¢$¢ z nich przylgnie do
powierzchni zelu i1 nie bedzie mogla opusci¢ kolumny. Na rys. 8.11 wyraznie widoczne sa
plytki krwi przylegajace do powierzchni ziarna zelu. Natomiast ptytki krwi przeptywajace
przez kolumng optaszczona albuming wotowa nie beda ulega¢ adhez;ji i1 praktycznie wszystkie
powinny opusci¢ kolumng. Uzyskane krzywe mozna podda¢ obrdbce matematycznej
1 wyznaczy¢ pola powierzchni pod krzywymi. Réznica pol powierzchni jest miara adhezji
ptytek krwi do kolagenu. W prezentowanym przypadku okoto 30% plytek krwi ulegto adhez;ji

do kolagenu.

— Sample ID: BSA

g 0,21 | — Sample ID:  KOLAGEN
@ 019
~ Y
3
© 017
c
o
> 0,15 A
whd
o
w 013
‘0
0
% 011
@
o
0,09 T T 1
0 100 200 300

czas elucji (s)

Rys. 8.11.

Przyktad badania adhezji ptytek krwi do kolagenu w warunkach dynamicznych. Roéznica miedzy polami
powierzchni pod krzywymi moze by¢ traktowana jako miara adhezji do kolagenu. Z przeprowadzonych obliczen
wynika, ze okoto 30% plytek krwi uleglo adhezji do kolagenu. Prezentowany obraz ziarna zelu z przylegajacymi
do jego powierzchni ptytkami krwi pochodzi z danych uzyskanych przez dr Renate Polanowska-Grabowska,
(Department of Biochemistry, University of Virginia, USA) i jest prezentowany za zgoda autorki.
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Regeneracja i przechowywanie zloza:
Ztoze przeznaczone do badania adhezji komodrkowej nie nadaje si¢ do powtdrnego
uzycia. Z tego tez powodu zaréwno ztoza jak i kolumny traktowane sa jako przedmioty

jednorazowego uzytku.

Uwagi:

I. W podobny sposéb mozna bada¢ adhezje plytek krwi do innych biatek
adhezywnych, takich jak fibrynogen, fibronektyna, czynnik vonWillebranda i inne.

2. Zaprezentowana metodyke mozna z powodzeniem zastosowa¢ do uktadu innych
komorek i innych biatek adhezywnych.

3. Plytki krwi (komorki) ktore ulegly adhezji, jak i plytki wymyte z kolumny moga
by¢ z tatwoscia rozpuszczone w buforze do probek elektroforetycznych i poddane
analizie fosforylacji bialek towarzyszacej procesowi adhezji.

Przyklad 8. 12.

Badanie powstawania kompleksu antygen-przeciwcialo przy zastosowaniu systemu

BlIAcore X (13)

Wprowadzenie:

System BIAcore, wprowadzony do laboratoriow naukowych i przemystowych w 1990 roku,
zawiera w sobie elementy chromatografii powinowactwa potaczone z zupeilnie nowym
sposobem detekcji oddziatujacych molekut. Sercem systemu jest sensor (patrz rys. 8.12.),
w ktorym wykorzystano zjawisko optyczne zwane powierzchniowym rezonansem
plazmonowym (ang. surface plasmon resonanse). Opis procesow zachodzacych w sensorze
wygodnie jest rozpocza¢ od zjawiska catkowitego wewnetrznego odbicia (ang. total internal
reflection). Zgodnie z prawami optyki klasycznej zjawisko to zachodzi wtedy, gdy fala
Swietlna - rozchodzaca si¢ w osrodku optycznie ggstszym - pada na granicg z o$rodkiem
optycznie rzadszym pod katem wigkszym od kata granicznego. Oznacza to, ze fala §wietlna
nie opuszcza w miejscu padania osrodka optycznie gestszego. Okazuje si¢ jednak, ze w takich
warunkach pewna infinityzymalnie mata fala $wietlna wnika do os$rodka optycznie rzadszego
na glebokos¢ kilkuset nanometréw. Utrzymujac geometri¢ catkowitego wewngtrznego
odbicia 1 wsuwajac na granicy osrodkow bardzo cienki film metalowy mozna uzyskac
catkowicie nowe jakosciowo zjawisko optyczne. Pewne metale (np. zloto czy srebro)
posiadaja chmury kolektywnych elektronow mogacych laczy¢ si¢ w pary, wykazujace

wypadkowy wektor falowy. Taka chmura elektronowa, zwana plazmonem, moze rezonowac
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ze Swiatlem padajacym pod odpowiednim katem. W warunkach rezonansu $cisle okreslona
ilo$¢ energii padajacej fali Swietlnej jest pochtaniana przez plazmon, co skutkuje spadkiem
energii fali odbitej. Rezonans plazmonowy jest bardzo czuly na zmiany wilasciwosci
dielektrycznych osrodka optycznie rzadszego. Kazda zmiana stalej dielektrycznej tego
osrodka wiaze si¢ ze zmiana warunkow rezonansu plazmonowego, a wigc ze zmiang kata
padania §wiatla pochlanianego rezonansowo. Biorac pod uwage dobrze znany fakt istnienia
zaleznosci pomigdzy warto$cia wspotczynnika zalamania $wiatla (wartoScia stalej
dielektrycznej) roztworu a stgzeniem makromolekul, mozna powiedzie¢, zZe istnieje
jednoznaczna relacja pomigdzy warunkami zachodzenia rezonansu plazmonowego a masa
makromolekut zwiazanych z powierzchnia sensora.

Celem ¢wiczenia jest obserwacja powstawania i1 rozpadu kompleksu antygen-
przeciwcialo w realnym czasie trwania procesu, z zastosowaniem manualnego systemu

BIAcore X.

POLARYZATOR

7RODLO -
SWIATLA

WARSTWA

71.0TA
CZAS

SENSOGRAM
KANAL PRZEPLYWOWY

Rys. 8.12.

Schemat budowy i dziatania sensora systemu BIAcore. Sensor sklada si¢ z plasko-rownoleglej ptytki szklanej
z napylona cienka warstwa zlota (50 nm) pokryta dodatkowo dekstranem (100 nm). Ptytka ta, od strony
dekstranu, kontaktuje si¢ z kanalem przeptywowym, a z drugiej strony z podstawa pryzmatu wykonanego ze
szkla o identycznych wilasciwosciach jak ptytka sensora. Na powierzchni dekstranu mozna trwale zwigzac
roznego rodzaju makromolekuly (na schemacie w postaci odwroconych liter Y). Przemieszczajace si¢ przez
kanat przeplywowy czasteczki moga wigza¢ si¢ z unieruchomionymi receptorami, zmieniajac w ten sposob
wlasciwosci dielektryczne osrodka optycznie rzadszego i wplywajac na warunki rezonansu plazmonowego.
Zmiana wlasciwosci dielektrycznych przy powierzchni sensora, wynikajaca z wigzania dodatkowych molekut,
rejestrowana jest jako kat odbicia §wiatta, przy ktorym obserwowane jest rezonansowe pochtanianie $wiatta
padajacego.
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Material:

1.
2.
3.

Aparatura:
I.

Przeciwciata monoklonalne G6, G23 1 H2, skierowane przeciwko podjednostce
GPIIb ptytkowego receptora fibrynogenu.

Preparat zawierajacy podjednostke GPIIb ptytkowego receptora fibrynogenu.
Kroélicze przeciwciala poliklonalne (RAMFc) skierowane przeciwko fragmento-
wi Fc mysich IgG

Manualny system BIAcore X.

Odczynniki:

1.

SRR

Bufor HBS - 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3,4 mM EDTA, 0,05% surfaktant
P20, pH 7.4.

NHS - 100 mM N-hydroksysukcinimid w wodzie.

EDC - 400 mM N-etyl-N'(dimetylaminopropyl)karbodiimid w wodzie.
RAMEFc - 25 pg/ml przeciwcial RAMFc w 10 mM octanie sodu, pH 4,75.
ETA - 1 mM etanolamina - HCl w wodzie, pH 8,5.

10 mM HCl

Przygotowanie sensora:

Zamontowac¢ sensor w systemie BIAcore X i przygotowaé protokol immobiliza-
cji przeciwciat RAMFc wedlug schematu:

CZAS (s) CZYNNOSC

0 uruchomienie przeptywu buforu HBS - 5 pl/min

300 aktywacja sensora - 20 pl mieszaniny NHS i EDC (1:1)
640 wigzanie przeciwcial RAMFc - 20 pl preparatu

880 blokowanie wolnych miejsc wigzacych - 35 pl/min ETA
1300 konserwacja sensora - 15 yl HCI (10 mM)

1480 koniec cyklu przygotowania sensora

Przebieg doswiadczenia:

Uzywajac kolejno supernatantéw z hodowli linii komorkowych G6, G26 1 H2
wykona¢ analizy zgodnie z ponizszym protokotem:

CZAS (s) CZYNNOSC

0 uruchomienie przeplywu buforu HBS - 3 pl/min

20 wigzanie analizowanych przeciwcial - 9 gl G6, G26 lub H2
320 monitorowanie wigzania antygenu - 36 gl GPIIb (2 pg/ml)
1040 monitorowanie dysocjacji - HBS 3 pl/min

2040 regeneracja sensora - 9 pul 10 mM HCl

2220 koniec cyklu

Oczekiwane wyniki:

Unieruchomione na powierzchni sensora przeciwciata bgda wiazaty przeptywajacy

swobodny antygen. W wyniku tego nalezy spodziewal si¢ wzrostu wartosci sygnatu

rézonansu.

Po pewnym czasie wszystkie miejsca wigzace zostang wysycone przez
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przeptywajacy antygen i warto$¢ sygnatu ulegnie ustaleniu na okreslonym poziomie. Uktad

pozostanie w stanie rownowagi wymiany az do momentu, gdy zabraknie w otoczeniu

swobodnych czasteczek antygenu. Brak doptywu antygenu rozpoczyna proces dysocjacji

kompleksu. Na wykresie przejawia si¢ to poczatkowym szybkim spadkiem warto$ci sygnatu

rezonansu

- gdy brak naplywu wolnych molekut, a nastgpnie wolniejszym juz spadkiem

warto$ci tego sygnatu - zmniejszanie ilosci biatka przy powierzchni sensora w wyniku

dysocjacji kompleksu antygen-przeciwciato.

Al
i

sygnat rezonansu (RU

Rys. 8.13.
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Przyktad zastosowania systemu BIAcore X do analizy oddziatywan typu antygen-przeciwcialo.

Regeneracja i przechowywanie sensora:

Kazdy cykl pracy konczy si¢ regeneracja sensora. Zregenerowany sensor moze byc

przechowywany (4-8° C) w tej postaci do czasu ponownego zastosowania.

Uwagi:

Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze przeciwciato H2 formuje ze swym antygenem
stosunkowo trwaty kompleks, ktory nie ulega mierzalnej dysocjacji w warunkach
eksperymentu. Kompleks ten usuwany jest z powierzchni sensora podczas jego
regeneracji.

Zregenerowany sensor moze by¢ uzyty wielokrotnie do podobnej analizy.

W celu wyznaczenia wartos$ci statych szybkosci powstawania ks 1 dysocjacji Kqys
kopmleksu nalezy przeprowadzi¢ petna analiz¢ kinetyki oddziatywan. Trzeba
wtedy przesledzi¢ wigzanie antygenu podawanego w rdéznych stezeniach.
Doktadny opis metody postgpowania mozna znalez¢ w pracy (13).

System BIAcore moze by¢ zastosowany do wysoce specyficznego izolowania
molekut metoda chromatografii powinowactwa. Selektywnie eluowane
z powierzchni sensora molekuty moga by¢ zbierane u jego wylotu.

Warto zauwazy¢, ze zastosowanie systemu BIAcore pozwala na zastosowanie
preparatow zawierajacych interesujace nas biomolekuly znajdujace si¢ w miesza-
ninie innych czasteczek. Detekcja oddzialywania komplementarnych molekut idzie
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tutaj w parze z ich separacja z mieszaniny.

6. Zuzycie preparatow i1 odczynnikéw chemicznych jest w tej technice bardzo mate.
Wystarczy kilkanascie mikrolitréw preparatu dla kompleksowej analizy procesu
oddziatywania makroczasteczek.
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