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1. Predhovor a podakovanie

Motivaciou napisat text zamerany na chromatograficku purifikaciu proteinov bol nedostatok podobne
zameranej publikacie, vhodnej pre Studentov magisterského stupfia v odboroch molekularna biolégia
a biotechnoldgie. Cielom je sumarizovat délezité parametre a technické detaily v zrozumitelnej forme
vhodnej aj ako teoreticky podklad pre pokrocilé laboratérne cvicenia. Text, aj ked daleko od dokonalosti
afindlnej formy, predstavuje sumdar osobnej skusenosti stechnikami purifikdcie rekombinantnych
proteinov na FPLC prevaZzne z bakteridlnych expresnych systémov a z toho dovodu je aj jeho zameranie
hlavne na spracovanie materidlu ziskaného tymto sposobom. K jeho vzniku v najvacsej miere prispela
moznost vyuzivat dostupné pristrojové vybavenia na Katedre molekuldrnej biolégie uz od skorych
Studentskych ¢ias a najmad po nastupe na doktorandské Studium, volnost v experimentovani v jeho
najcistejSej forme bez obmedzeni a prisneho riadenia zo strany Skolitelov — Doc. Stanislava Stuchlika
a Prof. Jana Turnu, zabezpecenia materidlu a zaujimavych projektov za ¢o im patri moje Uprimna vdaka.
Nechat Cerstvého absolventa hrat sa s drahym pristrojom je urcite jednym zo spdsobov ako motivovat
k experimentalnej praci. Zaroven citim zodpovednost v pokracovani ich skoly technik rekombinantnych
DNA, rozsireniu a odovzdaniu poznatkov dalSim generaciam Studentov a SirSiemu etablovaniu modernych
biotechnoldgii v siéasnej spolocnosti. Tento text ma byt prvym krokom v tejto ceste.

Autor



2. Zoznam pouzitych skratiek

AC

ANEX

CATEX

CBP

cMC

cv

EDTA

EGTA

FPLC

G-CSF

GST

HA

HEPES

HIC

IEX

IMAC

MBP

MOPS

PIPES

RNAi

RPC

SDS-PAGE

SEC

SNS

TEV

afinitnd chromatografia

aniénovo-vymenna chromatografia
katidnovo-vymenna chromatografia

protein viazuci kalmodulin

kriticka miceldrna koncentracia

objem koldny

Kyselina etyléndiaminotetraoctova

Kyselina etylénglykolbis(2-aminoetyléter)tetraoctova
Rychla proteinova kvapalinova chromatografia
Faktor stimulujuci kolénie granulocytov
glutatién-S-transferaza

hydroxyapatit
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfénova kyselina
chromatografia na zdklade hydrofébnej interakcie
idbnovo-vymenna chromatografia

afinitnd chromatografia vyuzivajuca imobilizované kovy
protein viaZzuci maltdozu

kyselina 3-(N-morfolino)propansulfénova
piperazin-N,N'-bis(2-etansulfénova kyselina)

RNA interferencia

chromatografia na reverznej faze

denaturacna elektroforéza proteinov v polyakrylamidovom géle za pritomnosti
dodecylsiranu sodného

gélova filtracia
systém povrchovej neutralizacie

virus leptanych Skvfn tabaku



3. Uvod

Proteiny ako zadkladné funkcné a Strukturadlne jednotky kazdej bunky (a nebunkovych organizmov)
odjakziva predstavovali ciel vyskumu v biologickych veddach. Vyvoj technik rekombinatnej DNA umoznil
podrobné studium charakteristik proteinov, ktoré bolo velmi obtiazne alebo az nemoiné ziskat
z prirodzenych zdrojov primdrne z dbévodu ich nizkej abundancie. Tato snaha viedla aj k rozvoju
pridruzenych technik ako je aj kvapalinovd chromatografia, ktord nasla svoje pevné uplatnenie pri
purifikacii proteinov ako z prirodzenych zdrojov tak aj tych heterolégneho pévodu. Automatizacia
jednotlivych krokov purifikaéného a chromatografického procesu dalej posunula moznosti a dostupnost
proteinov na studium alebo aplikaciu v réznych odvetviach a umoznila ziskat material v dostatoénej
Cistote a mnoiZstve svyraznou redukciou v potrebnom case. Sofistikdcia metdd a paralelizacia
technologickych pristupov umoznila dnesnu aplikaciu proteinov v omickych analyzach, zaklad stale vsak
zostava v principoch kvapalinovej chromatografie. Tu pri proteinoch najcastejsSie rozdelujeme do skupin
metdd vyuZivajucich konkrétnu medzimolekulovi interakciu na selektivne oddelenie cielového proteinu
z komplexnej zmesi. Pri afinitnych metddach vyuzivame Specifickd vlastnost a interakciu molekul (napr.
avidin-biotin, histidin —kov, protilatka —antigén a mnoZstvo inych), idnovo-vymenné metddy sa spoliehaju
na iénové interakcie povrchu proteinu a chromatografického média, molekuldrne sitd vyuzivaju péry na
separaciu na zdklade hydrodynamického tvaru proteinov alebo multimodalne pristupy ako hydroxyapatit,
obsahujuice rézne funkéné skupiny a umoziujuce viacUrovilovu separaciu proteinov na jednej koldne.
Cielom kaZdej z uvedenych a mnohych dalSich chromatografickych metéd je pomocou definovanych
krokov v kontrolovanom prostredi zaistit G¢innd separaciu proteinov vo vzorke s dérazom na izolaciu
konkrétneho cielového proteinu. Rychla proteinova kvapalinovd chromatografia (FPLC), ako sa nazyva
Casto vyuzivany spOsob aplikdcie kvapalinovej chromatografie na purifikdciu proteinov ma za ciel
ponuknut moZnost automatizacie jednotlivych krokov a spristupnit variabilitu nastaveni s cielom
optimalizacie purifikacného procesu vhodného na aplikdciu biologickych vzoriek. Ciefom tohto textu je
priblizit zakladné koncepty najCastejsSie vyuZivanych metdd chromatografickej purifikicie proteinov
pomocou automatizovanych FPLC systémov.



4. Produkcia proteinov a priprava vzoriek

Biologicky systém nadprodukcie proteinov sa typicky skladd zvektora, obsahujiceho vhodny
promoétor, gén cielového proteinu aregulacné sekvencie a hostitelského organizmu, schopného
produkovat rekombinantny protein na zéklade informécie z vektora. Ten mdze v hostitelskom organizme
zostat vo forme volnej DNA (plazmid v prokaryotickych organizmoch) alebo sa integrovat do genému
hostitela (najcastejSie pri eukaryotoch). MnoZstvo vektorov je dostupnych vo forme komercnych
produktov (napr. pET vektory pre kmene E. coli nesice DE3 lyzogén) ale sucasné in silico ndstroje
v kombindacii s dostupnou syntézou DNA umoznuju efektivny dizajn a konstrukciu vektorov na mieru
konkrétnej aplikacie. Pri vybere alebo dizajne vektora sa zohladriuje hostitel, v ktorom bude vektor
pouzity (E. coli, kvasinky, cicavcie bunky), moZnosti fuzie cielového génu s afinitnou alebo solubilizaénou
znackou (His-tag, GST-tag, SUMO-tag, tioredoxin), typ expresie (cytoplazmatickd, periplazmaticka,
membranové ukotvenie — display, sekrécia do média) a sp6sob selekcie pozitivnych klonov (auxotrofia,
rezistencia na antibiotika, neutralna selekcia). VSetky uvedené faktory predstavuju esencialnu kvalitu
v dalSom spracovani biomasy s cielom izoldcie konkrétnych proteinov aich vyber predstavuje zaklad
produkéného bioprocesu, jeho Skalovatelnost a nasledne aj potencialnu ekonomiku vyrobného procesu.

Kultivacné médium
~10 proteinov

— Lipopilysacharidova

70 A vrstva
70A Vonkajsia membrana
Peptidoglyknova
210 A Periplazma vrstva

~100 proteinov

Periplazmatickd

70 A ,
membrana

Cytoplazma
~2000 proteinov

Obr. 1 Pocet proteinov identifikovany v kompartmentoch buniek E. coli



Tab. 1 Porovnanie zdkladnych vlastnosti expresnych systémov rézneho pévodu

Processing Bacteria Yeast Insectcells Mammalian cells
Inclusion bodies +/- (+)/- - -
Secretion +/- +1 + +
Glycosylation - +2 + +
Proteolytic cleavage +/- +/- - -

Other post translational modifications - +2 + +

+ Yes

- No

! Constructs are often prepared to allow secretion of the protein. This eliminates the naad for cell lysis, which requires more powerful methods for yeast than for £ coli.
? Yeast give more extensive glycosylation than insect cells and mammalian cells; this is a drawback of heterologous expression in yeast.
* Yeast lack some functions of post-translational modifications that exist in higher eukaryotes.

Systém produkcie rekombinantnych proteinov

Prokaryoticky Eukaryoticky

:

Spbsob produkcie proteinu

| l

poZiadavky intracelularne extracelularne

Y y

Vysoka Cistota Vysoka kapacita

Velké castice
média,

Malé ¢astice Malé/velké Malé/velké

média, kobalt Castice média, Castice média,
namiesto niklu nikel Iny kov

nikel

Obr. 2 Schéma vyberu IMAC chromatografického média na zdklade zdroja proteinu



4.1. Priprava vzorky

Po uUspesnej optimalizacii kultivacného a produkéného procesu nastava potreba najst vhodné
rieSenie pre cely tzv. ,downstream” proces, tj. spracovanie biomasy, homogenizaciu buniek a volbu
chromatografickych krokov veducich k odstraneniu kontaminantov a ziskaniu ciefového proteinu v ¢o
najvyssej Cistote.

Intracellular Extracellular
expression expression
Insoluble in Soluble in Periplasmic Culture
cytoplasm cytoplasm space medium
' . :
Cell lysis Cell wall disruption
Cell debris removal Cell removal Cell removal
Y Y Y v
Harvest inclusion Recover Recover clarified Recover clarified
bodies supernatant sample sample
Solubilization

I

l

Purification
Obr. 3 Prehladnd schéma krokov pripravy vzoriek pred purifikdaciou

Prvym krokom pri dizajne purifikacnych postupov je zodpovedanie na otdzky: Na ¢o bude pouzity
vysledny produkt? Z akého materialu sa bude cielovy protein izolovat? Aku Cistotu je potrebné dosiahnut?
V akom mnoZstve sa nachddza cielovy protein vo vzorke?

Okrem kombinacie chromatografickych technik, vacsina purifikacnych postupov si vyZaduje
viacero krokov nevyhnutnych na Upravu vzorky pri prechodoch medzi jednotlivymi technikami. Tie
medzikroky predstavuju najcastejsie vymenu timivého roztoku pomocou dialyzy alebo ultrafiltracie.

Pouzitie purifikovanych proteinov

Na zaklade informacie o pouziti konkrétneho proteinu sa navrhuje postup jeho purifikdcie. Na
teraputicky a hlavne intravendzne pouzivané proteiny sa kladu tie najvyssie naroky z hladiska Cistoty,
obsahu neproteinovych kontaminantov (napr. imunogénne polysacharidy z bakterialnych membran -
endotoxiny) a ekvivalencii vyslednej Struktury so Strukturou nativneho proteinu. Naopak, enzymy



pouzivané na biotransformdcie aromatickych latok sa ¢asto pouzivaju len v komplexnej zmesi — bunkovom
lyzate, ¢o vyrazne zniZuje vyrobné a prevadzkové ndaklady.

Tab. 2 Priklady urovni precistenia proteinu

Extrémne vysoka >99% Terapeutické pouzitie, in vivo studie

Vysoka 95-99% Proteinovd  krystalogafia, fyzikdlno-chemicka
charakterizacia

Dostato¢nd <95% Charakterizacia enzymatickej aktivity, antigény na
produkciu protilatok, N-terminalne sekvenovanie

4.2. Trifazy purifikaénej stratégie

Purifikacny proces je mozné rozdelit do troch faz — zachytenie, precistenie a lestenie. V prvej faze
ide primarne o zachytenie, zakoncentrovanie a stabilizdciu cielového proteinu. V druhej faze sa
odstranuje vacsina necistot ako su napr. iné proteiny, nukleové kyseliny alebo endotoxiny. V poslednej,
tzv faze leStenia, dochadza k odstraneniu zvyskov necistot v stopovych koncentraciach alebo pribuznych
latok ¢im sa docieli vysoka Cistota purifikovaného proteinu.

b NN
Q AN
Polishing
Achieve final
i high level purity
Intermediate
_pdrification
Remove bulk
Capture impurities
Isolate, concentrate
Prepatration, and stabilise
exiraction,
@larification

Step

Obr. 4 Fazy purifikdcie proteinov



Tab. 3 Vhodnost jednotlivych chromatografickych technik vo vztahu k fdze purifikdcie proteinov

Typical characteristics Purification phase Conditions

Sample start Sample end

Method Resolution Capacity | Capture Intermediate Polishing conditions conditions

Specific elution

AC +++ 0r ++ +++or++ +++ ++ + Various binding conditions .
conditions

Low concentration of High concentration
IMAC +++ ++ +++ ++ + o of imidazole, 500 mM
imidazole, pH = 7.0

NaCl, pH > 7.0
" Buffer exchange
SEC ++ + + +44 I\-ﬂo.st conditions acceptable, possible, diluted
limited sample volume
sample
IEX it it 4t et it Lowmm;strength.pH depends High ionic strength
on protein and [EX type or pH changed
High ionic strength, addition o
HIC +++ ++ ++ +++ +++ g . g Low ionic strength
of salt required
. ) Organic solvents (risk
lon-pair reagents and organic . )
RPC +++ ++ + ++ o . ; for loss of biclegical
meodifiers might be required L
activity)
MMC +++ ++ ++ +++ +++ Various binding conditions High fonic strength

and/or pH change

4.3. Urcenie rozmedezia stability cielového proteinu

Aby sa prediSlo inaktivacii, denaturacii alebo Strukturalnemu poskodeniu cielového proteinu,
nevyhnutné je urcit rozmedzie podmienok, v ktorych sa zachova jeho prirodzena aktivita a stabilita.
Z dostupnych databaz a znamej aminokyselinovej sekvencie ziskame informacie o velkosti, izoelektrickom
bode (pl) alebo hydrofobicite. Na zaklade tychto Udajov vieme urcit zakladné rozmedzie pH timivych
roztokov a potrebnej idnovej sile aby sa zabezpecila solubilita pocas purifikacnych krokov. Zhrnutie v Tab
4,

10



Tab. 4 Casto pouZivané extrakéné metddy

Extraction process

Typical conditions

Comment

Gentle

Cell lysis (osmotic shock)

Enzymatic digestion

2 volumes water to 1 volume
packed prewashed cells

Lysozyme 0.2 mg/mL, 37°C,
18 min.

Lower product yield but reduced
protease release

Lab scale only, often combined
with mechanical disruption

Moderate

Grinding with abrasive,

e.g., glass beads

Add glass beads to prewashed
cells, vortex, centrifuge, repeat
up to five times, pooling
supernatants

Physical method. Chemical
conditions are less important for
cell lysis but may be important for
subsequent removal of cell debris
and purification steps.

Freeze/thaw Freeze cells, thaw, resuspend Several cycles
pellet by pipetting or gentle
vortexing in room-temperature
lysis buffer. Incubate, centrifuge,
retain supernatant.
Vigorous

Ultrasonication or
bead milling

Manton-Gaulin
homogenizer

French press

Fractional precipitation

Follow equipment instructions

Follow equipment instructions

Follow equipment instructions

See Appendix 5

Small scale; release of nucleic
acids may cause viscosity

problems (may add DNase to
decrease viscosity); inclusion
bodies must be resolubilized.

Large scale

Lab scale

Precipitates must be resolubilized

4.4. Priprava na chromatografiu

Vzorky, ktoré by mali byt pouzité v chromatografickych zariadeniach, by mali v idedlnom pripade
byt Cire a bez pritomnosti zrazenin (Specidlne typy koldn a chromatografickych nosi¢ov umoznuju pouZite
aj tzv. ,crude” — neprecistenych vzoriek). Odstranenie nesolubilnej Casti preparatu je zdkladny krok
predchadzajlci chromatografiu, ktory zaistuje hladky priebeh purifika¢ného procesu, zabrariuje upchatiu
koldny a predlzuje zivotnost chromatografického média. Odstranenie precipitatu zo vzorky sa najéastejsie
dosahuje centrifugdciou alebo filtraciou.

V niektorych pripadoch si postup vyZaduje aj pridanie stabilizanych latok alebo inhibitorov
protedz na udrzanie cielového proteinu v optimalnom stave, kvalite a mnoZzstve.

11



Tab. 5 Vlastnosti proteinov a ich vplyv na purifikacnu stratégiu

Sample and target protein properties

Influence on purification strategy

Temperature stability

pH stability

Organic solvents stability

Detergent requirement

Salt (ionic strength)

Co-factors for stability or activity

Protease sensitivity

Sensitivity to metal ions
Redox sensitivity
Molecular weight
Charge properties

Biospecific affinity

Need to work rapidly at lowered temperature

Selection of buffers for extraction and purification
Selection of conditions for ion exchange, affinity or
reversed phase chromatography

Selection of conditions for reversed phase
chromatography

Consider effects on chromatographic steps and the need
for detergent removal. Consider choice of detergent.

Selection of conditions for precipitation techniques,
ion exchange and hydrophobic interaction
chromatography

Selection of additives, pH, salts, buffers

Need for fast removal of proteases or addition of
inhibitors

Need to add EDTA or EGTA to buffers
Need to add reducing agents
Selection of gel filtration media
Selection of ion exchange conditions

Selection of ligand for affinity medium

Post translational modifications Selection of group-specific affinity medium

Selection of medium for hydrophobic interaction
chromatography

Hydrophobicity

Pred konkrétnym chromatografickym krokom je najcastejSie potrebné vzorku dostat do vhodného
prostredia z hladiska udrzania stability proteinu azachovania efektivity separdcia na zaklade
charakteristiky pouzitého chromatografického média. Tento krok sa ¢asto oznacuje ako ,,odsolenie” alebo
,vymena timivého roztoku“ a mdze sa vykonat pomocou dialyzy, diafiltracie, odsolovacej kolény alebo
zahustenia a nasledného nariedenia vzorky ciefovym roztokom.

Typickym krokom pred samotnou chromatografiou je aj vizudlna analyza — konfirmacia
pritomnosti cielového proteinu a orientacna kvantifikdcia pomocou elektroforézy, najcastejsie SDS-PAGE
alebo v pripade niz3ej koncentrdcie cieflového proteinu aj Western blot. Relativna kvantifikacia je potom
mozna pomocou denzitometrickej analyzy gélov a prepoctu na zaklade merania celkového obsahu
proteinov vo vzorke pomocou Bradfordovej alebo Lowryho metddy stanovenia proteinov, prip. pomocou
merania absorbancie pri vinovej dizke 280 nm.

12



5. FPLC

Automatizacia proteinovej purifikdcie znacne ulahdila ako bezné laboratdérne postupy tak aj
velkoobjemové priemyselné aplikacie. Zaciatkom 80-tych rokov, priekopnicka Svédska firma Pharmacia
ako prvd pouzila skratku FPLC (z ang. fast protein liquid chromatography) pri propagdcii automatizovanych
systémov zameranych na analyzu a izolaciu proteinov. S rozsirujucou sa ponuku matric sa aj aplikacia FPLC
rozsirila na iné typy molekudl, ako napr. lipidy alebo sacharidy. V nasledovnom texte sa zameriame
predovietkym na proteinovld chromatografiu a systémy rady AKTA (v su&asnosti predavanych pod
znackou Cytiva).

5.1. Charakteristika systému FPLC

Zakladnd konfiguracia systému zahfia nasledovné komponenty: dve, najcastejSie piestové,
pumpy s vysokou presnostou, riadiacu jednotku, chromatograficki koldnu, detektory a sondy (UV, pH,
konduktivita) a frakény zberac.

Sample

Mixer ﬂ\ L
@ Tubing
Pumps (G QG

Injection valve

o Column

Buffers/ I
solutions

Fraction collector Lli ) — J UV/Vis absorbance
pH

Conductivity
Obr. 5 FPLC schéma so zdkladnymi komponentami

Dve pumpy umoZziiuju zmieSavanie dvoch (a v kombinacii s vhodnym ventilom aj viacerych)
roztokov ako aj tvorbu linedrneho gradient, ktory je jednym z najdélezitejSich krokov pocas optimalizacie
purifikacného procesu. Dolezitym faktorom je aj vyber zmiesavaca, objem ktorého uréuje zvolena rychlost
prietoku v systéme. Jeho hlavnou Ulohou je zabezpedit premiesanie roztokov pocas formovania gradientu
a zabranit vykyvom v sledovanych parametroch. Okrem systémovych pump, pokrocilejSie FPLC systémy
maju aj tretiu, vzorkovl pumpu, ktord umoznuje nanesenie velkého objemu vzorky priamo na koldénu, tj.
bez pouzitia vzorkovych sluciek, ktoré je potrebné manuélne naplnit vzorkou a ktoré st limitované vopred
definovanym objemom. Sondy umozZniujd monitorovanie mnoZstva proteinov (absorbancia v UV oblasti),
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pH prostredia a jeho konduktivitu, dva délezité parametre roztokov pouzivanych na purifikaciu proteinov.
Poslednym ¢lankom FPLC usporiadania je zberac frakcii, ¢o je zariadenie, ktoré separuje jednotlivé frakcie
purifikovanej vzorky podla vopred definovanych parametrov. Moéze ist o jednoduché externé zariadenie
separujuce frakcie na zéklade definovaného objemu alebo pokrodilé zariadenie s moznostou chladenia
a rozsirenych nastaveni separa¢nych parametrov (intenzita absorbancie, velkost a Sirka piku, sklon krivky
piku a iné).

Size exclusion Hydrophobic interaction lon exchange

//& €
%
B

{—

“

1 & j
N * ' &

Affinity Reversed phase

Fig I.1. Separation principles in chromatographic purification.

Obr. 6 Princip separdcie v jednotlivych chromatografickych technikdch

Tab. 6 Typickd vlastnost vyuZitd v konkrétnej metode

Property Technique

Biorecognition (ligand specificity) Affinity chromatography (AC)

Charge lon exchange chromatography (IEX)

Size Size exclusion chromatography (SEC), also called gelfiltration (GF)
Hydrophobicity Hydrophobic interaction chromatography (HIC)

Reversed phase chromatography (RPC)
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6. Afinitna chromatografia

Pri afinitnej chromatografii m6Zzeme na zdklade vyuzitej charakteristiky biomolekuly rozdelit do troch

skupin:

1. Proteiny nesuce afinitné znacky (,,tagy”) umoznujuice afinitna interakciu
2. Protilatky
3. Specifické skupiny biomolekul

6.1. Proteiny nesuce afinitné znacky

Pri rekombinantnych proteinoch sa afinitnej znacke venujeme uz pri dizajne ich expresného
systému — vybere vhodného vektora, umoznujuceho klonovanie priamo do N- alebo C- koncovej fuzie s
konkrétnou znackou. NajznamejSou a najcastejSie pouzivanou znackou je bezpochyb histidinova kotva -
,His-tag”, sekvencia 6 aZ 12 po sebe iducich histidinovych zvyskov vykazujucich silnu afinitu k dvojmocnym
idnom kovov (najéastejsie Ni** alebo Co?*). Tieto kovy st chelatovane vhodnym ligandom (iminodiacetat
alebo nitrilotriacetat) na povrchu chromatografickeho média (napr. sefaréza).

Equilibration
s l Affinity medium is equilibrated in binding buffer.

. o ® Sample application and wash
. Sample is applied under conditions favoring

®
' q specific binding of the tagged protein to the
I t ligand. Unbound material is washed away.
- L - . —

Elution
” Conditions are changed to promote elution of the
tagged protein. The collected tagged protein is
L ‘i purified and concentrated.

Equilibration Sample application ‘Washl Elution
| I 1L 1L |
begin change
sample to elution
application buffer

Absorbance

Time

Obr. 7 Vseobecny postup purifikdcie rekombinantnych proteinov obsahujtcich his-tag

15



A Flowthrough

(unbound material) Eluted

Elution K~ target
buffer

'E'"?i_-:i_'l

Binding
bufter

_

Obr. 8 Typicky chromatogram metody IMAC

Volume (mil)

Okrem histidinovej kotvy je dostupnych a popisanych mnoZstvo afinitnych znaciek umoziujicich
efektivnu purifikdcie rekombinantnych proteinov s vyuzitim Specidlnych chromatografickych médii. Také
su napriklad glutation-S-transferaza (GST) alebo maltdzu viazuci protein (MBP).

Tab. 7 Vyhody a nevyhody purifikdcie proteiov obsahujucich a neobsahujucich afinitnt znacku

Advantages Disadvantages

Tagged proteins

Simple purification is possible using AC. Generic Tag may interfere with protein structure
two-step purification protocols can often be set up and affect folding and biological activity

for lab-scale protein production platforms. Iftag needs to be removed, cleavage

Detection of the tag instead of the target protein may not always be achieved at 100%,
moiety allows for a generic detection method in, e.g., and sometimes amino acids may be left’
protein production platforms for structural biology

Solubility and stability can be improved
Targeting information can be incorporated into a tag
A marker for expression is provided

Some tags allow strong binding to chromatography
media in the presence of denaturants, making
on-column refolding possible

Untagged proteins
Tag removal is not necessary Purification and detection not as simple

Problems with solubility and stability
may be difficult to overcome, reducing
potential yield

! The effectiveness of proteases used for cleavage may be decreased by substances, for example, detergents, in the protein
preparation or by inappropriate conditions.
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Tab. 8 Charakteristiky beZne vyuZivdnych afinitnych znaciek

Tag-specific characteristics

Histidine tag

GSTtag

MBP tag

Compatible expression systems

Can be used in any expression system

Can be used in any expression system

Can be used in any expression system

Metabolic burden to host

Low metabolic burden to expression host

High metabolic burden to expression host

High metabolic burden to expression host

Yield after purification

Purification procedure gives high yields

Purification procedure gives high yields

Purification procedure gives high yields

Purity in a single step

Allows relatively high purity in a single
purification step. Optimization of washing
and elution conditions is recommended when
extra high purity is needed in a single step.

Allows extremely high purity in a single
purification step

Allows extremely high purity in a single
purification step

Effect on solubility of expressed protein

Does not enhance solubility.

May increase the solubility of the
expressed protein

May increase the solubility of the
expressed protein

Purification products for different scales

Selection of purification products available
for any scale

Selection of purification products available
forany scale

Selection of purification products available
for any scale

Affinity tag removal

Small tag may not need to be removed

(e.g., tag is weakly immunogenic so target
protein can be used directly as an antigen
for immunization). Site-specific proteases'
enable cleavage of tag if required. Tobacco
Etch Virus (TEV) protease is often used to
cleave off histidine tags. Note: Enterokinase
sites that enable tag cleavage without
leaving behind extra amino acids are
preferable.

Site-specific protease (PreScission™ Protease)’
enables highly specific cleavage at 4°C. This
protease is also easily removed because it is
itself GST-tagged (see Chapter 5).

Protease cleavage site can be engineered
into the tagged protein

Tag detection

Histidine tag is easily detected using
anti-histidine based immunoassay

GSTtag is easily detected using a GST activity
assay or anti-GST-based immuncassay

Antibodies for detection available

Ease of purification

Simple purification. Note: Imidazole may
cause precipitation in rare cases. Buffer
exchange to remove imidazole may be
necessary (see Chapter 11).

Simple purification. Very mild elution
conditions minimize risk of damage to
structure and function of the target protein.
Buffer exchange may be desirable to remove
reduced glutathione used for elution (see
Chapter 11).

Simple purification. Very mild elution
conditions minimize risk of damage

to structure and function of the target
protein. Buffer exchange may be desirable
to remove maltose used for elution (see
Chapter 11).

Elution conditions

Mild elution conditions

Very mild elution conditions

Very mild elution conditions

Suitability for dual tagging

Can be used for dual tagging to

increase purity and to secure full-length
polypeptides if the tags are placed at the
N- and C-terminals

Dual tagging in combination with Strep-tag I
minimizes effects on the target protein due to
the small size of both tags

Can be used for dual tagging to increase
purity and to secure full-length polypeptides
ifthe tags are placed at the N- and
C-terminals

Can be used for dual tagging to

increase purity and to secure full-length
polypeptides if the tags are placed at the
N- and C-terminals

Suitability for purification under
denaturing conditions

Purification can be performed under
denaturing conditions if required.
Allows on-column refolding.

Cannot be used under denaturing conditions

Cannot be used under denaturing
conditions

Effect on protease action

No effect on protease action

A protein tag may hinder protease action on
the target protein

A protein tag may hinder protease action
on the target protein

Effect on folding

Minimal effect on folding

Believed to promote folding of recombinant
proteins

Believed to promote folding of
recombinant proteins

Effect on structure and function
of fusion partner

Small tag is less likely to interfere with
structure and function of fusion partner

Tagged proteins form dimers via the GST tag.
A protein tag may interfere with structure and
function of the target protein.

A protein tag may interfere with structure
and function of the target protsin

Effect on crystallization

Less risk of effects on crystallization than
for large tags. May allow crystallization via
coordination to Ni** ions

May interfere with crystallization due to
increased flexibility of the tagged protein.
Removal of tag after purification may be
needed. Crystals have been obtained in a few
cases by using extra-short spacers between
the tag and target protein.

May interfere with crystallization due to
increased flexibility of the tagged protein.
Removal of tag after purification may be
needed. Crystals have been obtained in a few
cases by using extra-short spacers between
the tag and target protein.

Suitability for purification of protein
complexes

The tag will have a minimal effect on protein
complex synthesis and will allow preparative
purification of stable complexes provided
that additional purification steps can be
added for final purity

Suitable for protein complex purification
requiring extremely mild wash and elution
conditions

Suitable for protein complex purification
requiring extremely mild wash and elution
conditions

Suitability for purification of proteins
containing metal ions

Generally, not recommended for purification
of proteins that contain metal ions

Can be used for metal-containing proteins

Can be used for metal-containing proteins

" The effectiveness of proteases used for cleavage may be decreased by substan

Na

purifikacie

for example, detergents, in the pratein

rekombinantnych proteinov

or by inappropriate conditions.

nesucich His-tag mozno vyuzit

viaceré

chromatografické media, ktorych parametre volime na zadklade koncentracie cielového proteinu,
pritomnosti kontaminujucich proteinov alebo inych biomolekul, priestorovej dostupnosti His-tagu (pokial
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na chromatografiu pouzivame nativne podmienky), potrebu pouzitia denaturaénych Ccinidiel a iné
parametre ovplyviujuce celkovy vykon chromatografického behu. Pre purifikaciu proteinov priamo zo
supernatantu homogenizovanych buniek st vhodné média s vacsimi Casticami (napr. 90 a viac um), pre
menej dostupné a slabsSie zastlpené proteiny zase média s mensimi ¢asticami (napr. 34 um). Umozni sa
tym optimalne vyuZitie dostupnej funkénej plochy média a dosiahne lepsi efekt separacie.

Ak si protokol vyZaduje pouZitie denaturacnych cinidiel alebo detergentov (cielovy protein je
nerozpustny alebo malo rozpustny), nevyhnutné je zvazit ako kompatibilitu média s denaturacnou latkou
(bezne pouzivané média su odolné voci napr. az 10 M mocovine alebo 6M Guanidin-HCI) alebo
absorbanciu konkrétneho cinidla v meranej oblasti (napr. detergent Triton X-100, beZne pouZivany na
rozpustenie slabo rozpustnych alebo mebranovych proteinov vykazuje silny absorbény signal pri 280 nm,
¢o je typicka vinova dizka pouzivana na detekciu proteinov). Imidazol, pouzivany ako eluéné &inidlo pri
IMAC, tieZ vykazuje miernu absorbciu pri 280 nm a ovplyviuje tak odhad koncentracie proteinov vo vzorke
len na zaklade absorbancie pri 280 nm.

Matrix: for ligand attachment.
Matrix should be chemically and physically inert.

Spacer arm: used to improve binding between
ligand and target molecule by overcoming any
effects of steric hindrance.

Ligand: molecule that binds reversibly to a specific
target molecule or group of target molecules.

Obr. 9 Tri zloZky afinitného chromatografického média
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Obr. 10 Vplyv diZky distan¢ného ramena obsahujtceho ligand na efektivitu vizby cielovych proteinov

Agarose Structure of cross-linked agarose
- chromatography media
HO 0
CH,OH
/
HO 0
0
p-galactose 3,6 anhydro
L-galactose

Obr. 11 Struktira matrice ako zdkladu chromatografického media (sefaréza)
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5.1.1 Protokol

Typicky protokol, vyuZivajuci FPLC na automatizaciu krokov IMAC chromatografie zahffa kroky
pripravy koldony a systému, krok chromatografickej separdcie a nakoniec krok Cistenia.

Priprava — ekvilibracia — kolény predstavuje odstranenie skladovacieho roztoku (najcastejSie 20%
etanol) a nasytenie média roztokom, v ktorom sa nachddza cielovy protein s cielom zabezpecenia
optimalnych podmienok na stabilitu a interakciu proteinu s chromatografickou matricou. Koldna sa
premyje 2-5 objemami kolény (CV z anglického “column volume”) deionizovanej vody a nasledne 2 az 10
CV ekvilibracného roztoku. Na presnejSie urcenie bodu, v ktorom sa koléna dostane do vhodnych
podmienok sa mozZe vyuZit monitorovanie niektorych parametrov — napr. fluktudcia UV signalu
(absorbancie pri 280nm) nizSia ako 1 miliabsorbénd jednotka (mAU) znamend dostatocnu stabilitu
a signalizuje vhodnost nanesenia proteinového preparatu na koldnu. Pri citlivejsich aplikaciach je mozné
ako podmienku definovat viaceré parametre — okrem stabilného UV signalu, aj stabilné pH a konstantnu
vodivost, na zabezpeéenie optimélnych podmienok. Variabilita dizky ekvilibraéného kroku na zéklade
monitorovania vybranych parametrov umoziuje (i) zabezpedit optimalne podmienky pre purifikaciu
ciefového proteinu, (ii) zniZit objem pouzitého roztoku a (iii) zachytit pripadnu chybu v priprave roztoku
skor ako dbjde k jeho interakcii so vzorkou. ZloZenie typického ekvilibraéného roztoku pri IMAC je 20 mM
fosfatovy timivy roztok, 500 mM NacCl. V pripade purifikacie proteinov v denaturacnych podmienkach sa
do uvedeného roztoku prida aj vhodna koncentracia denaturacného ¢inidla, napr. 6 M guanidin HCI, 8-10
M mocovina alebo vhodnd koncentracia detergentu.

Prvym krokom samotnej separacie cielového proteinu od kontaminantov je nanesenie bunkového
lyzatu na ekvilibrovanu kolénu, kedy nastava afinitna interakcia medzi cielovym proteinom a funkénou
skupinou na chromatografickej matrici. V tomto kroku sa najcastejSie odstrani aj vacsina kontaminujucich
molekul, ktorym chyba potrebna kvalita na zabezpecenie afinitnej interakcie — afinitind znacka alebo iny
interakcny partner fuzovany s ciefovym proteinom. Ako pri vSetkych biologickych interakciach, ani v tomto
pripade nemozno ocakavat absolitne cielovu vazbu bez nespecifickych interakcii. Komplexné molekuly
ako su proteiny su charakterizované Sirokou skalou parametrov zavislych na primarnej aminokyselinove;j
sekvencii a nasledne formovanej Strukture (povrchovy naboj, hydrofobicita, konformacia) as tym suvisi aj
dostupnost afintinej znacky pri cielovych proteinoch (afinitna vazba vznikne lahsie ak je afinitnd znacka
dostupna na povrchu struktiry alebo je volna a neusporiadand v priestore) ale zaroven dochadza
k nespecifickym interakcidm medzi kontaminantami a chromatografickym nosicom (polymér,
polysacharid) cez idnové interakcie alebo aj slabsie afinitné vazby, pokial sa v sekvencii kontaminantov
nachddza Strukura podobna afinitnej znacke (napr. viacero histidinovych zvyskov v relativnej blizkosti ako
dosledok sekunddrnej alebo tercidrnej Struktury kontaminujuceho proteinu). Tento jav je mozné
eliminovat pridanim nizkej koncentrécie eluéného ¢inidla do bunkového lyzatu, ktoré kompetitivne znizi
podiel nespecifickych afinitnych vazieb. Dolezita je tiez pritomnost NaCl na zabezpelenie dostatocnej
idnovej sily roztok a eliminaciu idnovych interakcii medzi proteinmi a chromatografickou matricou.
ZloZenie vzorkového roztoku je v podstate rovnaké ako ekvilibraény roztok, s tym Ze obsahuje okrem
proteinovej Casti aj napr. 20 az 40 (niekedy aj viac) mM imidazol v pripade IMAC (20 mM fosfatovy timivy
roztok, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol). Frakcia, ktora prejde kolénou v tejto faze a obsahuje proteiny
nezachytené na koldéne sa nazyva prietokova — ,flow-through” frakcia. Analyza jej obsahuje je délezita
z hladiska optimalizacie parametrov purifikdcie ako su: objem naneseného lyzatu (pokial sa v neskorsich
Stadiach detekovatelné stopy cielového proteinu znamena to presiahnutie kapacity kolény), tolerovana
koncentracia elué¢ného cinidla, potrebna idnova sila, vhodnost timivého C¢inidla alebo potencidlna

20



agregdacia proteinov. Za optimdlnych podmienok sa v tejto frakcii nachadza vacsina kontaminantov a je
bez cielového proteinu. Dizka samotného kroku je zna¢ne variabilna a zavisla na objeme lyzatu, v ktorom
sa cielovy protein nachadza.

Equilibrate column Apply sample. Elute with
with binding buffer Wash with binding buffer elution buffer
5 min 5to 15 min 5 min
[ /) Ir T
U U L,
Wwaste Collect Collect fractions

Obr. 12 Zdkladné kroky metddy IMAC

Po naneseni prepardtu na koldnu a zachyteni frakcie proteinov na chromatografickii matricu
nasleduje krok premytia — ,wash”, ktorym sa vyplavia zbytky nenaviazanych proteinov a pokial to sila
vazby cielového proteinu umoznuje aj afinitne alebo nespecificky viazané necielové proteiny pomocou
zvy3enej koncentrécie eluéného &inidla, napr. 60 mM imidazol pri IMAC. Dizka tohto kroku je silno zavisla
od mnoZstva kontaminantov a jeho optimalna dizka sa ¢asto dosahuje automatickym sledovanim
absorbancie a prerusenim po jej poklesnuti pod urcitd droven, napr. stabilny signdl pod 5-20 mAu po dobu
1 min. Kvoli absorbancii imidazolu pri 280 nm je potrebné tuto hodnotu zvazit vzhladom na jeho
koncentraciu. Typicky premyvaci roztok ma zloZenie ekvilibracného so zvySenou koncentraciou imidazolu
oproti tej, ktora bola v lyzate obsahujucom cielovy protein. Objem potrebny na efektivne premytie
cielového proteinu je v rozmedzi 2 az 20 CV. Tato frakcia je za optimalnych podmienok charakteristicka
nizkou koncentrdaciou proteinov, pripadne malym , pikom“ na chromatograme pri jej nastupe, ktory tvoria
afinitne slabo naviazané proteiny. Typické zloZenie roztoku je 20 mM fosfatovy timivy roztok, 500 mM
NaCl, 40 mM imidazol.

Findlnym krokom separacnej fazy chromatografie je ellicia alebo uvolnenie cielového proteinu
z chromatografického média. Tento efekt sa najCastejSie dosahuje dostato¢nou koncentraciou cinidla
s vysSou afinitou ku konkrétnej funkénej skupine, v pripade IMAC ktory sa svojou aromatickou Strukturou
podoba histidinu a ma vyssiu afinitu k imobilizovanému kovu na matrici. Tymto sa dosiahne efekt
vytlacenia a uvolnhenia cielového proteinu, ktory sa v ramci tekutej fazy dostane z kolény a vytvori tak
eluénu frakciu, obsahujucu videdlnom pripade vysoky nadbytok cielového proteinu v porovnani
s kontaminujucimi proteinmi. Dosiahnutie takého vysledku si vacSinou vyZzaduje optimalizacné behy
a uréenie idedlnej koncentracie imidazolu na eltciu cielového proteinu. Castd stratégia je pouzitie
stupajuceho linedrneho gradientu koncentracie imidazolu, pricom dochddza k postupnému uvolfiovaniu
zvyskov kontaminujucich proteinov a po dosiahnuti optimalnej koncentracie imidazolu aj vyrazného piku,
predstavujluceho frakciu obsahujlcu cielovy protein. V niektorych pripadoch je mozné efektivitu separacie
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zvysit pomocou skokového gradientu alebo kombindaciou skokového a linedrneho sjasnym rozhranim
v oblasti koncentracie pri ktorej dochadza k ellcii cielového proteinu. Automatizacia eluéného kroku je
preto najkomplexnejsim a najcitlivejSim Stadiom purifikacného procesu. Na zabezpecenie ¢o najvyssej
Cistoty sa vyuZivaju viaceré detekcné a frakcionacné stratégie s cielom izoldcie konkrétneho piku
a zabrdneniu kontamindcie vzoriek s jeho najvy$Sou koncentraciou. Oddelenie piku alebo viacerych pikov
je moziné dosiahnut jednoduchou frakcionaciou na zaklade objemu, presnejsi vysledok vsak ponukne
zaradenie detekcie stUpania absorbancie pri 280 nm (sklonu vznikajuceho piku — slope), ktoré mozno
oznacit za zaCiatok piku a nasledny pokles absorbancie, ktory znamena jeho ukoncenie a zastavenie
odberu konkrétnej frakcie. Pomocou definovanych sklonov kriviek chromatogramu sa dosiahne eSte
presnejSie rozliSenie vo frakcionacii a zabezpedi elimindcia prekryvajuicich sa oblasti pikov. Absorbcia
zloZiek pouzivanych roztokov (imidazol, detergenty) aj vtomto pripade moéze znamenat skreslenie
vysledku a potrebu optimalizacie zloZenia roztokov aby sa tento jav minimalizoval alebo kompenzoval.

Il Method 1
P _|_ , The simplest case. A change of buffer compaosition
elutes the bound substance without harming
Pal ) either it or the ligand.
! ~-+9
-+ Method 2
) 7 2 Extremes of pH or high concentrations of
! chaotropic agents are required for elution, but
k’ these can cause permanent or temporary damage.
Pai J
\L : Methods 3 and 4
{4 3 '“ . + ’ Specific elution by addition of a substance that
/4 competes for binding. These methods can enhance

— f‘“

the specificity of media that use group-specific

r“ '+ , ligands.
(i

Obr. 13 Spésoby elucie cielovych molekul pri afinitnej chromatografii
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Obr. 14 Tipicky priebeh krokovej (A) a gradientovej (B) eltcie
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5.1.2

Situation

Riesenie problémov pri IMAC

Cause

Remedy

Poor binding of the protein

Low yield

Low recovery of activity, but
normal recovery of protein

Sample has not been filtered properly

Sample has altered during storage

Sample has wrong pH or buffer conditions are incorrect
Solutions have wrong pH

The column is not equilibrated sufficiently in the buffer
Column is overloaded with sample

Microbial growth has occurred In the column

Protein is still attached to ligand

Protein has been degraded by proteases

Adsorption to filter during sample preparation
Sample precipitates
Hydrophobic proteins. Protein is still attached to ligand.

Protein is unstable or inactive in the elution buffer

Enzyme separated from cofactor or similar

Clean the column, filter the sample, and repeat

Prepare fresh samples

Use a desalting column to transfer sample into the correct buffer (see Buffer exchange and desalting in Appendix 1)
Callbrate pH meter, prepare new solutions

Repeat or prolong the equilibration step

Decrease the sample load

Store in 20% ethanol when possible

If using competitive elution, increase the concentration of the competitor in the elution buffer

Add protease inhibitors to the sample and buffers to prevent proteolytic digestion. Run sample through a medium such as Benzamidine
Sepharose 4 Fast Flow (high sub) to remove serine proteases.

Use another type of filter

Can be caused by removal of salts or unsuitable buffer conditions

Use chaotropic agents, polarity reducing agents, or detergents

Determine the pH and salt stability of the protein

Collect fractions into neutralization buffer such as 1 M Tris-HCI, pH 8.0 (60 to 200 pL per fraction) if elution is performed at low pH

Test by pooling aliquots from the fractions and repeating the assay

More activity is recovered than Use the same assay conditions for all the assays In the purification scheme

was applied to the column

Different assay conditions have been used before and after the
chromatographic step

Reduced or poor fiow through Remove lipoproteins and agg during sample (see Appendix 1)

the column andior too high back
pressure

Presence of lipoproteins or protein aggregates
Protein precipitation in the column caused by removal of stabilizing Modify the eluent to maintain stability
agents during fractionation
Clogged column filter Replace the filter or use a new column. Always filter samples and buffer before use
Clogged end-piece, adapter, or tubing Remove and clean or use a new column
Precipitated proteins Clean the column using recommended methods or use a new column
Bed is too compressed Repack the column, if possible, or use a new column
Microbial growth Store in 20% ethanol when possible

Back pressure increases during Turbid sample Improve sample preparation (see Appendix 1). Improve sample solubility by the addition of ethylene glycol, detergents, or organic
a run or during successive runs solvents.

Precipitation of protein in the column filter and/or at the top
of the bed

Clean using recommended methods. Exchange or clean filter or use a new column.

Include any additives that were used for initial sample solubilization in the solutions used for chromatography

Column packed or stored at cool temperature and then warmed up  Remove small bubbles by passing degassed buffer upwards through the column. Take special care if buffers are used after storage in
afridge or cold-room. Do not allow column to warm up in direct sunlight or by placement in close proximity to heating system. Repack
column if possible (see Appendix 3).

Bubbles in the bed

Buffers not properly degassed Degas buffers thoroughly

Cracks in the bed Large air leak in column Check all connections for leaks. Repack the column if possible (see Appendix 3)

Obr. 15 Priciny a mozZné riesenia niektorych problémov pri IMAC

513 GST

Systém génovej fuzie glutation-S-transferazy (GST) je vSestranny systém na expresiu, purifikaciu a
detekciu proteinov znacenych GST produkovanych v E. coli. Systém pozostava z troch hlavnych
komponentov: plazmidovych vektorov pGEX, produktov na purifikaciu GST a produktov na detekciu GST.
Systém dopliia séria proteaz $pecifickych pre Stiepenie GST-znatky. Vektory pGEX su navrhnuté pre
indukovatelnu, vysokourovnovu intracelularnu expresiu génov alebo fragmentov génov ako fuzie s GST zo
Schistosoma japonicum. Expresia v E. coli vedie k znaéenym proteinom s GST ¢astou na aminokonci a
sledovanym proteinom na karboxylovom konci. GST sa prirodzene vyskytuje ako protein s molekulovou
hmotnostou 26 kDa, ktory sa mdze exprimovat v E. coli s plnou enzymatickou aktivitou. Znacené proteiny,
ktoré maju kompletnd aminokyselinovu sekvenciu GST, tiez vykazuju enzymatickd aktivitu GST a mdZu
podliehat dimerizacii podobne;j tej, ktord sa pozoruje v prirode. Krystalova struktira rekombinantného
GST S. japonicum z vektorov pGEX bola stanovena a zhoduje sa s krystalovou struktirou nativneho
proteinu. Purifikacia proteinov oznacenych GST je zaloZend na afinite GST k glutatiénovému ligandu
viazanému na matricu. Vazba proteinu ozna¢eného GST na ligand je reverzibilnd a protein sa moze eluovat
za miernych, nedenaturacnych podmienok pridanim redukovaného glutatiénu do elu¢ného pufra. Tato
technika teda poskytuje mierny proces purifikacie, ktory neovplyviuje nativnu Struktdru a funkciu
proteinu. V pripade potreby je mozné stiepenie proteinu z GST dosiahnut pomocou 3pecifickej protedzy,
ktorej rozpozndvacia sekvencia sa nachadza bezprostredne pred viachdasobnym klonovacim miestom
(MCS) na plazmidoch pGEX. Oznacené proteiny je moiné detegovat kolorimetrickymi alebo
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imunologickymi metédami. Proteiny oznacené GST sa daju relativne lahko purifikovat z bakterialnych
lyzatov afinitnou chromatografiou s pouZitim glutatiénu imobilizovaného na matrici, ako je napr. sefardza.
Po aplikacii na afinitné médium sa proteiny viazu na ligand a necistoty sa odstrdnia premytim
ekvilibraénym roztokom. Oznacené proteiny sa potom eluuju z média za miernych, nedenaturacnych
podmienok s pouzitim redukovaného glutatiénu, aby sa zachovala Struktura aj funkcia proteinu. Ak je
Ziaduce oddelenie cielového proteinu od GST znacky, oznaleny protein sa moze Stiepit vhodnou
Specifickou proteazou, zatial ¢o oznaceny protein sa viaze na médiu (Stiepenie na koldne). Alternativne sa
oznadeny protein moze Stiepit po eluovani z média. Stiepenie viazaného oznaceného proteinu eliminuje
dalsi krok oddelenia eluovaného proteinu od GST znacky, pretoze GST Cast zostava viazana na médium,
zatial ¢o fuzovany protein sa eluuje pomocou premyvacieho roztoku. Jednym z najdélezitejSich
parametrov ovplyviujucich vazbu proteinov zna¢enych GST na médium je prietok. KedZe vazbova kinetika
medzi glutatidnom a GST je relativne pomala, je délezité udrziavat nizky prietok pocéas aplikacie vzorky,
aby sa dosiahla maximalna vdzbova kapacita. Premyvanie a eluovanie sa mdzu vykondvat pri mierne
vyssich prietokoch.

6.2. Purifikacia protilatok —imunoafinitnd chromatografia

Vsetky imunoglobuliny, nezavisle od ich S3pecifickosti, maju spolocnu Struktiru so Styrmi
polypeptidovymi retazcami: dva identické tazké (H) retazce, z ktorych kazdy nesie kovalentne viazané
oligosacharidové skupiny; a dva identické, neglykozylované lahké (L) retazce. Disulfidova vazba spéja tazky
a lahky retazec. Tazké retazce su tie navzajom spojené disulfidovymi vizbami. Tieto disulfidové vizby sa
nachddzaju vo flexibilnej oblasti tazkého retazca znamej ako pant, ¢o je oblast s priblizne 12
aminokyselinami, ktora je vystavena enzymatickému alebo chemickému Stiepeniu. Kazda globuldrna
oblast vytvorena skladanim polypeptidovych retazcov v dosledku disulfidovej vazby sa nazyva doména.
Vsetky Styri polypeptidové retazce obsahuji konstantné (C) a variabilné (V) oblasti, ktoré sa nachadzaju
na karboxylovom a aminokonci. Tazké a lahké retazce maju jednu V oblast. Tazké refazce obsahuju tri C
oblasti, zatial ¢o lahké retazce maju jednu C oblast. V oblasti tazkych aj lahkych retazcov sa spajaju a tvoria
dve identické vazbové miesta pre antigén (Casti protilatky, ktoré viazu antigén). Efektorové funkcie
protilatok, ako je placentarny transport alebo antigén-dependentna bunkova toxicita, su sprostredkované
Strukturdlnymi determinantmi v oblasti Fc imunoglobulinu. Pre vyskumné, diagnostické a terapeutické
aplikacie je potencidlne vyuZitie fuznych proteinov protilatok rozsiahle. Kombinacia fuzneho partnera s
celou protilatkou alebo jej astou mdze umoznit protildtke alebo fragmentu pristup do $pecifickych oblasti
hostitela (napr. prekrocenie hematoencefalickej bariéry), prenos enzymu na $pecifické miesto (napr. na
terapiu alebo na vytvorenie lieku na mieste) alebo prenos toxinu na Specificky ciel na terapiu.

Fuzne proteiny protilatok sa delia do dvoch skupin:

1. Fuzie Fab a F(ab’)2, v ktorych je zachované jedno alebo dvojité viazbové miesto pre antigén a fazny
partner bud nahradi, alebo je spojeny s doménou Fc.

2. Fuzie Fc, zname aj ako imunoadhézie, v ktorych je miesto rozpoznavania antigénu nahradené
fuznym partnerom, ale oblast Fc zostava zachovana. V zavislosti od typu zapojeného imunoglobulinu si
flzia Fc zachova efektorové funkcie a moze fuznemu proteinu poskytnut dlhsi poléas rozpadu.
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Protilatky a fragmenty protildtok sa vyrdbaju z nativnych a rekombinantnych zdrojov. Vyber
zdrojového materidlu moze ovplyvnit vyber technik pripravy a purifikacie vzoriek v désledku rozdielov v
Specifickych kontaminantoch a poZadovanom mnozstve cielovej molekuly. V mnohych pripadoch vsak
vysoka selektivita afinitného purifikacného média pre Specifickd molekulu minimalizuje kontaminaciu a
vytvdra vzorku s vysokou Cistotou v jednom kroku.

Tab. 9 Zdroj a hlavné kontaminanty nativnych a rekombinantnych protildtok

Molecular types Quantity Significant contaminants

Source: native

Human serum Polyclonal IgG, IgM, IgA, 1gD, IgE 1gG 8to 16 mg/mL, IgM 0.5 to 2 mg/mL, Albumin, transferrin, c.-macroglobulin, and other serum proteins
IgA 1to 4 mg/mL, IgE 10 to 400 ng/mL,
IgD up to 0.4 mg/mL

Hybridoma: cell culture Monoclonal Upto 1 mg/mL Phenol red, albumin, transferrin, bovine 19G, o,-macroglobulin, other serum
supernatant proteins, viruses
Hybridoma: cell culture Monoclenal 1to4 mg/mL Albumin, transferrin (often added as supplements)
supernatant, serum-free
Ascites Monoclonal 1to 15 mg/mL Lipids, albumin, transferrin, lipoproteins, endogenous IgG, other host proteins
Eggyolk gy 3to 4 mg/mL Lipids, lipoproteins, vitellin
Source: recombinant
Extracellular protein expressed Monoclenal antibodies, tagged Depends upon expression system Proteins from the host, e.g., E. coli, Chinese Hamster ovary (CHO) cells, general
into supernatant antibodies, antibody fusion proteins, low level of contamination
Fab, or Flab), fragments
Intracellular protein Depends upon expression system Proteins from the host,
expression e.g. E coli, phage

Zdroj a nasmerovanie rekombinantnej molekuly urcia postup extrakcie. Bakteridlny alebo cicavci
povod, extraceluldrne alebo intraceluldrne expresné systémy poskytujice rozpustny produkt alebo
inklizne telieska budd mat vsetky Specidlne poziadavky. Zlozky timivych roztokov by sa mali vybrat tak,
aby sa zabezpedili priaznivé extrakéné podmienky. Ak dojde k imunoSpecifickej interakcii, afinitnd
chromatografia je casto prvym a niekedy jedinym potrebnym krokom. Na dosiahnutie uspokojive]
homogenity vzorky vSak mdze byt potrebny dalsi krok docistovania, ¢asto gélova filtracia. Afinitna
purifikacia ponuka vysoku selektivitu a zvycajne vysoku kapacitu pre cielové protilatky. Cielova molekula
sa koncentruje do mensieho objemu a v jednom kroku je moZzné dosiahnut Uroven Cistoty ¢asto nad 95 %.

Vysoka afinita proteinu G a proteinu A k oblasti Fc polyklonalnych a monoklondlnych protilatok typu
IgG tvori zaklad pre purifikaciu IgG, fragmentov IgG obsahujucich oblast Fc a podtried IgG. Protein G a
protein A su bakteridlne proteiny zo streptokokov skupiny G a Staphylococcus aureus. Po naviazani na
sefardzu vytvaraju protein G a protein A mimoriadne uZito¢né a lahko pouzitelné chromatografické média
na rutinnd purifikaciu protildtok. Medzi priklady patri purifikdcia monoklonalnych protilatok typu IgG,
purifikacia polyklonalneho IgG a jeho podtried, adsorpcia a purifikacia imunitnych komplexov zahffiajucich
IgG a fuzne proteiny. Podtriedy IgG je mozné izolovat zo supernatantov bunkovych kultur, séra a ascitu.
Jednokrokova purifikacia vzoriek z nativnych zdrojov alebo média doplneného telacim sérom na zadklade
$pecificity oblasti Fc bude ko-purifikovat hostitelsky IgG a dokonca mdZe viazat stopové mnoistva
sérovych proteinov. Aby sa prediSlo stopovym mnozstvam kontaminujiceho IgG, je potrebné pocitat
s dalSimi krokmi ako je imunospecificka afinita s pouzitim protilatok proti hostitelskému IgG spojenych
napriklad s NHS-aktivovanou sefarézou, iénomenicova chromatografia (IEX) alebo chromatografia na
zaklade hydrofdébnej interakcie (HIC).

Protein L bol prvykrat izolovany z povrchu bakterialneho druhu Peptostreptococcus magnus a zistilo
sa, ze viaze imunoglobuliny prostrednictvom interakcie s fahkym retazcom imunoglobulinu, z ¢oho bol
odvodeny aj nazov. KedZe Ziadna Cast tazkého retazca nie je zapojena do vazbovej interakcie, protein L
viaze SirSiu Skalu tried protilatok ako protein A alebo G. Protein L sa viaze na zastupcov vsetkych tried
protilatok vratane IgG, IgM, IgA, IgE a IgD. Rekombinantny protein L ma Styri vdzbové domény a viazZe sa

26



na variabilnu oblast lahkého retazca kappa imunoglobulinov a fragmentov imunoglobulinov. Protein L sa
viaZze na tri zo Styroch podtypov lahkého retazca kappa u ludi (1, 3 a 4) a na kappa 1 u mysi.

Protein G je dobrou volbou na vSeobecné zachytavanie protilatok v laboratérnom meradle, pretoze
viaZe SirSie spektrum 1gG z eukaryotickych druhov a viaZe viac tried 1gG ako protein A. Protein G ma
zvycCajne vacsiu afinitu k IgG ako protein A a vykazuje minimalnu vazbu na albumin, ¢o vedie k CistejSim
pripravkom a vyssim vytazkom. Vazbova sila proteinu G k IgG zavisi od zdrojového druhu a podtriedy
imunoglobulinu. Dynamicka vazbova kapacita zavisi od vazbovej sily a tiez od niekolkych dalSich faktorov,
ako je prietok pocas aplikacie vzorky. Mnohé protilatky interaguju aj prostrednictvom oblasti Fab s
miestom s nizkou afinitou na proteine G. Zda sa, Ze protein G sa neviaze na fudské myelémové IgM, IgA
alebo IgE. Ukdzalo sa vsak, Ze [udské IgA a IgM sa slabo viazu na protein A. Je potrebné zvazit unik ligandov
z afinitného média, najma ak sa pouzivaju drsné elu¢né podmienky. Viacbodové pripojenie proteinu G k
chromatografickému médiu Sepharose vedie k velmi nizkemu uniku ligandu proteinu G v Sirokom rozsahu
eluénych podmienok. Odstranenie kontaminantu ligandu je mozné dosiahnut pridanim lestiaceho kroku
pomocou SEC alebo IEX. Chromatografické média Protein G Sepharose viaZzu IgG v Sirokom rozsahu pH so
silnou afinitou pri fyziologickom pH a idnovej sile. Optimalne vdzbové podmienky pre I1gG z konkrétneho
druhu ndjdete v najnovsej literature. Treba sa vyhnit nadmernému premyvaniu, ak je interakcia medzi
protilatkou a ligandom slabd, pretoze to moze znizit vytazok. Na ellciu IgG je potrebné znizit pH na
hodnotu medzi 2,5 a 3,0 v zavislosti od protilatky. Ak sa biologicka aktivita protilatky alebo fragmentu
protilatky strati v dosledku nizkeho pH potrebného na eltdciu vhodnym médiom je Protein A sefaréza;
pouzité elu¢né podmienky st vo vSeobecnosti miernejsie.

Protein A pochadza z kmena Staphylococcus aureus a obsahuje péat oblasti, ktoré sa viazu na Fc oblast
IgG. Ako afinitny ligand je protein A spojeny so sefardzou tak, Ze tieto oblasti sa mdzu volne viazat. Jedna
molekula spriahnutého proteinu A sa méZe viazat na najmenej dve molekuly IgG. K dispozicii su ligandy
nativneho proteinu A (nProtein A) aj rekombinantného proteinu A (rProtein A). Tieto molekuly maju
podobnu Specificitu pre Fc oblast 1gG, ale rekombinantny protein A bol upraveny tak, aby obsahoval C-
terminalny cystein, ktory umoznuje jednobodové spojenie, ked je protein spojeny so sefardzou, co
zaistuje vyssiu vazbovu kapacitu. Okrem dobre zndmej afinity k Fc oblasti IgG ma protein A aj afinitu k
urcitym variantom Fab oblasti, a preto sa chromatografické média s proteinom A mo6Zu v niektorych
pripadoch pouzit na purifikidciu fragmentov Fab a F(ab’)2. Chromatografické média s proteino A na
sefardze maju tieZ podstatne vyssiu vazbovu kapacitu ako chromatografické média s proteinom G, a preto
su preferovanou volbou na zachytenie monoklonalnych protilatok v priemyselnych procesoch.

Ak nie je k dispozicii AC médium, ligand (ako napriklad Cisty antigén alebo protilatka) sa méze
kovalentne naviazat na vhodnu matricu, ¢im sa vytvori imunospecifické afinitné médium na purifikaciu.
Hoci tento proces vyZzaduje starostlivy vyvoj a optimalizaciu, ¢asto sa oplati, napriklad ked' je potrebné
pravidelne pripravovat Specificky protein. Imunospecificka purifikacia je obzvlast uZito¢na, ak sa cielové
molekuly slabo alebo vobec neviazu na protein A alebo protein G, a mozno ju pouZit aj na odstranenie
kfa€ovych kontaminantov.

5.1.4 Protokol

1. Pripravte odberové skimavky pridanim 60 az 200 ul 1 M Tris-HCl s pH 9,0 na mililiter odoberanej frakcie.
Na zachovanie aktivity acidolabilného IgG odporticame pridat 60 az 200 pl 1 M Tris-HCl s pH 9,0 do
odberovych skimaviek, ¢im zabezpecite, Ze konecné pH vzorky bude priblizne neutralne.
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2. Naplnte striekacku alebo hadi¢ku pumpy destilovanou vodou. Odstrante zatku a pripojte kolénu k
striekacke (pouZite dodany konektor), laboratornemu cerpadlu alebo chromatografickému systému
,kvapka po kvapke®, aby ste zabranili vniknutiu vzduchu do systému.

3. Premyte etanol 3 az 5 CV destilovanej vody v koldne.

4. Ekvilibrujte kolénu s najmenej 5 CV ekvilibracného roztoku. Odporucané prietoky st 1 ml/min (1 ml
koldna) a 5 ml/min (5 ml koldna).

5. Predspracovanu vzorku naneste pomocou injekénej striekacky pripojenej k Luer konektoru alebo
pumpovanim na kolénu. Pre dosiahnutie optimalnych vysledkov pouZite prietok 0,2 az 1 ml/min (1 ml
koléna) a 0,5 az 5 ml/min (5 ml koléna) pocas aplikacie vzorky.

6. Premyvajte ekvilibracnym roztokom (vo vSeobecnosti aspon 5 az 10 objemov koldny), kym absorbancia
nedosiahne stabilnd zakladnd hodnotu alebo kym v efluente nezostane Ziadny material. Pri premyvani
udrziavajte prietok 1 az 2 ml/min (1 ml koléna) a 5 az 10 ml/min (5 ml koldna). IgG z vacsiny druhov a
podtried sa viaZe na protein G pri pH blizkom fyziologickému a idnovej sile. Optimalne vazbové podmienky
pre 1gG z konkrétneho druhu najdete v najnovsej literature. Vyhnite sa nadmernému premyvaniu, ak je
interakcia medzi protildtkou a ligandom slabd, pretoze by to mohlo znizit vytazok.

7. Eluujte eluénym roztokom s pouzitim jednokrokového alebo linedrneho gradientu. Pre skokovu eldciu
zvyCajne postacuje 5 CV. Pre linedrnu gradientovu ellciu zvycajne postacuje 10 az 20 CV. Udrziavajte
prietok 1 aZz 2 ml/min (1 ml koléna) a 5 az 10 ml/min (5 ml koléna) pre eltciu. Chromatografické média s
proteinom G Sepharose viazu IgG v Sirokom rozsahu pH so silnou afinitou pri neutrdlnom pH. Na eluovanie
IgG je potrebné zniZit pH na hodnotu medzi 2,5 a 3,0 v zavislosti od protilatky. Ak sa biologicka aktivita
protilatky alebo fragmentu protilatky strati v désledku nizkeho pH potrebného na eluaciu, vyskusajte
protein A Sepharose; pouzité elu¢né podmienky su vo vSseobecnosti miernejsie.

8. Po eluovani regenerujte koldnu premytim 3 az 5 objemami ekvilibraéného roztoku. Koléna je teraz
pripravena na novu purifikaciu tej istej protilatky.

6.3. Specifické skupiny biomolekul

Biotin a biotinylované latky sa viaiu na streptavidin, molekulu izolovanu zo Streptomyces avidinii.
Véazba streptavidinu na biotin je jednou z najsilnejSich zndmych nekovalentnych biologickych interakcii.
Preto su na ucinnu eluciu biotinylovanych biomolekul vo vseobecnosti potrebné denatura¢né podmienky.
Alternativne sa na zachytenie interagujucich cielovych latok, ako su proteiny, mézu pouzit biotinylované
biomolekuly viazané na streptavidinové chromatografické médium. Necistoty sa odstrania premytim a
obohateny cielovy protein sa eluuje za relativne miernych elu¢nych podmienok. Alternativou k znaceniu
biomolekuly, napriklad protilatky, biotinom je pouZitie 2-iminobiotinu, ktory sa viaze na streptavidin pri
pH nad 9,5 a mdzZe byt eluovany pri pH 4,0. Obohatenie konkrétneho proteinu je casto Ziaduce na
zosilnenie jeho signalu v nasledujucich krokoch analyzy.

Daldim prikladom molekuly vyuZivanej na afintini purifikdciu je kalmodulin. Je to vysoko
konzervovany regulacny protein, ktory sa nachadza vo vsetkych eukaryotickych bunkach. Tento protein
sa podiela na mnohych bunkovych procesoch, ako je metabolizmus glykogénu, kontrola cytoskeletu,
neurotransmisia, aktivita fosfatov a kontrola pomerov NAD+/NADP+. Kalmodulin obsahujica sefaréza 4B
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poskytuje vhodnu metddu na izolaciu mnohych proteinov viazucich kalmodulin, ktoré sa podielaju na
tychto drahach. Kalmodulin viaze proteiny hlavne prostrednictvom interakcii s hydrofébnymi miestami na
svojom povrchu. Tieto miesta s exponované po konformaénej zmene vyvolanej pdsobenim Ca?* na
samostatné vizbové miesta Ca?*. Sila vazby enzymov sa mdZe zvysit, ak je pritomny substrat enzymu a
enzym-substrat-kalmodulin-Ca?* tak vytvaraju obzvlast stabilné komplexy.

Koagulacné faktory krvi tvoria mimoriadne doleZitd skupinu proteinov pre vyskum, medicinske a
klinické aplikacie. Rozne koagulacné faktory zapojené do poruch krvdcania sa selektivne Cistia pomocou
VliSelect, VlllISelect a IXSelect chromatografického média. Hemofilia typu A je sp6sobend nedostatkom
alebo poruchou faktora VIII (FVIII), zatial ¢o hemofilia typu B je znama ako nedostatok faktora IX (FIX).
Faktor VII (FVII) sa pouZiva u pacientov s hemofiliou s nedostatkom FVIII alebo FIX, u ktorych sa vyvinuli
inhibitory proti nahradnym koagulac¢nym faktorom. Okrem toho sa koagulacné faktory ziskané z plazmy
alebo exprimované ako rekombinantné proteiny v réznych typoch buniek mdzu Cistit pomocou
chromatografickych médii Heparin sefardza alebo Capto Heparin.

Proteiny viazuce DNA tvoria mimoriadne rozmanitu triedu proteinov, ktoré zdielaju jednu vlastnost,
a to ich schopnost viazat sa ha DNA. Funkéne mozno skupinu rozdelit na tie, ktoré su zodpovedné za
replikaciu a orientaciu DNA, ako su histdny, nukleozémy a replikazy, a tie, ktoré sa podielaju na
transkripcii, ako s RNA/DNA polymerazy, transkripéné aktivatory a represory a restrikéné enzymy. Mozu
byt produkované ako znacené proteiny, aby sa umoznila Specifickejsia purifikacia, ale ich schopnost viazat
DNA tiez umoznuje skupinovo Specificku afinitna purifikdciu s pouzitim heparinu ako ligandu. Heparin je
vysoko sulfénovany glykozaminoglykan so schopnostou viazat sa na velmi Sirokd skalu biomolekul
vratane:

¢ DNA viaZucich proteinov, ako su iniciacné faktory, elongacné faktory, restrikcné endonukledzy,
DNA ligdza, DNA a RNA polymerazy
¢ Inhibitory serinovych protedz, ako je antitrombin Ill, protedzové nexiny

e Enzymy, ako su protedzy mastocytov, lipoproteinova lipaza, koagulaéné enzymy,
superoxiddismutdza

e Rastové faktory, ako je rastovy faktor fibroblastov, rastovy faktor Schwannovych buniek, rastovy
faktor endotelovych buniek

e Extraceluldrne matricové proteiny, ako je fibronektin, vitronektin, laminin, trombospondin,
kolagény

¢ Hormonalne receptory, ako su estrogénové a androgénne receptory
e Lipoproteiny

Heparin ma dva spdsoby interakcie s proteinmi a v oboch pripadoch méze byt interakcia oslabend
zvysenim iénovej sily.

1. Pri interakcii s DNA viazucimi proteinmi heparin napodobriuje polyanidnovu struktidru nukleovej
kyseliny.

2. Priinterakcii s koagulaénymi faktormi, ako je antitrombin Ill, heparin p6sobi ako afinitny ligand.
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Glykoproteiny a polysacharidy reaguju reverzibilne, prostrednictvom Specifickych cukornych zvyskov,
so skupinou proteinov znamych ako lektiny. Ako ligandy pre purifikatné média sa lektiny pouZivaju na
izolaciu a separaciu glykoproteinov, glykolipidov, polysacharidov, subcelularnych castic a buniek a na
Cistenie zloZiek bunkovych membran rozpustenych v detergentoch. Latky viazané na lektin sa rozdeluju
pomocou gradientu idnovej sily alebo kompetitivnej vazbovej latky. Na vyber optimalneho lektinu na
purifikaciu moze byt potrebné vykonat skrining roznych chromatografickych médii. Ligandy, konkanavalin
A (Con A) a SoSovicovy lektin, poskytuju spektrum parametrov na separaciu glykoproteinov. Con A je
tetramérny metaloprotein izolovany z Canavalia ensiformis (fazula obycajna). Con A viaze molekuly
obsahujlce a-d-mannopyranosyl, a-d-glukopyranosyl a stericky pribuzné zvysky. Vazbovy cukor vyZaduje
pritomnost hydroxylovych skupin C-3, C-4 a C-5 pre reakciu s Con A. Con A sa mbZe pouzit na aplikacie
ako:

e Separacia a purifikacia glykoproteinov, polysacharidov a glykolipidov

e Detekcia zmien v zloZeni |atok obsahujucich sacharidy, napriklad pocas vyvoja

* |zoldcia glykoproteinov na povrchu buniek z membran rozpustenych v detergentoch
e Separacia membranovych vezikul na frakcie ,zvnutra von” a ,,prava strana von”

Soovicovy lektin viaZe zvysky a-d-glukézy a a-d-mandzy a je afinitnym ligandom pouZivanym na
Cistenie glykoproteinov vratane membrdanovych glykoproteinov rozpustenych v detergentoch, antigénov
na povrchu buniek a virusovych glykoproteinov. Soovicovy lektin je hemaglutinin z beZnej $o3ovice, Lens
culinaris. V porovnani s Con A menej ostro rozliSuje medzi glukozylovymi a manozylovymi zvySkami a
menej silno viaze jednoduché cukry. Svoju vdzbovu schopnost si zachovava aj v pritomnosti 1 %
deoxycholatu sodného. Z tychto dovodov je SoSovicovy lektin Sepharose 4B uzitocny na Cistenie
membranovych proteinov solubilizovanych v detergentoch, pricom poskytuje vysoké kapacity a extrémne
vysoké vytaznosti.

Faktor stimulujuci koldnie granulocytov (G-CSF) je hormén, ktory stimuluje produkciu bielych krviniek
v kostnej dreni. GSCFSelect je Specidlne navrhnuty na purifikaciu rekombinantného G-CSF a je zaloZzeny na
vysoko rigidnej agarézovej zakladnej matrici, ktora umoznuje vysoké prietoky. Pre vysoko selektivny krok
Cistenia je afinitny ligand zaloZeny na jednoretazcovom protildtkovom fragmente namierenom proti G-
CSF. Na ulahcenie vazby ciefovej molekuly je ligand pripojeny k zakladnej matrici prostrednictvom
hydrofilného spacerového ramena. Ligand sa produkuje v kvasinkovom expresnom systéme. Rigidna
agardzova zakladna matrica GCSFSelect umoziiuje spracovanie velkych objemov vzoriek.

NAD+-dependentné dehydrogendzy a ATP-dependentné kindzy patria do skupiny proteinov, ktoré
interaguju s Cibacron Blue F3G-A, syntetickym polycyklickym farbivom, ktoré vykazuje urcité strukturalne
podobnosti s kofaktorom NAD+. Pri pouZiti ako afinitny ligand sa Cibacron Blue F3G-A silne a $pecificky
viaZe na Siroku skalu proteinov. Niektoré proteiny sa viazu Specificky kvoli ich poziadavke na nukleotidové
kofaktory, zatial ¢o iné, ako napriklad albumin, lipoproteiny, faktory zrazanlivosti krvi a interferdn, sa viazu
menej Specifickym spbsobom elektrostatickymi a/alebo hydrofébnymi interakciami s aromatickym
aniénovym ligandom. Chromatograficé média tohto typu sa oznacuju nazvom ,blue sepharose”.

Postupy extrakcie vzoriek ¢asto uvolfiuju protedzy do roztoku, ¢o si vyZzaduje pridanie inhibitorov
protedz, aby sa zabranilo neziaducej proteolyze. Alternativou k pridaniu inhibitorov je pouzZitie skupinovo
$pecifického AC média na odstranenie protedz zo vzorky. Rovnaky postup sa moze pouzit bud'na Specifické
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odstranenie tychto protedz, alebo na ich purifikaciu. Synteticky inhibitor para-aminobenzamidin sa
pouziva ako afinitny ligand pre trypsin, trypsinu podobné serinové proteazy a zymogény. Benzamidin
Sepharose 4 Fast Flow sa Casto pouZiva na odstranenie molekul zo supernatantu bunkovej kultury,
bakterialneho lyzatu alebo séra. Pocas produkcie rekombinantnych proteinov sa ¢asto pouZivaju znacky,
ako napriklad GST, na ulahcenie purifikdcie a detekcie. V rekombinantnom proteine su zahrnuté
rozpozndvacie miesta Specifické pre enzymy, aby sa v pripade potreby umoznilo odstranenie znacky
enzymatickym Stiepenim. Trombin sa beZne pouZiva na enzymatické Stiepenie a Casto sa musi z
rekombinantného produktu odstranit.

OH OH H 0
\A/ \)\/I\/\/\)j\ il
Sepharo © © N I\IJ—Q—LLNH2
H

Obr. 16 Schematicka Strultura chromatografického média s benzamidinom
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7. lénovo-vymenna chromatografia

I6novo-vymenna chromatografia (IEX — z anglického ,ion exchange chromatography”) je technika
separacie biomolekudl zndma od 60-tych rokov 20. storoCia umozZnuje efektivnu separacia peptidov,
proteinov, DNA alebo inych nabitych molekul s vysokou rozliSovacou schopnostou na trovni minimélneho
rozdielu v nabojoch. V kombinacii s vysokou vdazobnou kapacitou chromatografického média je IEX mozné
pouzit ako pri prvych krokoch hrubej separacie tak aj na findlne docistenie preparatov proteinov.
PouZivaju sa dva zadkladné operacné rezimy na zaklade ndboja matrice a separovanych molekil —
anionovo-vymenna chromatografia (ANEX) a katidonovo-vymenna chromatografia (CATEX), pricom
o vybere rozhoduje pl separovaného proteinu a pH pouzitého timivého roztoku. Pokial je pH timivého
roztoku vyssie ako pl cielového proteinu nastane vdzba medzi proteinom a pozitivne nabitym ANEX
médiom, pokial je pH timivého roztoku nizsie ako pl cielového proteinu mozné je pouzit len negativne
nabité CATEX médium. Pri stave pH=pl ma cielovy protein nulovy ndboj a straca mozZnost interakcie. Kazdy
protein ma vlastnu titracni krivku ako vysledok vysledného naboja aminokyselin vo vztahu k pH
prostredia. Prave tato unikatna vlastnost umozriuje, pri spravnej optimalizacii, navrhnit podmienky na
efektivne izolovanie cielového proteinu pomocou IEX chromatografie.
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Obr. 17 Teoretické titracné krivky pri zmendch pH a ndslednych zmendch povrchového ndboja
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Obr. 18 Faktory pri vybere vhodného IEX média

IEX chromatografické médium je tvorené sférickymi casticami, ktoré na povrchu obsahuju
pozitivne alebo negativne nabité idnové skupiny. Porozita média umoznuje zvySenie dostupnej plochy
a tym aj kapacity vazby.

Rozlisenie separdcie, dosiahnutelné pomocou IEX metdédy, predstavuje kombinaciu poctu
detekovatellnych pikov na chromatograme (selektivita média), Sirka a symetria pikov (efektivita)
a vazobna kapacita. Vsetky tieto faktory su vysledkom vlastnosti samotnej matrice, podmienok purifikdcie,
spésobu naplnenia kolény a zvolenych prietokov mobilnéj fazy.

Rozlisenie (Rs) je definované ako vzdialenost medzi maximom pikov v porovnani s priemernou
Sirkou baz dvoch pikov a uréuje sa na zaklade chromatogramu. Ziskany Udaj umozriuje urcit Urover
relativnej separacie medzi zvolenymi pikmi a mozZe signalizovat potrebu dalsich optimalizacnych krokov.
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Obr. 19 Vypocet rozliSovacej schopnosti IEX kolony
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Efektivita koldny sa vztahuje na tzv. ,rozsirovanie zény“ na koldne tj. nariedenie vzorky a vyjadruje
sa pocCtom teoretickych platni (podrobnejsie v Casti Gélova filtracia). Jednym z najvacsich faktorov
vplyvajucich na rozdirovanie zény je pozdiZna difuzia separovanej zmesi (proteinov, peptidov,
oligonukleotidov) ajej minimalizacia je moZna znizenim dostupnych difuznych oblasti pomocou
spravneho naplnenia koldny. Nerovnomerna distriblcia chromatografického média, prilis volno alebo
tesne ulozené Castice alebo pritomnost vzduchovych bublin maju za nasledok tvorbu kanalikov a moznosti
difuzie vzorky. Vo vSeobecnosti plati, Ze mensie castice v spravne naplnenej koldne zvysia efektivitu
separacie.

Rapid exchange of counter-ions,
typically Na+ or Cl-, and solute molecules

Buffer flow

Rapid diffusion

Small bead size
Uniform pore size distribution

Even buffer flow distribution
Uniform packing
Narrow particle size distribution

Narrow, symmetrical peaks
Minimal zone broadening

Obr. 20 Faktory ovplyvriujuce efektivitu separdcia pri IEX
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Mini Q™ (column 4.6 x 50 mm)
Sample: Pancreatin
Gradient elution

Mono Q™ (column 5 x 50 mm)
Sample: Pancreatin
Gradient elution

RESOURCE™ @, 1 mL
Sample: Pancreatin
Gradient elution

SOURCE™ 30Q (XK16 x 50 mm)
Sample: Pancreatin
Gradient elution

ion increases

Q Sepharose™ High Performance
(XK16 x 50 mm)

Sample: Pancreatin

Gradient elution

Resolut

Q Sepharose Fast Flow (XK16 x 50 mm)
Sample: Pancreatin
Gradient elution

Obr. 21 Priklady vplyvu vellkosti castic IEZ média na selektvitu a rozliSovaciu schopnost IEX média

Selektivita kolény je z hladiska rozliSenia dolezitejsim faktorom v porovnani s efektivitou a zavisla
je nie len od povahy a poctu funkénych skupin na povrchu chromatografického média ale aj na pH
prostredia, ionovej sile a podmienok eltcie. Optimalna selektivita sa dosahuje presnou volbou pH s cielom
maximalizacie rozdielov v celkovych ndbojoch separovanych molekul.

Good selectivity Bad selectivity

high efficiency high efficiency

~

P

uv

low efficiency low efficiency

/
A4

Obr. 22 Vplyv selektivity a efektivity na roliZzovaciu shcopnost IEX
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7.1. Zlozky IEX chromatografického média

IEX médium mozZe byt tvorené ako pordznou tak aj nepordznou matricou vyznacujicou sa
chemickou stabilitou, odolnostou voc¢i pbsobeniu beZne pouzivanych zloziek tlmivych roztokov
arezistenciou voci Cistiacim postupom medzi chromatografickymi separdciami. Na matrici su
substituované funkéné skupiny urcujuce naboj média. Vysoka porozita umoznuje zvySenie dostupnej
plochy na interakciu so separovanymi molekulami, zatial ¢o nepordzna matrica umoznuje vysoky
rozliSovaciu schopnost.

Tab. 10 Priklady chromatografickych matric a priemernd velkosti castic

Form Mean particle size (pm)
MiniBeads™ Polystyrene/divinyl benzene 3
MonoBeads™ Polystyrene/divinyl benzene 10
SOURCE 15 Polystyrene/divinyl benzene 15
SOURCE 30 Polystyrene/divinyl benzene 30
Sepharose High Performance Agarose 6% 34
Sepharose Fast Flow Agarose 6% 90
Sepharose 4 Fast Flow Agarose 4% 90
Sepharose XL Agarose 6%, dextran chains 90

coupled to agarose
Sepharose Big Beads Agarose 6% 200
Capto™ ImpRes High-flow agarose 40
Capto ImpAct High-flow agarose 50
Capto High-flow agarose 90

Funkéné skupiny, uréujice naboj média, mézu byt pri IEX slabé alebo silné. Nejedna sa pritom
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Tab. 11 Priklady funkénych skupin na IEX médidch

Anlon exchangers Functlonal group

Quaternary ammonium (Q) strong -CH,-N*-(CH,),
Diethylaminoethyl (DEAE)* weak -CH_-CH,-N"~(CH,-CH,),
Diethylaminopropy! (ANX)* weak -CH_-CHOH-CH_-N"-(CH_-CH,),
Catlon exchangers Functlonal group

Sulfopropyl (SP) strong -CH,-CH,-CH,-SO -

Methyl sulfonate (S) strong -CH,-S0;

Carboxymethy! (CM) weak -CH,-COO-

* The actlve end of the charged group Is the same for DEAE and ANX. The difference between them Is In the
length of the carbon chaln of the charged group. DEAE has a dlethylaminoethyl group bound to the agarose.
ANX has a dlethylaminopropyl group attached which prevents the formatlon of quaternary groups, giving a
different selectivity compared to DEAE.

7.2. Protokol

Typicky FPLC protokol IEX chromatografie mozno rozdelit na fazu pripravy — ekvilibracie koldny,
fazu nanesenia vzorky a fazu ellcie a zachytenie cielového proteinu.

Ekvilibracia kolény je jednoduché premytie 2 az 4 CV timivého roztoku vhodného pH (napr. trisHCI
pH 8 alebo fosfatovy timivy roztok pH 7,6) zvoleného na zaklade vopred zndmych parametrov proteinu,
najma jeho pl. Pri pouziti niektorych IEX médii, a hlavne prvom pouZiti prednaplnenej kolény, odporuca
sa ekvilibraciu vykonat trojkrokovo — 1-2 CV ekvilibracny roztok, 1-2 CV elu¢ny roztok a nakoniec 2-4 CV
ekvilibraény roztok z dovodu bazalneho nasytenia média NaCl a eliminacie skoku v konduktivite pri
prechode z ekvilobracného na eluény roztok v poslednom kroku.

Nanesenie vzorky na ekvilibrovanu kolénu predstavuje krok, ktory produkuje frakciu ovela
chudobnejsiu na zastupenie proteinov v porovnani s IMAC najma z dévodu zachytenia vacsiny proteinov
v zmesi na IEX médium pri nizkej iénovej sile ekvilibracného roztoku. K vyssej koncentracii proteinov
vtejto frakcii dochadza len v pripade prekrocenia vazobnej kapacity média alebo v pripade
neinteragujucich proteinov za danych podmienok.

Premytie koldny po naneseni vzorky je kratky, ¢asto vynechdvany krok, ktory odstrani len
nepatrné mnoZstvo naviazanych proteinov. Objem obvykle 1 CV.

Krok elucie predstavuje najviac variabilnu fazu IEX a je najnarocnejsi na optimalizaciu. Principom
uvolfiovania proteinov naviazanych na IEX médiu je zvySenie idnove;j sily na Groven uvolfiovania proteinov
alebo skupin proteinov. Prakticky to znamena linearny, skokovy alebo kombinovany gradient koncentracie
NaCl zabezpecujuci postupné uvolfiovanie frakcii. Linedrny gradient, v objeme viac ako 20 CV predstavuje
najcastejsSie prevedenie eluéného kroku a dosiahnutie postupného uvolfiovania naviazanych proteinov.
Piky maju tendenciu byt skor menej ostré a dochadza k ¢iastocnému nariedeniu konkrétnych frakcii,
v pripade nizsieho rozliSenia alebo prilis kratkeho gradientu aj Ciastocnému prekryvu pikov. Po identifikdcii
frakcie, obsahujlce] cielovy protein a jej priradeniu ku konkrétnemu piku je mozné zvysit Specificitu
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a optimalizovat eliciu smerom kizolacii cielového proteinu pomocou krokového alebo kombinéie
krokového a linearneho gradientu NaCl (naj¢astejsie v rozmedzi 0 az 300 alebo 500 mM). V tomto pripade
sa vSetky proteiny, svazbou slabSou ako ma cielovy protein odstrania vjednom kroku pomocou
koncentracie NaCl o5 az 10 % nizSej ako je potrebna na ellciu cielového proteinu. Nasleduje krok
koncentracie NaCl, pri ktorej dochadza k uvolneniu cielového proteinu a zachytenie tejto frakcie (pri
vacsich objemoch kolény sa pouZiva 0,5 az 1 CV, pri nizSich 1 az 5 CV). Poslednym krokom je premytie
kolédny 1 M NaCl na odstranenie takmer vSetkych naviazanych proteinov, kedZe pri takej idnovej sile je
interakcia hocijakého proteinu s |EX médium takmer nemoind. MoZnosti kombinacie linedrneho
gradientu a krokového zvySenia koncentracie NaCl je mnoistvo akazdd je navrhnutd s ohladom na
individualne vlastnosti cielového proteinu.

Vplyv na separaciu a selektivitu IEX maju aj faktory ako teplota alebo sol'v elu¢nom roztoku, ktoré
mdzu dramaticky zmenit ziskany profil chromatogramu a su nezanedbatelnou ¢astou pri optmalizacii IEX
purifikacie proteinov.

Column:  Mono QHR5/5
Samples: carbonic anhydrase, transferrin, ovalbumin, a-lactalbumin, B-lactoglobulin A and B
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Obr. 23 Vplyv koncentrdcie idnov na selektivitu a rozliSenie IEX (A) NaCl (B) NaBr) (C) Nal a (D) NaOAc
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8. Gélova filtracia

Od uvedenia na trh chromatografického média Sephadex v roku 1959, technika gélove;j filtracie
(SEC - zanglického ,size exclusion chromatography”) hrala klicovu ulohu v purifikacii proteinov,
polysacharidov, nukleovych kyselin a inych biomolekil. Na rozdiel od technik ako IEX alebo IMAC sa
molekuly neviaZzu na chromatografické médium, ¢o znamena, Ze zloZenie tlmivého roztoku priamo
neovplyviuje rozliSenie (stupen separacie medzi pikmi). V désledku toho je vyznamnou vyhodou SEC to,
Ze podmienky sa mdzu menit tak, aby vyhovovali typu vzorky alebo poziadavkam na dalSie
chromatografické kroky, analyzu alebo skladovanie. Ide o vSestranu techniku, vhodnu pre biomolekuly
citlivé na zmeny pH, koncentraciu kovovych iénov alebo kofaktorov alebo drsné podmienky prostredia.
Separacie sa mozu uskutoériovat v pritomnosti esencialnych iénov, kofaktorov, detergentov, mocoviny
alebo guanidinu HCI pri vysokej alebo nizkej idnove;j sile. Okrem toho sa SEC mdze vykonavat v Sirokom
rozsahu tepl6t pokryvajucich poziadavky vacsiny experimentov. SEC sa najcastejSie vykonava v rozsahu 4
°C az 30 °C, ale mnohé SEC kolony umoziuju separdciu pri este vyssich teplotach. Na uskutocnenie
separdcie sa chromatografické médium naplini do koldny, aby sa vytvorili vhodné podmienky z hladiska

vzdialenosti Castic, ich usporiadania a dostupnosti pérov.
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Obr. 24 Proces SEC. (A) Schematicky obrdzok castice so zvicsenim z elektronového mikroskopu. (B) Schematicky ndkres molekul
vzorky difundujtcich do pdrov Castice. (C) Graficky popis separdcie: (i) vzorka sa nanesie na kolénu; (i) najmensia molekula (ZItd)
je oneskorenejSia ako najvdcsia molekula (tmavooranZovd); (i) najvdcsia molekula sa eluuje z kolony ako prvd. Rozsirenie pdsu
spdsobuje vyznamné riedenie proteinovych zon pocas chromatografie. (D) Schematicky chromatogram.
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Chromatografické SEC médid pozostavaju z poréznej matrice chemicky a fyzikdlne stabilnych
sférickych castic s vlastnostami, ktoré minimalizuji adsorpciu biomolekul. Kvapalina vo vnutri pérov alebo
staciondrna faza je v rovnovahe s kvapalinou (tlmivy roztok alebo mobilna faza) mimo ¢astic. Zlozky vzorky
sa eluuju izokraticky, to znamena, Ze zlozenie timivého roztoku zostava pocas separdacie konstantné. Pocas
separdcie nie je potrebné pouZivat rozne timivé roztoky. Na konci separacie je vSak ¢asto zahrnuty
premyvaci krok s pouzitim timivého roztoku, aby sa odstranili molekuly, ktoré mohli zostat na koldne, a
aby sa koldna pripravila na novy cyklus. SEC krok je mozné zaradit priamo po inom type chromatografie
(IMAC, IEX, HIC) bez zadsadného vplyvu na Gcéinnost separacie.

SEC je mozné rozdelit do troch hlavnych aplikaénych pristupov:

1. Preparativna gélova filtracia
2. Analyticka gélova filtracia
3. Odsolenie a vymena timivého roztoku

Preparativha SEC je separdcia biomolekul s frakcionaciou na zdklade velkosti s vysokym
rozliSenim. Preparativna SEC sa uskutocriuje na izolaciu jednej alebo viacerych zloZiek vzorky. Oddelené
zlozky mozno priamo preniest do vhodného timivého roztoku na testovanie alebo skladovanie. Malé
objemy vzoriek 0,5 % az 4 % celkového objemu koldny sa aplikuju pri nizkych prietokoch s pouzitim dlhych
koldn, ¢asto 60 cm alebo dlhsich. Velkost ¢astic chromatografického média je bezne > 12 um, ¢o poskytuje
nizky protitlak v koldne. RozliSenie preparativnej SEC sa meni od vysokého po miernejSie v zavislosti od
velkosti ¢astic média. Na dosiahnutie optimalnych vysledkov sa pouZzivaju vzorky s malym poctom zloZiek,
ako su tie, ktoré su ciastocne purifikované inymi chromatografickymi technikami. Vdaka tomu je
preparativna SEC vhodna pre konecny krok lestenia v schéme chromatografickej purifikacie.
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Fig 1.3. Typical high-resolution SEC separation.
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Fig 1.4.Typical group separation.

40



Analyticka SEC je separacia na zaklade velkosti s vysokym rozli§enim bez frakcionacie. Casto je
analyza spojena s vysoko selektivnymi detektormi, ako si hmotnostné spektrometre a fotodiddové polia
(DAD), ako aj viacuhlové detektory rozptylu svetla (MALS) alebo fluorescen¢né detektory. Analytickd SEC
sa vykondva na kontrolu kvality vzorky alebo na studium vlastnosti biomolekuly. Malé objemy vzoriek,
¢asto 0,3 % az 0,5 % objemu koldny, sa aplikuju pri nizkych prietokovych rychlostiach s pouzitim dlhych
koldn, typicky 30 cm. Velkost Castic je bezne 4 az 12 um, ¢o poskytuje vysoké rozlisenie. Prednaplnené
koldny SEC su vynikajicou volbou na zabezpedenie spolahlivych vysledkov. Analyticky SEC mozZno pouzit
aj na rychlu kontrolu €istoty a skrining. Na tento ucel pouzite kratsie stipiky s priemerom 15 cm, ktoré
poskytuju adekvatne rozliSenie za kratkych chromatografickych behov a nizkej spotreby timivého roztoku.
Faktom ale zostava, Ze kratke kolény vo vSeobecnosti maju nizSie rozliSenie v porovnani s dlhSimi
kolénami s rovnakym médiom.

Odsolovanie a vymena tlmivych roztokov je oddelenie skupin, pri ktorom sa oddeluju malé
molekuly, ako je sol alebo volné znacky, od skupiny vacsich molekul, ako su proteiny. Vzorky moézu byt
pripravené na uskladnenie alebo na iné chromatografické techniky a testy. Velké objemy vzoriek — az 30
% celkového objemu kolény — je mozné aplikovat pri vysokych prietokoch pomocou Sirokych kratkych
koldn. Velkost castic je relativne velka, poskytuje nizky protitlak koldny a vysoké prietokové rychlosti.
Velké molekuly nemaju ziadny alebo obmedzeny pristup k pdrom média, a preto sa eluuju v prdzdnom
objeme VO alebo tesne za nim. Malé molekuly, ako su soli, maju plny pristup k pérom a pohybuju sa po
stipci pomalsie. Tieto molekuly sa zvy&ajne eluuji tesne predtym, ako kolénou prejde 1 CV timivého
roztoku.

8.1. Tedria

Vysledky zo SEC sa zvycajne vyjadruju ako chromatogram (eluény profil), ktory ukazuje kolisanie
koncentracie zloZiek vzorky, ked' sa eluuju z koldny v poradi ich molekulovej velkosti. Molekuly, ktoré su
vacsie ako najvacsie pdry v matrici, nemoZu vstupit do matrice. Tieto molekuly sa eluuji spolu v prazdnom
objeme, VO, ked prechadzaju priamo cez kolénu. Pre dobre naplnend kolénu je prazdny objem
ekvivalentny priblizne 30 % celkového objemu kolény. Molekuly s ¢iasto¢nym pristupom k pdrom matrice
st oddelené a eluované z kolény v poradi klesajucej velkosti. Malé molekuly, ako su soli, maju plny pristup
k pérom a nie su oddelené, ked sa pohybuju po koldne. Tieto molekuly sa zvycajne eluuju pri celkovom
objeme kvapaliny (Vt), tesne predtym, ako kolénou prejde 1 CV (alebo Vc) tlmivého roztoku. Z
chromatogramu je zrejmy elucny objem (Ve), casto oznaCovany ako retenény objem (VR). Ako je
zndzornené na obrdzku 1.6, existuju tri rézne spO6soby merania Ve v zavislosti od objemu vzorky
aplikovanej na koldnu.
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porevolume V,

Absorbance

Sample
injection

1cv Column volumes (CV)

Obr. 25 Teoreticky SEC chromatogram
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Obr. 26 Meranie elucného objemu, Ve. (A) Velkost vzorky je zanedbatelnd v porovnani s objemom ndplriového I6Zka. (B) Velkost
vzorky nie je zanedbatelnd v porovnani s objemom ndplriového I6zka. (C) Vzorka s elu¢nou krivkou s plato.

Ve sa meni s celkovym objemom naplneného média (Vc) a spésobom, akym bola koléna naplnena.
V désledku toho je elucia vzorky najlepSie charakterizovand distribu¢nym (alebo rozdelovacim)
koeficientom (Kd). Kd je nezdvisla od rozmerov kolény a teda umoziiuje porovnanie a predikciu medzi
koldnami s réznymi velkostami, ak sa pouzije rovnaké médium.

Kd opisuje, ako je molekula distribuovand medzi dve fazy:

Concentration of solute in stationary phase

d

Concentration of solute in mobile phase

Mobilnd faza SEC Zivice zodpoveda roztoku medzi ¢asticami, to znamena prazdnemu objemu VO.
Staciondrna faza zodpovedd objemu pdrov, to znamend objemu roztoku vo vnutri ¢astic, Vi. Molekuly s
pristupom k celému objemu pdrov sa eluuju pri Vt. Tieto molekuly sa volne distribuuji medzi mobilna a
stacionarnu fazu. Inymi slovami, Kd predstavuje ¢ast stacionarnej fazy Zivice, ktora je k dispozicii na difuziu
danej molekuly:

K = Ve B VO - Ve B VO - Ve o
d
Vﬁ Vc: T Vmatric ~ Vo Vr - Vo

Velké molekuly prechadzajice priamo cez Zivicu bez toho, aby vstupili do castic, budd mat Kd
rovné 0, zatial ¢o malé molekuly s plnym pristupom k pérom ¢astice budi mat Kd rovné 1. V praxi je ¢asto
tazké urdit Vi. Namiesto toho sa Casto pouziva priemernd distribu¢na konstanta Kav. Tu je Vt nahradené
[ahsie urcenym geometrickym objemom naplneného média, Vc:

V -V
e 0
KEU
V -V
c a
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Void volume V, Total bed volume Vc Pore volume Vi =
V-V vV

matrix 0

Obr. 27 Schematické zndzornenie VO, Vc a Vi. Zjednoduseny vyraz VVc — V0 bude zahrriat objem pevnej ldatky, ktord tvori matricu,
Vmatrix

KedZe zjednoduseny vyraz pre staciondrnu fazu (Vc — VO) zahfiia objem pevnej matrice, ktory je
nedostupny pre vSetky molekuly rozpustenej latky, Kav nie je skutocny distribuény koeficient. Avsak pre
danu Zivicu existuje konstantny pomer medzi Kav a Kd, ktory je nezavisly od povahy molekuly alebo jej
koncentracie. Kav sa da lahko uréit a podobne ako Kd definuje spravanie vzorky nezavisle od rozmerov
kolény a balenia. Kav je viac ovplyvnena zmenami parametrov systému, ako je prietok a mftvy objem, ako
Kd. Presné urcenie vysky l6zka je rozhodujuce pre stanovenie Vc. Iné metddy normalizacie udajov
poskytujui hodnoty, ktoré sa li$ia v zavislosti od toho, ako dobre je stipec zabaleny.
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Obr. 28 Vztahy popisujtce eluciu
8.2. Krivky selektivity a vyber chromatografického média

Distribu¢né koeficienty Kd a Kav suvisia s velkostou molekuly. Molekuly podobného tvaru a
hustoty demonstruju sigmoidalny vztah medzi ich hodnotami Kd (alebo Kav) a logaritmami ich relativnych
molekulovych hmotnosti (Mr). Kalibrac¢né krivky zostrojené tymto spésobom sa nazyvaju krivky selektivity.
Vztah medzi log Mr a Kd (alebo Kav) je prakticky linedrny v znaénom rozsahu. Prakticky pracovny rozsah
Kd je priblizne 0,1 az 0,9. Selektivita SEC chromatografického média je inherentnou vlastnostou matrice.
Zavisi vyluéne od distribucie velkosti pdrov a je vizualizovand krivkou selektivity. Sklon krivky selektivity
suvisi s tvarom analyzovanych molekul, to znamen3, Ze krivka selektivity bude pre linearne molekuly
strmsia ako pre globuldrne molekuly podobnej velkosti.
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Obr. 29 Krivky selektivity v zavislosti od pouZitého SEC média
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9. Chromatografia na zaklade hydrofébnej interakcie

Chromatografia na zaklade hydrofébnej interakcie (HIC — z anglickeho ,,hydrophobic interaction
chromatography”) vyuZiva na rozdelenie zmesi molekul ich reverzibilni interakciu s hydrofébnym
povrchom HIC chromatografického média. Tymto spésobom je mozné proteiny separovat na zaklade
stupnia ich povrchovej hydrofobicity, pricom pritomnost soli v timivych roztokoch mdze vyrazne ovplyvnit
interakciu proteinov s chromatografickym médiom. Plati, Ze vysokda idnova sila zvySuje silu interakcie
a naopak, nizka idnova sila tuto interakciu oslabuje. Ide o opacny jav, aky pozorujeme pri idnovo-
vymennej chromatografii a na zdklade neho je aj zaloZeny chromatograficky postup separacie
a selektivnej ellucie proteinov z komplexnej zmesi.

Cytochromec RNAse A Lysozyme oa-chymotrypsin

Yellow colors
indicate
hydrophobic
residues.

UV absorbance
Salt concentration

Proteins separated in order of increasing surface hydrophobicity

Obr. 30 Separdcia proteinov na zdklade zvysujucej sa povrchovej hydrophobicity (ZItd — hydrofilné zvysky, modrd — hydrofébne
zvysky)

Voda je dobrym rozpustadlom pre polarne latky, ale zlym rozpustadlom pre nepolarne latky. V
akejkolvek kvapalnej vode sa vac¢Sina molekul vody nachadza v zhlukoch kvéli vodikovym vazbam medzi
nimi. Polc¢as rozpadu vodnych zhlukov je kratky, ale kone¢nym efektom je silnd sudrinost medzi
molekulami vody. To sa prejavuje napriklad vysokym bodom varu. Na rozhrani vzduch-voda sa molekuly
vody usporiadaju do silnej skrupiny s vysoko usporiadanou Struktirou. Tu uZ nie je moznost vytvarat
vodikové vazby v rovnovahe — namiesto toho dominuje kvapalna strana rozhrania. To vedie k usporiadanej
Strukture, ktord sa prejavuje ako silné povrchové napitie. Cokolvek, ¢o ovplyvriuje stabilitu vodnej
Skrupiny, ovplyviiuje aj povrchové napatie. Ked sa hydrofébna latka, ako je protein alebo hydrofébny
ligand, ponori do vody, stane sa nieco analogické s javom povrchového napétia. Molekuly vody nemézu
»Zmacat” povrch hydrofobnej latky a namiesto toho tvoria okolo latky vysoko usporiadany obal kvoli svojej
neschopnosti vytvarat vodikové vazby vo vSetkych smeroch. Minimalizacia rozsahu tohto obalu zniZuje
pocet usporiadanych molekdl vody — to znamenda termodynamicky priaznivejsiu situaciu, v ktorej sa
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entropia zvysuje. Na dosiahnutie entropie sa hydrofébne latky musia zIU¢it a minimalizovat celkovu plochu
obalu. To znamen3, Ze hydrofébna interakcia zavisi skor od spravania molekul vody nez od priame;j
pritazlivosti medzi hydrofébnymi molekulami.

Trojrozmerna Struktira proteinu je vysledkom intramolekuldrnych interakcii, ako aj interakcii s
okolitym rozpustadlom. Pre lahko rozpustné proteiny je tymto rozpustadlom voda, ktora typicky presuva
hydrofébne bocné retazce do vnutra proteinu. Konecna Struktura je vysledkom termodynamického
kompromisu, ktory najlepsie vyhovuje okolitému roztoku. Hoci vnutro globuldrnych proteinov obsahuje
vacsinu hydrofébnych aminokyselinovych zvyskov, niektoré su odkryté, a to vedie k hydrofébnym Skvrndam
na povrchu proteinu. PretozZe proteiny nesu na svojom povrchu hydrofilné aj hydrofédbne oblasti, m6zu sa
pri vysokych koncentraciach urcitych soli precipitovat v dosledku vyndtenej hydrofébnej interakcie.
Zmeny idnove;j sily, pritomnost organickych rozpustadiel, teplota a pH (najma v izoelektrickom bode, pl,
ked' nie je Ziadny Cisty povrchovy naboj) mozu ovplyvnit Struktdru a rozpustnost proteinu a nasledne aj
interakciu s inymi hydrofébnymi povrchmi, ako su tie v chromatografickych médiach pouzivanych na HIC.

Hydrofébne ligandy na HIC médiach mézu interagovat s hydrofébnymi povrchmi proteinov. V
Cistej vode je akykolvek hydrofébny ucinok prilis slaby na to, aby sp6sobil interakciu medzi ligandom a
proteinmi alebo medzi samotnymi proteinmi. Niektoré soli vSak zosilfiuju hydrofébne interakcie a pridanie
takychto soli sposobuje vazbu (adsorpciu) na HIC Zivice. Pri selektivnej elucii (desorpcii) postupne sa
znizuje koncentrdacia soli a zlozky vzorky sa nasledne eluuju v poradi podla Urovne hydrofébnosti. Vysledok
HIC separacie je zaloZeny na vzajomnom pOsobeni medzi prevalenciou a distribliciou povrchovo
exponovanych hydrofébnych aminokyselinovych zvyskov, hydrofébnostou chromatografického média,
povahou a zloZenim vzorky a typom a koncentraciou soli pouZzitej v timivych roztokoch.

(A) (B)
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Obr. 31 (A) Vysoko usporiadané vodné vrstvy obklopuji hydrofébne povrchy ligandov a proteinov. Hydrofébne ldtky su nutené
spdjat sa, aby minimalizovali celkovi plochu takychto vrstiev (maximalizovali entropiu). Soli zvysuju hydrofébnu interakciu. (B)
Rovnovdha hydrofébnej interakcie je riadend prevazne koncentrdciou soli.
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9.1. Kroky HIC separiacie

HIC médid sa skladaju z ligandov, ktoré obsahuju alkylové alebo arylové skupiny viazané na inertni matricu
sférickych cCastic. Matrica je pdrovita, aby poskytovala vysoky vnutorny povrch, zatial' ¢o ligand hra
vyznamnu Ulohu v konecnej hydrofébnosti Zivice. Naplnenie Zivice do koldny vytvdra nabité 16zko.
Vyrovnanie 16zka timivym roztokom vyplni pdry matrice a priestor medzi ¢asticami. Stredne vysoké
koncentracie soli podporuju interakciu medzi proteinom a médiom, typicky 1 az 2 M siran amdnny alebo
3 M NaCl. Typ soli a koncentrdaciu potrebna v Startovacom timivom roztok sa voli tak, aby sa zabezpecilo,
Ze sa pozadované proteiny viazu na médium a Ze iné menej hydrofébne proteiny a necistoty prechadzaju
priamo cez koldnu. Vazbové podmienky su kfi¢ovym faktorom pri akejkolvek HIC separacii. V tejto faze
moézu vyznamne ovplyvnit koneénl selektivitu, rozliSenie a vazbovu kapacitu cielového proteinu
(proteinov). Vzorky by mali byt v rovnakych solnych podmienkach ako $tartovaci timivy roztok, ale vymena
roztokov je zriedkakedy potrebnd, pretoze iény a pH vzorkového timivého roztoku hraju menej dolezitu
Ulohu v porovnani so solami. V pripade potreby je mozné pH priamo upravit. KedZze mnohé proteiny sa
mozu precipitovat pri zvySenych koncentraciach soli, potrebné je pred samotnou purifikaciou skontrolovat
,okno stability” cielového proteinu (proteinov) pri réznych koncentraciach soli. Precipitacia cielového
proteinu moéze znemoznit separaciu alebo v najlepsom pripade vyrazne znizit vytazok. Najjednoduchsim
pristupom k uréeniu ,,okna stability” moze byt pozorovanie vzoriek v skimavke pri réznych koncentraciach
soli a monitorovanie aktivity proteinu, ktory zostal v supernatante. Ked' je nanasanie vzorky dokoncéené a
koléna je premytda tak, aby sa vSetky neviazané proteiny odmyli (t. j. UV signdl sa vratil na zakladnu
hodnotu), podmienky sa zmenia, aby sa zacala elucia. Na ellciu proteinov sa vyuZiva zniZzenie koncentracie
soli v elu¢nom timivom roztoku. S poklesom hladiny soli sa z kolony za¢nu uvolfiovat proteiny s najnizsou
hydrofébnostou. Na riadenie zmien koncentracie soli a diferencovanu eluciu proteinov v purifikovanej,
koncentrovanej forme sa Standardne pouzivaju gradienty a plati, Ze proteiny s najvy$sSim stupriom
hydrofébnosti budu najsilnejsSie zadrzané a budu eluované ako posledné.

Premytie kolény s timivym roztokom bez soli odstrani na konci eltcie najpevnejsie viazané proteiny. Ak ak
bol spravne zvolené HIC médium a posudenda hydrofobicita proteinov vo vzorke, v tomto kroku budu
eluované vsetky proteiny. Koldnu je nasledne mozné znovu ekvilibrovat Startovacim timivym roztokom
pred aplikaciou dalSich vzoriek v dalSom cykle. Hydrofdbna interakcia je obcas taka silna, Ze odstranenie
vSetkého viazaného materidlu si vyZzaduje ,drsnejSie” podmienky, napriklad 0,5 az 1,0 M NaOH, 70 %
etanol alebo 30 % izopropanol. Pred opatovnym umiestnenim kolény do Startovacieho timivého roztoku
s vysokym obsahom soli je nutné tieto latky odmyt vodou. Alternativou je volba podmienok, , ktoré
maximalizuju vazbu hydrofébnych kontaminantov a umoznia cielovému proteinu (proteinom) prejst
kolénou.
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Obr. 33 Typicky chromatogram HIC (gradientova eltcia)
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Obr. 35 Vplyv koncentrdcie soli na selektivitu a rozlisenie HIC
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10. Chromatografia na reverznej faze

Chromatografia na reverznej faze (RPC - z anglického ,reversed phase chromatography“) sa stava
Coraz dolezitejSou pre separdciu a analyzu proteinov, peptidov a nukleovych kyselin s vysokym rozlisSenim.
Tato technika je dobrou volbou pre aplikacie, ako je mapovanie peptidov alebo kontrola Cistoty, a €asto
sa pouziva na konecné docistenie oligonukleotidov a peptidov. RPC separuje molekuly, podobne ako HIC,
podla rozdielov v ich hydrofébnosti. Teoreticky si HIC a RPC uzko suvisiace techniky, pretoze obe su
zaloZené na interakciach medzi hydrofébnymi oblastami na povrchu biomolekul a hydrofébnymi povrchmi
chromatografického média. V praxi sa vsak tieto techniky velmi liSia. Povrch RPC média je zvycajne
hydrofébnejsi ako povrch HIC média. To vedie k silnejSim interakciam, ktoré sa pre Uspesnu eluciu musia
zvratit pomocou nepolarnych organickych rozpustadiel, ako je acetonitril alebo metanol. HIC Zivice
ponukaju alternativny spésob vyuzitia hydrofébnych vlastnosti biomolekul pracou v poldrnejSom a menej
denaturujicom prostredi, ¢ize RPC ponuka velku flexibilitu v separacnych podmienkach. Pomocou tejto
techniky mozno dosiahnut separaciu s extrémne vysokym rozliSenim, ¢im sa rozlisia zlozky, ktoré maju len
malé rozdiely v hydrofébnosti. Separacie sa m6zu vykondvat pomocou izokratickej elcie; najcastejsie sa
vSak na minimalizaciu ¢asu behu pouziva gradientova ellcia.

Terminoldgia, ktora sa obcas spdja s RPC, odraza histdriu vyvoja tejto techniky. Termin ,,reverzna
faza“ pochadza z chromatografie s ,normalnou fazou” — technika s ,normalnou fazou“ vyuziva hydrofilnu
stacionarnu fazu spolu s hydrofébnymi mobilnymi fazami (s pouzitim organickych rozpustadiel, ako je
hexan alebo metylénchlorid). V RPC je stacionarna faza hydrofdbna, preto sa v mobilnej faze pouziva voda
alebo organické rozpustadlo, t. j. stacionarna faza je hydrofébnejsia ako mobilna faza. RPC média sa mézu
oznacovat ako adsorbenty, zatial ¢o timivé roztoky sa mbzu oznacovat ako mobilné fazy.

RPC sa tieZ pouzZiva na odsolovanie a koncentrovanie hydrofébnych zloZiek vzorky. l6ny soli
prechadzaju kolénou RPC, zatial o sa hydrofébne zlozky viazu a efektivne koncentruju na koldne, kym sa
neodstrania jednoduchym krokom eluovania. RPC sa preto pouZiva na pripravu vzoriek, ako aj na
separacie vyzadujlce vysoku selektivitu. Schopnost odsolovat a pouzivat organické rozpustadla robi z RPC
idedlnu techniku v spojeni s hmotnostnou spektrometriou (MS). RPC sa casto kombinuje s inymi
chromatografickymi technikami na dosiahnutie identifikdcie a charakterizacie nezndmych proteinov a
peptidov. Multidimenzionalna kvapalinova chromatografia (MDLC) s naslednou MS je rychlym a presnym
rieSenim pre identifikaciu a charakterizaciu proteinov v proteomike a RPC je jednou z kltcovych technik
pouzivanych v tomto procese.

V pritomnosti nepolarnych rozpuastadiel je pravdepodobnejsie, Ze komplexné enzymy
aviaczlozkové proteiny stratia aktivitu ako peptidy, oligonukleotidy alebo vysoko stabilizované,
zosietované proteiny. Interakcia proteinov alebo polypeptidov s hydrofébnym povrchom v pritomnosti
organickych rozpustadiel vo vSeobecnosti vedie k urcitej strate tercidrnej Struktary, ¢o ¢asto vedie k
odlisnému konformaénému stavu, ktory méze interagovat odliSne s RPC médiom. Denaturaciu a naslednu
stratu aktivity vSak mozno minimalizovat navratom biomolekuly do podmienok, ktoré uprednostriuju
nativnu Strukturu, ako dokazuje Siroké pouzivanie RPC na rozsiahle purifikaciu rekombinantnych a
syntetickych proteinov a peptidov, ako je inzulin a rastovy hormén. Pokial ned6jde k precipitacii,
denaturdcia nie je problémom pri pouZivani RPC na purifikaciu proteinu alebo peptidu na stanovenie
primarnej Struktuary.
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Obr. 36 Proteiny a peptidy sa viaZu na RPC médium vo vodnom roztoku a postupne eluuju so zvysujucou sa hydrofobicitou
prostredia

Separacia biomolekdl pomocou RPC zavisi od reverzibilnej hydrofébnej interakcie medszi
molekulami vzorky v timivom roztoku a madia. Pociato¢né podmienky su primdrne v prostredi vody, ¢o
podporuje vysoky stuper organizovanej vodnej $truktury obklopujicej molekulu vzorky. Casto je pritomné
malé percento organického modifikatora (3 % az 5 %) acetonitrilu, aby sa dosiahol ,zmacany” povrch. Ked'
sa vzorka viaze na médium, hydrofébna oblast vystavena timivému roztoku je minimalizovana. Separacia
sa spolieha na molekuly vzorky, ktoré existuju v rovnovahe medzi timivym roztokom a povrchom média.
Distribucia vzorky zavisi od vlastnosti média, hydrofébnosti vzorky a zloZenia timivého roztoku (mobilnej
fazy). Spociatku podmienky uprednostiuju extrémny rovnovazny stav, v ktorom je viazanych v podstate
100 % vzorky. KedZe proteiny a peptidy nesu zmes pristupnych hydrofilnych a hydrofébnych aminokyselin
a su pomerne velké, interakcia s médiom ma charakter viacbodového pripojenia. Aby sa dosiahla elucia,
mnozstvo organického rozpustadla sa zvysuje, aby sa podmienky stali hydrofébnej$imi. Vazba a elucia
prebiehaju kontinualne, ked’ sa vzorka pohybuje kolénou. Proces pohybu kolénou je pomalsi pre vzorky,
ktoré su hydrofébnejsie. V dosledku toho sa vzorky eluuju v poradi podla rastucej hydrofébnosti.

10.1. Kroky RPC

Existuju dva hlavné typy RPC chromatografického média, jedna zaloZena na hydrofilnej matrici
silikbnovych gul6cok pokrytych viazanou hydrofébnou fazou uhlikovych retazcov, typicky n-alkylovych
alebo aromatickych uhlovodikov, a druhd zaloZena na nahej, hydrofébnej polymérnej matrici. Vysoko
porovité matrice poskytuju velky vnatorny povrch pre vysoku vazbovu kapacitu. Matrice s jednotnou
velkostou dastic sa mbzu pouzit pri vyssich prietokoch. Rovnako ako pri inych chromatografickych
technikach, RPC médiom je potrebné naplnit kolénu, aby sa vytvorilo naplriové 16zko. L6zko sa potom
vyrovna timivym roztokom, aby sa vyplnili péry matrice a priestor medzi ¢asticami. Vykon dosiahnutelny
na RPC, najma rozlisenie, je silne ovplyvneny ucinnostou néplne koldny. Preto sa dbrazne odporuca
pouzitie vopred naplnenych koldn. Typickd biologickd vzorka obsahuje komplexnid zmes molekul s
prislusne rozmanitym rozsahom hydrofébnosti. Vac¢sina biomolekul je dostatocne hydrofdbna, aby sa silne
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viazala na RPC Zivice vo vodnych podmienkach, v pritomnosti nizkej koncentracie organického
modifikatora a aby sa eluovala vo velmi izkom okne koncentracie organického modifikatora. Gradientova
ellcia je preto najpraktickejSou metdédou na separaciu komplexnych biologickych vzoriek pomocou RPC.
Vzorky sa pocas procesu vazby koncentruju. Vzorka sa aplikuje za podmienok, ktoré podporuju vazbu,
zvy€ajne s pouzitim vodného roztoku obsahujiceho idénové parovacie cCinidlo, ako je kyselina
trifludroctova (TFA), na zvySenie hydrofébnej interakcie a nizkej koncentracie organického modifikatora,
ako je 5% acetonitril. Po aplikacii a ked vSetky neviazané molekuly pretiekli kolénou sa podmienky zmenia
tak, aby sa viazand vzorka eluovala. Eltcia za¢ina zvySenim koncentracie organickych modifikatorov, ako
je acetonitril. Molekuly s najnizsou hydrofébnostou sa eluuju ako prvé. Riadenim narastu organickych
modifikatorov sa molekuly eluuju diferencovane. Molekuly s najvyssim stupfom hydrofébnosti sa
najsilnejSie zachytia a eluuju ako posledné. Krok premytia na konci eludcie odstrani vacSinu pevne
viazanych molekul. Koldna sa potom pred dal$im cyklom znovu ekvilibruje.

(A) Size exclusion chromatography (B)Reversed phase chromatography Protein, etc.
Protein Salt
oy Salt
f ! . Non-polar
vl ; . eluent
T — T T
Vo Ve Vo Ve
Obr. 37 Porovnanie mobility soli a proteinov v SEC (A) a RPC (B)
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Obr. 38 Typicka separdcia proteinov na RPC s pouZitim linedrneho gradientu
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11. Chromatografia s vyuzitim hydroxyapatitu

Hydroxyapatit (HA), Ca(P0O;);(OH), je forma fosforecnanu vapenatého pouzivand pri
chromatografickej separacii biomolekul. Sady piatich vapenatych dvojic (C-miest) a parov fosfatovych
tripletov obsahujicich —OH (P-miest) suU usporiadané v opakujucom sa geometrickom vzore.
Hydroxyapatit ma jedine¢né separacné vlastnosti, selektivitu a rozli$enie. Casto separuje proteiny, ktoré
sa elektroforetickymi a inymi chromatografickymi technikami javia ako homogénne. Chromatografické
médium tvori sférickd, makroporézna forma hydroxyapatitu formovana pri vysokych teplotach, aby sa
modifikovala z nanokrystalickej na keramickd formu. Keramicky materidl si zachovava jedinecné
separacné vlastnosti krystalického hydroxyapatitu. Na rozdiel od vacsSiny inych chromatografickych
adsorbentov je HA ligandom aj nosnou matricou. Separacné protokoly povodne vyvinuté na krystalickom
hydroxyapatite sa ¢asto daju preniest priamo na keramicky material len s malymi Gpravami.
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Obr. 39 Funkéné skupiny a interakcie na HA

Hydroxyapatit obsahuje dva typy vazbovych miest - kladne nabité vapnikové a zaporne nabité
fosfatové skupiny. Tieto miesta su pravidelne rozmiestnené v celej kryStalovej Struktire matrice.
Separované molekuly dominantne interaguju prostrednictvom katiénovej vymeny cez fosfatové skupiny
a/alebo afinitou ku kovu prostrednictvom atémov vapnika. Ku kationovej vymene dochdadza, ked' kladne
nabité aminoskupiny proteinov idnovo interaguju so zaporne nabitymi fosfatmi. Aminoskupiny su
podobne odpudzované vdpenatymi miestami. Vazba zavisi od kombinovanych ucinkov tychto interakcii.
Tieto interakcie idnovej vymeny mozno narusit pridanim neutralnych soli, ako je chlorid sodny, alebo
timivych latok, ako je fosfat, do mobilnej fazy. Interakcie katiénovej vymeny tiez oslabuju so zvysujucim
sa pH. Preto sa pridanie soli alebo fosfatu alebo zvy$enie pH moze pouzit na oslabenie interakcie. Studie
s modelovymi proteinmi preukazali, Ze anidénova vymena, ktoru by sa dalo o¢akavat od interakcii zaporne
nabitych povrchovych zvyskov s vapnikom, neprispieva vyznamne k separaénému efektu. Afinita k vapniku
nastava prostrednictvom interakcii s karboxylovymi klastrami a/alebo fosforylovymi skupinami na
proteinoch alebo inych molekuldch (napriklad nukleovych kyselinach). Tieto skupiny su suéasne
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odpudzované zapornym nabojom fosfatovych skupin HA. Afinitna interakcia je 15 aZ 60-krat silnejSia ako
samotné i6nové interakcie a podobne ako klasické interakcie s afinitou ku kovu nie je ovplyvnend
zvysujuicou sa iénovou silou pomocou typickych elué¢nych iénov (napriklad chloridu). Molekuly viazané
prostrednictvom afinity k vapniku sa moZzu adsorbovat silnejsie so zvySujlicou sa idnovou silou v dosledku
idnového tienenia odpudzovania naboja z fosfatovych miest HA. Afinitné interakcie s kovom mozu byt
disociované fosfatom v mobilnej faze.

Optimalizacia chromatografickej metddy vyuzivajucej HA si vyzaduje analyzu a integrdciu
viacerych premennych vratane interakcie matrice a elu¢nych charakteristik. Vzorky, ktoré sa nanasaju na
koldnu by mali byt bez cinidiel, ako je citrat alebo EDTA, ktoré by mohli degradovat keramicky
hydroxyapatit prostrednictvom chelatacie. HA chemicky kompatibilny s mnoZstvom bezne pouzivanych
timivych roztokov pri pH 6,5 — 14 v pritomnosti vdpnika a fosfatu. Po¢as behu moze akakolvek zmena
(najma krok) v podmienkach timivého roztoku (zvySenie alebo znizZenie soli, timivych latok alebo inych
zloZiek) viest k prechodnej zmene pH mobilnej fazy. Tento jav moZno pripisat interakcii iGnov mobilnej
fazy s fosfatovymi povrchovymi skupinami HA. Rozsah tohto posunu pH zavisi od stupna, v akom sa
mnozstvo zloziek zvySuje alebo znizuje.

Conductivity

Buffer pH = 6.5 pH

N

pH drop

Obr. 40 Pokles v hodnote pH zaznamenany pri skokovom zvyseni koncentrdcie kationov v roztoku

Hoci sa rozsah poklesu pH vyznamne neznizi, celkovy Cas vystavenia nizkemu pH sa dramaticky
skrati. Ukazalo sa, Ze to vyznamne zvySuje pocet cyklov moZzného pouzZitia HA média. Zjavné je to napr.
ked' je ko-pufor pritomny iba pocas prvého objemu koldny (CV) eludcie, ked sa uvolni vacsina proténov.
Mnoizstvo potrebného ko-pufra sa bude IiSit v zavislosti od réznych okolnosti. V idedlnom pripade, ak by
sa vietky protény na povrchu HA mohli nahradit neutralnym katiénom bezprostredne pred ellciou bez
ovplyvnenia vykonu koldny, zvysenie koncentracie kationov pocas ellcie by nemalo Ziadny vplyv na pH.
MozZna Uprava metddy zahfiia zaradenie kroku s mierne alkalickym timivym roztokom bezprostredne pred
eltciou tzv neutralizaciu povrchu (SNS — z anglického ,,surface neutralization system”). Typicky protokol
zahffia 6 — 8 CV 25 mM Tris, 25 mM NaCl, 5 mM fosfatu, pH 7,75. Tris udrziava celkovy roztok mierne
zasadity, ¢im vytvara rezervoar hydroxylovych skupin, ktoré rychlo tvoria vodu s uvolnenymi proténmi, a
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preukazatelne dramaticky zlepSuje Zivotnost HA média. Rozne dalsie pufrovacie latky (arginin, lyzin,
histidin, PIPES, HEPES, MOPS) sa ukazali byt Gcinné v kolédnach s HA médiom. Stidie monoklonalnych
protilatok ukazali, Ze pouzitie SNS v porovnani s tradicnymi metédami produkuje eluant s rovnakou
kvalitou vystupov (vytazok, eluény bod piku v gradiente, hladina agregatu, DNA, protein hostitelskej
bunky). Okrem toho poutzitie SNS po dobu > 40 cyklov nemeni vazbovu kapacitu HA pre individudlne
testované protilatky. V niektorych pripadoch sa pocas kroku SNS mézu kyslé proteiny eluovat. V tomto
pripade by sa mal eluant stale kontrolovat, pretoze atribaty kvality mézu odévodrnovat pouzitie
neutralizacie povrchu priamo ako elu¢ného pufra. Pridanie vapnika tiez zvySuje Zivotnost kolony HA.
MnoiZstvo pridaného vapnika sa urcuje meranim vapnika v odpadovej vode z konkrétneho kroku
(ekvilibracia, zatazenie, elucia). Toto sa mdze vykonat v jednom simulovanom (bez proteinov) behu v
malom meradle alebo niekolkokrat, aby sa ziskalo Statisticky platné Cislo. Samotny test trva priblizne 10
minat na vzorku a je priamo odvodeny zo Standardnej kolorimetrickej titracnej metddy analyzy tvrdosti
vody.
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Obr. 41 Vplyv SNS na pH pocas skokovej elucie pomocou 1M NaCl; ¢ervend - konduktivita, fialovd - pH s SNS, modra - pH bez SNS
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12. Purifikacia naro¢nych proteinov

V praxi, anajma tej biologickej, je malo¢o jednoznacné — pri proteinoch Ziaden nie je v 100%
rozpustnom a funkénom stave, neviaze sa na chromatografické médium za presne definovanych (a
ocCakavanych) parametrov alebo ,zabudne” na svoju primarnu aktivitu hned po separacii od
kontaminantov. Cast proteinov, oznacovana aj ako naro¢né na purifikaciu, predstavuje skupinu, pri ktorej
je nutné pouzit kombinacie chromatografickych technik len na ich parcidlnu prufikaciu alebo extrémne
podmienky prostredia, v ktorom purifikacia prebieha. Medzi také napriklad membranové proteiny,
proteinové komplexy alebo proteiny agregujlce sa do inkldznych teliesok v hostitelskych bunkdch.

12.1. Membrdanové proteiny

Membrdanové proteiny hraju klicovu ulohu v zakladnych biologickych procesoch, ako je transport
molekul, signalizacia, vyuZitie energie a udrZiavanie bunkovych a tkanivovych Struktur. Priblizne 30 %
génov kdduje membranové proteiny a tieto proteiny tvoria nezanedbatelny podiel cielov sucasnych lieciv.
Integrdlne membrdnové proteiny existuju v lipidovom prostredi bunkovych membran, ale dostupné
techniky na ich purifikaciu, manipulaciu a analyzu boli optimalizované pre vo vode rozpustné proteiny, ¢o
je prvou prekadikou vich efektivnej purifikdcii. DalSie dve prekazky predstavuju nizka abundancia
v prirodzenych zdrojoch akomplikovand produkcia vrekombinantnej forme. Aby bolo moiné
manipulovat s membranovymi proteinmi a Studovat ich, musia byt dispergované vo vodnom roztoku. To
sa zvyc€ajne dosiahne pridanim detergentu, ktory solubilizuje biomembranu a vytvori rozpustny komplex
s lipidmi a membranovymi proteinmi.

Obr. 42 Stabilizacia membrdnovych proteinov pomocou detergentov (zelené) z prirodzenej lipidovej dvojvrstvy (modroZité)
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Tab. 12 Systémy nadprodukcie pouZivané na produkciu membrdnovych proteinov a ich vyhody a nevyhody

Expression system Advantages Disadvantages
E. coli The most widely used overexpression system for (prokaryotic) membrane protein production. Often not suitable for overexpression of eukaryotic membrane proteins
No glycosylation and limited post-translational modifications
Yeast Can perform some post-translational modifications Does not produce high cell densities (S. cerevisiae)
Several different yeast systems have been used for membrane protein production (5) Hyperglycosylation can occur (S. cerevisiag)
Different lipids (compared with mammalian cells)
Insect cells Less complex growth conditions compared with mammalian cells More costly and complex than £ coli or yeast; different lipids (compared with mammalian cells)
Relatively high expression levels

Glycosylation

Mammalian cells CHO, BHK and other cell lines are often used for functional studies of receptors High cost and complex work
Authentic {mammalian) protein is produced

Rhodobacter spp. High expression levels through coordinated synthesis of foreign membrane proteins with Different lipids (compared with mammalian cells)
synthesis of new internal membranes (3)

Cell free Allows expression of toxic proteins and proteins that are easily degraded in vivo High cost

Allows incorporation of labeled and non-natural amino acids. Membrane protein insertion in membrane or detergent micelle has not been fully developed

Solubilizdcia je jednou z najdélezitejSich fdz pripravy membrdnovych proteinov. Pocas fazy
solubilizacie sa membranové proteiny extrahuju z ich prirodzeného prostredia, lipidovej membrany, do
vodného prostredia pomocou detergentov. Detergenty pdsobia tak, Ze rozkladaju lipidovu dvojvrstvu a
zaroven zaclenuju lipidy a proteiny do micel detergentu. Hydrofébne povrchové oblasti membranovych
proteinov a lipidové ,chvosty” su ukryté v hydrofébnom vnutrajsku micelarnych Struktur detergentu,
zatial ¢o hydrofilné €asti proteinov su v kontakte s vodnym prostredim. U¢inna solubilizacia disociuje
vacsinu interakcii lipid-protein a protein-protein, ¢im umoZnuje separaciu proteinov. Cielovy protein je
mozné purifikovat v pritomnosti detergentu pouZitim v podstate ktorejkolvek z existujucich technik
purifikicie proteinov dostupnych pre rozpustné proteiny. Uspesny protokol solubilizicie extrahuje
membranovy protein s vysokym vytazkom a vedie k stabilnym komplexom protein-detergent (alebo
komplexom protein-lipid-detergent), kde si protein zachovdva svoju aktivnu konformdciu. Niektoré
membranové proteiny vyzaduju interakciu s nativnymi lipidmi z lipidovej dvojvrstvy alebo s pridanymi
exogénnymi lipidmi, aby si zachovali svoju aktivhu konformaciu. V takychto pripadoch je nevyhnutné, aby
solubiliza¢ny protokol umoznoval tvorbu stabilného komplexu protein-lipid-detergent a aby
neodstranoval poZadované nativne lipidy spojené s cieflovym proteinom. Prilis drsné postupy solubilizacie
a purifikacie mo6zZu viest k odstraneniu takychto esencidlnych lipidov, a tym k inaktivacii proteinu.

Detergenty su amfipatické latky s polarnou (hydrofilnou) hlavnou skupinou a nepolarnym
(hydrofébnym) chvostom. Polarna ¢ast mdze byt neidnova, anidnova, katidnova alebo zwitterionova a
detergenty sa Casto klasifikuju podla toho (t. j. detergent s anidonovou polérnou ¢astou sa oznacuje ako
aniénovy detergent). Nad urcitou koncentraciou vo vodnom prostredi sa molekuly detergentu asociuju a
tvoria multimolekularne komplexy, micely, s hydrofébnym vnitrom a hydrofilnymi povrchmi. Tato
koncentracia sa oznacuje ako kriticka micelarna koncentracia (CMC). CMC je pre r6zne detergenty odlisna
a meni sa aj v zavislosti od pH, teploty a idnovej sily. Vo vSeobecnosti by vsetky timivé roztoky a roztoky
pouzivané na pripravu membranovych proteinov (na solubilizaciu, purifikaciu, skladovanie atd’.) mali mat
koncentraciu detergentu vyssiu ako CMC.
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Obr. 43 Chemicka struktura vybranych detergentov

Na stanovenie najlepsich podmienok pre kazdy membranovy protein je potrebné vyskusat
niekolko réznych detergentov a podmienok. Vytazok solubilizacie sa monitoruje stanovenim cielového
membranového proteinu v solubilizovanej frakcii pricom sa nesolubilizovany material odstrani
(ultra)centrifugaciou. Je tiez moiné aplikovat neprecisteny (crude) solubilizat priamo na Specidlne
navrhnuté chromatografické koldny, ktoré dokazu zvladnut zvysky bunkového materidlu bez upchatia,
hlavne z dévodu velkosti ¢astic chromatografického média. Detekciu proteinu je mozné vykonat Western
blotom po SDS-PAGE ale pri proteinoch s nizkou expresiou méze byt pred samotnou detekciou ciellového
proteinu potrebny krok chromatografického obohatenia. Okrem stanovenia vytazku a homogenity je
Casto potrebné monitorovat aktivitu proteinu, ktora je najlepsim ukazovatelom intaktnej struktiry (a
funkcie) proteinu. Pri niektorych membranovych proteinoch je moziné na protein solubilizovany v
detergente priamo pouzit funkéné testy, v inych pripadoch je potrebné opatovné vlozenie membranového
proteinu do umelej lipidovej dvojvrstvy (rekonstiticia membranového proteinu).

Tab. 13 Vyhody a nevyhody jednotlivych tried detergentov

Detergent class Advantages Disadvantages

Nonionic Generally mild and non-denaturing May give low solubilization yields

(e.g., dodecyl maltoside) Widely used

lonic (anionic or cationic) Can be extremely efficient in solubilization Often denaturing

(e.g., SDS, LTAB) Interfere with ion exchange separations
Zwitterionic Often used in membrane protein crystallization. More denaturing than nonionic detergents

(e.g., FOS-Choline 12) Combines the advantages of ionic and non-ionic

detergents
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Tab. 14 Vybrané detergenty casto pouZivané na purifikdciu membrdnovych proteinov

Detergent Class’ Fw CMC2Z(mM)
Brij™ 35 N 1200 0.07
C12E8 N 539 0.11
CHAPS (3[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio] Z 615 8
propanesulfonic acid)

Cymal 7 (Cyclohexyl-n-heptyl-B-D-maltoside) N 522 0.19
Decyl maltoside N 483 1.8
Digitonin N 1229 <05
DDM (dodecyl maltoside) N 511 017
FOS-Choline 12 z 352 0.12
Hecameg (6-0-(N-Heptylcarbamoyl) N 335 19.5
methyl-a-D-gluco pyranoside)

LDAO (lauryldimethylamine oxide) Z 229 1
Nonidet P40 N 615 0.25
Nonyl glucoside N 306 6.5
Octyl glucoside N 292 18
Tween™ 20 N 1228 0.06
Triton X-100 N 647 0.23

' N = nonionic; Z = zwitterionic
? At20°C to 25°C and ~ 50 mM Na*

Po solubilizacii sa membranové proteiny obvykle purifikuju ako komplexy protein-lipid-detergent.
Rozpustnost komplexov vo vodnom prostredi umoZniuje pouZitie v podstate rovnakych
chromatografickych tehchnik, aké sa pouzivaju pre proteiny rozpustné vo vode. Hlavny rozdiel spociva v
tom, Ze Cistenie membrdanovych proteinov sa vykondva s detergentom pritomnym vo v3etkych roztokoch,
¢o je nevyhnutné, z dévodu Ze komplexy protein-detergent si dynamické a v nepritomnosti volného
detergentu by okamdZite stratili molekuly detergentu a ndsledne precipitovali. Koncentracie detergentov
by mali byt nad CMC, ale mdZzu sa udrziavat priblizne 10-krat nizsie ako tie, ktoré sa pouzili pocas
solubilizacie (typicky v rozsahu 0,1 %). Vysoké koncentracie detergentov mozu znizit stabilitu proteinu.
Koncentrécie detergentov vSak musia byt pocas solubilizacie vysoké, ak je koncentracia membranovych
zloZiek vysoka. Po dokonceni solubilizacie je moZné koncentracie detergentov znizit pomocou dialyzy
alebo ultrafiltracie. Stabilitu membranovych proteinov moZno ¢asto zvysit pouZitim 5 % glycerolu vo
vsetkych timivych roztokoch pocas celého purifikacného procesu.

12.2. Multiproteinové komplexy

Mnohé protein-proteinové interakcie vedu k tvorbe stabilnych komplexov, ktoré je mozné izolovat a
charakterizovat v nativnej Strukture. Napriklad stabilné bindrne komplexy, ako st jednoduché komplexy
antigén-protilatka a komplexy proteaza-inhibitor protedzy, je mozné relativne lahko odizolovat od zmesi
ale proteinové komplexy s viac ako 10 a dokonca aj viac ako 100 r6znymi podjednotkami predstavuju
experimentalne vyzvy, ktoré sa nasobia s velkostou a poétom réznych podjednotiek.
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KliCové vyzvy sulvisiace s vyskumom multiproteinovych komplexov zahffaju napr. stabilitu -
podjednotky mdzu byt volne asociované s konkrétnym komplexom a mozu sa stratit, ked' sa na izolaciu
komplexu pouziju $tandardné biochemické metddy. Dalej su to faloine pozitivne vysledky, ked sa
Irelevantné zlozky mozu spolu s komplexom kopurifikovat a javit ako integrélne zlozky. Artefakty sa mozu
vyskytnut aj po naruseni subceluldrnej kompartmentalizacie alebo ked' su jednotlivé zlozky komplexu
nadmerne exprimované. Dynamika komplexu predstavuje dalSiu z vyziev kedZe niektoré zlozky komplexu
mozu byt len prechodne asociované s konkrétnym komplexom. Samotna velkost komplexu kedZe
multiproteinové komplexy mézu byt velmi velké (rddovo stovky alebo tisicky kDa), a preto je extrémne
komplikované purifikovat ich S$tandardnymi technikami. Napriklad nemusia byt schopné prejst
$tandardnymi filtrami na odstranenie Castic alebo vstUpit do pérov chromatografického média. Produkcia
a nadmernd expresia multiproteinovych komplexov pozostdvajucich z velkého poctu roznych
podjednotiek nie je uskutocnitelna pouzitim prokaryotickych hostitelov ako je E. coli a pri pouziti
prirodzenych zdrojov je na biochemické studie komplexov s nizkym zastipenim potrebné velké mnoZzstva
vychodiskového materidlu. V neposlednom rade su obmedzenim aj Standardné analytické techniky, napr.
hmotnostna spektrometria moze byt obmedzena velmi vysokymi pomermi hmotnostnych nabojov (m/z)
a velkymi iénmi, ktoré sa odchyluju od idedlnych trajektérii.

Pri purifikacii multiproteinovych komplexov najcastejSie pouzivame tzv. ,pull-down” eseje, ktoré
zahffaju izolaciu proteinového komplexu jeho adsorpciou na castice chromatografického média.
Imobilizované ligandy na casticiach sa Specificky viazu na zlozku komplexu, bud' prostrednictvom afinitnej
znacky (napr. GST, histidin, MBP atd’), alebo protilatky. Pull-down eseje sa ¢asto pouZzivaju na izolaciu
nizkych mnozstiev komplexov rddovo v ug, najma na ucely identifikacie jednotlivych podjednotiek. Zlozky
zachyteného komplexu sa casto nakoniec analyzuji hmotnostnou spektrometriou na identifikaciu
podjednotiek a predstavuju tak dolezité nastroje na mapovanie sieti protein-proteinovych interakecii.

Tab. 15 Typy pull-down metod pouZivanych na purifikdciu multiproteinovych komplexov

Method Advantages Disadvantages

Affinity pull-down Generic The presence of a protein tag

Ability to purify low-abundant may influence results

protein complexes Competition with the
endogenous complex

Tandem affinity purification Generic The presence of a protein tag

(TAP) Ability to purify low-abundant may influence resuits

protein complexes Competition with the

Mild conditions used throughout endogenous complex

Co-immunoprecipitation Does not require cloning and Not generic — requires access
heterologous expression to specific antibodies

Rapid if antibody is available

Afinitné pull-down testy su vhodne na izolaciu a naslednu identifikaciu proteinovych komplexov. GST
pull-down testy zahffaju afinitna purifikaciu jedného alebo viacerych nezndmych proteinov z biologickej
vzorky pomocou GST-znaceného ,ndvnadového” proteinu. GST-znaeny navnadovy protein sa viaze na
svojich partnerov a vysledny komplex sa zachytava na gul6ckach s imobilizovanym glutationom. Klti¢ovym
faktorom na identifikaciu falosne pozitivnych vysledkov, ktoré sa viazu na GST v nepritomnosti
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navnadového proteinu, je pouZitie vhodnej kontroly. Kontrolou méze byt bud' lyzat z buniek, ktoré
exprimuju GST (nie navnadovy flazny protein).
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Obr. 44 Schéma priebehu afinitinej pull-down eseje s vyuZitim ndvnadového proteinu oznaceného GST

Metdda tandémovej afinitnej pull-down eseje vyuZiva dva po sebe nasledujuce kroky afinitnej
chromatografie na izolaciu proteinovych komplexov. Dévodom pouZitia dvoch afinitnych krokov je
zvysenie Specificity purifikatného postupu a znizenie poctu faloSne pozitivnych vysledkov. Okrem toho su
podmienky pouZivané v tejto metdde mierne, aby sa zachovala integrita komplexu a maximalizoval
vytazok. Navnadovy protein (znama alebo podozrivad zlozka komplexu) je oznaleny proteinom A aj
peptidom viaZzucim kalmodulin (CBP) so Stiepnym miestom TEV protedzy medzi tymito dvoma znackami.
Dvojito oznadeny navnadovy protein je nutné exprimovat na takmer nativnych drovniach, pretoze
nadmernd expresia moze spustit nefyziologické interakcie. Komplex sa najprv adsorbuje na I1gG sefarézu
prostrednictvom proteinu A a eluuje sa Stiepenim pomocou TEV. Komplex sa potom adsorbuje na
kalmodulin sefarézu (prostrednictvom znacky CBP) a eluuje sa pomocou EGTA. Zlozky komplexu sa
separuju pomocou SDS-PAGE a analyzuju sa hmotnostnou spektrometriou. U vysSich organizmov méze
byt potrebné potlacit zodpovedajuci endogénny gén pre cielovy protein pomocou technoldgie RNAI.
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Obr. 45 Schéma priebehu tandémovej afinitinej pull-down eseje

IgG beads

Imunoprecipitdcia je relativne stard zavedena technika, ktora vyuziva protilatky na izolaciu antigénov
zo zmesi a biologickych vzoriek. Nazov je historicky a pochadza z analytickych metdd zaloZzenych na
precipitacnej reakcii ziskanej zmieSanim protilatky a antigénu v spravnom pomere. V tomto pripade ide
skor o pull-down test ako precipitacnu reakciu. Koimunoprecipitacia vyuZiva protildtky namierené proti
jednej (znamej alebo predpokladanej) zlozke komplexu. Protilatka sa viaze na svoj antigén, ktory je
sucastou multiproteinového komplexu a vytvoreny komplex protilatka-protein sa potom zachyti pridanim
chromatografického média obsahujlceho protein A alebo protein G sefarézu do zmesi. Alternativne méze
byt vhodna protilatka imobilizovana na aktivovanej matrici a nasledne pouZzitd na vychytanie vhodnych
komplexov. Podobne mdze byt protilatka zosietovana s médiom proteinu A alebo proteinu G a pouzitd na
koimunoprecipitaciu zloZiek proteinovych komplexov.
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Obr. 46 Schéma priebehu koimunoprecipitdcie

Multiproteinové komplexy z prirodzenych zdrojov (nerekombinantné, bez afinitnych znadiek) je
mozné purifikovat na strukturalne a funkcéné studie pomocou klasickych biochemickych metdd. Prirodzeny
zdroj cielového komplexu sa pouziva ako vychodiskovy material na purifikaciu a na izolaciu komplexu sa
pouziva kombinacia chromatografie a inych technik. Purifikaénd schéma sa najlepSie navrhuje
kombinaciou technik v postupnosti, napriklad kombinaciou afinitnej chromatografie (separacia podla
biospecificity) s ibhovou vymenou (separacia podla vlastnosti ndboja) a gélovou filtraciou (separacia podla
velkosti). Optimdalna kombindcia technik minimalizuje poZiadavky na Upravu vzorky medzi krokmi
purifikdcie ako je vymena timivého roztoku alebo striedanie vysokych a nizkych iénovych sil. Je délezité
udrZiavat pocet krokov na minime, aby sa maximalizovali vytazky purifikacie ale pri naro¢nych
purifikaciach, ako su tie pre multiproteinové komplexy, mdze byt potrebné pouzit vacsi pocet
purifikaénych krokov na dosiahnutie poZadovanej Cistoty. Napriklad fudsky proteazém (20S) (obsahujuci
14 podjednotiek, Mr ~ 700 kDa) a prekurzorové komplexy boli izolované z ludskej bunkovej linie pomocou
kombinacie aniénovo-vymennej chromatografie, centrifugacie v sacharézovom gradiente, afinitnej
chromatografie, chromatografie na zdklade hydrofébnej interakcie a gélovej filtracie.

Tab. 16 Klady a zdpory jednotlivych chromatografickych metod pri purifikacii multiproteinovych komplexov

Technique Separation principle Pros (+) and cons (=) for multiprotein complex purification

Gel filtration Size and shape + Mild separation conditions; separation can be achieved over a broad pH and
ionic strength range

+ Additives can be used
Affinity chromatography Biospecific affinity + Excellent specificity
- Affinity ligands (for the chromatography beads) cannot be found for all proteins

- Elution may require conditions (pH, ionic strength) that may disrupt
intracomplex interactions

lon exchange Charge + High resolution can often be achieved

chromatography - Asalt gradient is often used for elution.

This may disrupt intracomplex interactions.

Hydrophobic interaction Hydrophobicity + A useful complement to the other techniques

chromatography - High salt concentrations (e.g., 1-2 M ammonium sulfate) are often used

during sample application. This may disrupt intracomplex interactions.
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12.3. Inkldzne telieska

Rekombinantny protein, ktory sa akumuluje intraceluldrne v E. coli, sa ¢asto ukladd vo forme
inkldznych teliesok. Ide o jav ktory vznika najma z dovodu redukujuceho prostredia v cytoplazme buniek
a neumoznujuceho spravnu tvorbu disulfidovych mostikov, okrem iného. Inklizne telieska su nerozpustné
agregaty nespravne poskladaného proteinu, ktoré nemaju biologickd aktivitu a ktoré mozno pozorovat
fazovou mikroskopiou ako tmavé intracelularne Castice. SU to ale dynamické Struktury, pri ktorych za
nativnych podmienok prebieha konstantna vymena proteinov medzi solubilnou a nesolubilnou formou,
nabalovanie hostitel'skych proteinov a akumulacia materialu. Inkldzne telieska maju velkost od 0,2 do 0,6
pm. Denaturovany rekombinantny protein je hlavnou zloZkou inkliznych teliesok a pociato¢na izolacia
inkluznych teliesok centrifugdciou je preto uc¢innym krokom purifikacie proteinu. Nativny rekombinantny
protein sa ziskava z inkluznych teliesok procesom znamym ako tzv. ,refolding” ¢ize znovuskladanie do
nativnej Struktury. Zatial ¢o refolding mdze byt pre mensie proteiny a pre proteiny, ktoré neobsahuju
disulfidové mostiky, jednoduchy, v mnohych pripadoch ide o proces naro¢ny na optimalizdciu. Optimalne
podmienky pre refolding zavisia od proteinu a nemozno ich predpovedat. V literature je vsak k dispozicii
vela Udajov o refoldingu, ktoré boli zhromaZzdené v databazach (napr. databaza REFOLD). Pri nadmernej
tvorbe inkliznych teliesok existuju dve mozZnosti, ktoré treba zvazit: bud urobit krok spat a optimalizovat
kultivaéné podmienky s ciefom zvysenia podielu solubilnej frakcie cielového proteinu, alebo akceptovat
tvorbu inkliznych teliesok a vyvinut stratégie na solubilizaciu a opatovné zloZenie proteinu.

le zndme, Ze znizenad rychlost rastu zvycajne vedie kzvySenému podielu rozpustnej frakcie
rekombinantnych proteinov, a tym zniZuje tendenciu k tvorbe inkliznych teliesok. Na optimalizaciu
podmienok kultivacie sa preto oplati zvazit niekolko jednoduchych Uprav kultivaénych podmienok
zameranych na znizenie rychlosti rastu a/alebo rychlosti expresie. Nevyhodou je, Zze celkovy vytazok
rekombinantného proteinu sa v dosledku toho pravdepodobne zniZi. Znizenej rychlosti rastu sa da
dosiahnut zniZzenim teploty rastu na 20 °C az 30 °C, pri pouZziti $pecialnych kmenov aj na 12 °C. V pripade
proteinov, ktoré su exprimované pod kontrolou indukovatelného prométora, sa da rychlost expresie znizit
aj zmenou indukcénych podmienok ako je znizenie mnozstva induktora alebo kratsia indukcia expresie. Ak
sa tieto Upravy ukazu ako nedostatoc¢né, mozno zvazit komplexnejsie zmeny. Patri sem pouZitie fuznych
znaciek, ako je GST a MBP ¢i tioredoxin, o ktorych je zname, Ze zvysuju rozpustnost proteinu s ktorym su
vo flzii. Medzi dalSie mozZnosti patri koexpresia so chaperéonmi (napr. GroEL/ES) alebo inymi
komponentmi skladacieho mechanizmu a pokial Ziadna z metdd alebo Uprav nedokaze poskytnut zelané
vysledky tak aj pouZitie alternativneho hostitel'ského organizmu.

Po homogenizacii buniek sa inkldzne telieska izoluju centrifugaciou. Ide o vysoko ucinny purifikany
krok, pretoze cielovy protein je casto hlavnou zloZzkou inkliznych teliesok ale zhluky DNA, membranové
vezikuly a fragmenty bunkovej steny maju rovnaku velkost ako inkltzne telieska a pocas centrifugécie sa
mozu s inkluznymi telieskami sedimentovat. Metdda pouZitd na rozrusenie buniek uréuje velkost
vytvorenych bunkovych zvy$kov. Casto sa pouziva vysokotlakova alebo ultrazvukova homogenizacia. Na
lepsiu fragmentdciu bunkovych zvyskov, aby sa pocas centrifugacie lahsie oddelili od inkliznych teliesok,
sa odporuca vysokotlakovd homogenizacia (napr. ,,French press“). Po rozruseni buniek pridanie DNazy
znizi mnozstvo kontaminujicej DNA a pridanie detergentu (napr. 1% Triton X-100) zniZi mnoZstvo
membranového materidlu spojeného s inkliznymi telieskami. Cinidla, ktoré sa najcastejsie pouzivaju na
solubilizaciu inktznych teliesok su napr. mocovina (v koncentracii 8 az 10M) a guanidin-HCI (6M). Tieto
potom musia byt aj sucastou timivych roztokov pouZivanych na chromatografickd purifikaciu aby sa
predislo agregacii proteinov na koldne a jej naslednému upchatiu.
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Po purifikacii za denaturacnych podmienok musia byt proteiny spravne refoldované, aby znovu ziskali
svoju nativnu Strukturu a funkciu. Naj¢astejSie sa to dosahuje odstranenim denaturacnych Cinidiel, aby sa
umoznilo zloZenie proteinu a vytvorenie sprdvnych intramolekuldrnych asociacii. Refolding je
najdoleZitejSim krokom v pracovnom postupe purifikacie proteinov z inkliznych teliesok. V praxi vsak
neexistuje univerzdlny protokol na dosiahnutie efektivneho refoldingu a preto je tento krok nutné
optimalizovat pre kazdy produkovany protein. Parametre, najviac ovplyvriujice refolding su koncentracia
proteinu, teplota, reakény cas, Cinidla pouzité na ovlyvnenie tvorby disulfidovych mostikov a prisady do
timivych roztokov. Predpoklada sa, Ze prisady do pufrov pdsobia bud potlacenim agregacie (mocovina
alebo guanidin-HCl), alebo podporenim skladania proteinu (arginin, glycerol, soli).

Tab. 17 Najcastejsie aditiva timivych roztokov pri purifikdcii proteiinov z inkltiznych teliesok a obvykld koncentrdcia

Additive Concentration
Urea 2M
Guanidinium hydrochloride ™
Arginine 05M
Glycerol 04M
Sucrose 04M
Lauryl maltoside 0.3 mM
Polyethylene glycol 3550 0.05% (w/v)
Tris 05M
Triton X-100 10 mM
n-hexanol 5mM

Salts 0.5 mM

Je vysoko nepravdepodobné, Ze k okamZitej tvorbe spravnych intramolekuldrnych disulfidovych
vazieb d6jde ndhodne, ak su pritomné viac ako dva cysteinové zvysky. Pocet moznych kombindacii
dramaticky rastie so zvysujucim sa poctom disulfidovych vazieb (15 moznych kombinacii pre 3 disulfidové
vazby, 105 pre 4, 945 pre 5 atd.). Ak su disulfidové vazby potrebné pre spravne skladanie, pocas
solubilizacie sa zvycajne do timivého roztoku pridava redukéné ¢inidlo (napr. 1 az 10 mM DTT). Redukcné
Cinidlo sa nahradi disulfidovymi vymennymi cinidlami pre opatovné skladanie (napr. oxidovany +
redukovany glutatiéon alebo cysteamin + cystamin), ktoré sa pridavaju na zabezpecenie vhodného
redoxného potencialu. Cinidla tvoria zmie$ané disulfidové medziprodukty s cysteinovymi zvyskami. Tato
reakcia je reverzibilnd a proteinové disulfidové vazby sa tvoria alebo rozpadaju, kym neddjde k
najpriaznivejsej tvorbe proteinovych disulfidovych vazieb. Tento proces je znamy ako oxidacné skladanie.
Vytazky procesu oxida¢ného skladania silne zavisia od koncentracie redoxnych ¢inidiel a od pH.
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13. Zaver

Zamerom predlozeného textu je priblizit zakladné koncepty a najCastejSie vyuZivane
chromatografické metddy na purifikdciu proteinov, ¢i uz rekombinantnych alebo zo svojich prirodzenych
zdrojov. Poznatkov vtomto smere je obrovské mnozstvo a ziskanie celkového prehladu si vyzaduje
$tudium mnoiZstva zdrojov daleko nad ramec prezentovany v tomto texte, ale najmé nemat strach pri
skusani novych metdd, hfadani rieseni, kombinovani krokov a hlavne experimentovani s podmienkami
v ktorych prebieha separacia biomolekul. Poznat zakladné charakteristiky FPLC systému, koldn,
chromatografickych médii a principov separdcie predstavuje zaklad, ale len samotny priebeh separacie
ukaze kde sa zatulala bublinka, pri ktorom roztoku nie je upravné pH, ktora vzorka sa aj napriek overenym
podmienam na koldne zraza, aky je rozdiel pouzit slaby alebo silny ionomenié¢ pri purifikacii proteinu
obsahujuceho hém a mnozstvo inych situacii, ktoré je potrebné vyriesit pocas optimalizacie purifikacného
procesu.
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