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1. Uvod

Vysadni postaveni mezi biomakromolekulami co se tyce
praktického vyuziti maji bilkoviny, nebot se v organismech
podileji na celé radé funkci. Z toho vyplyvd jejich Siroké
prumyslové a medicinské uplatnéni. Nelze rovnéz opomenout
pouziti bilkovinnych prepardtl jak v zdkladnim, tak i apliko-
vaném vyzkumu. V zdvislosti na jejich konec¢né aplikaci jsou
ptitom pozadovany bilkovinné preparity o rdzném stupni
Cistoty, coz klade rozdilné ndroky na jejich purifikaci.

Jako vychozi materidl slouZi jak rostlinné, tak Zivocisné
tkané, predevs§im vSak mikroorganismy. Mnoho bilkovin pt-
vodné rostlinného ¢i zivoc¢isného ptiivodu bylo klonovano a po
expresi rekombinantni DNA v bakteridlnich, kvasni¢nych ne-
bo savcich bunkdch jsou ziskdvany pravé z téchto zdroja.
Vzhledem k tomu, Ze tyto technologie znacné usnadnily zis-
kavéni vychoziho materidlu, predstavuji nyni ndklady na pu-
rifikaci dané bilkoviny 50-90 % jejich celkovych produkénich
nédklada'. Tato skutecnost je ddna tim, Ze bilkoviny jsou velice
Casto izolovdny z hrubych extrakt, ve kterych tvofi purifiko-
vand bilkovina vedle bilkovin balastnich pouze minoritni po-
dil, a rovnéz faktem, Ze bilkoviny se jen velmi madlo lis{ ve
svych fyzikdlné-chemickych vlastnostech, na nichz jsou zalo-
Zeny klasické purifikacni postupy. Ty jsou tedy v mnoha
ptipadech nejen zdlouhavé a mélo specifické, ale vedou i ke
ztratam izolovanych bilkovin.

Charakteristickou vlastnosti, kterou se vSak bilkoviny na-
vzdjem odlisuji, je schopnost tvorby biospecifickych komple-
xU s jinymi molekulami. Tuto schopnost — schopnost tvorby
afinitnich interakci —1ze vyuzit pfi jejich purifikaci, a zefektiv-
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nit tak cely proces. Rychlejsi a selektivnéjsi separatni metody
by mély napomoci zvySeni vyté€zku, a tim i sniZzeni produk-
¢nich ndkladi. V tomto sméru lze praveé ocekdvat vétsi rozvoj
metod zaloZenych na afinitnich interakcich® a pfedeviim je-
jich uplatnéni v pocdtecnich fazich purifikace.

2. Metody zalozené na afinitnich interakcich

Zdkladem vSech metod zaloZenych na afinitn{ interakci je
tvorba specifického, stabilnitho a reverzibilniho komplexu me-
zi danou bilkovinou a piislusnym ligandem®. Ligandem pfi-
tom muZe byt jak latka nizkomolekuldrn{, tak vysokomoleku-
larn{, latka anorganického ¢i organického charakteru. Afinitn{
interakci je pfitom nutné brat jako komplexni soubor interakct,
nebot se na ni podileji elektrostatické, poldrni i hydrofobni
interakce a van der Waalsovy sily. Pro interakci je dilezitd
také geometrie vazebného mista, tj. prostorové uspotrddani
interagujicich funkénich skupin a jejich stérickd dostupnost,
a charakter samotného prostiedi, ve kterém k interakci dochd-
zi, jeho iontovd sila, pH, pfitomnost iontl atd.

Interakci mezi bilkovinou (P) a ligandem (L) Ize popsat
jednoduchou rovnici:

P+L = PL

Sila této interakce je vyjadfena afinitni konstantou K,,
respektive jeji reciprokou hodnotou, konstantou disociacn{

b
Afinitni konstanta (rovnovaznd, asociacni)

(PL]

= K, = 10~10° mol™"1
PLIL] (K, 0"-10° mol™.1)

A

Disocia¢ni konstanta

K=K} (Kp=10"-10" mol.I"")

Hodnota disocia¢ni konstanty pro danou dvojici bilkovi-
na-ligand by se méla pohybovat ve vyse uvedeném rozsahu.
Jestlize je disociacni konstanta pfili§ vysokd, k afinitni inter-
akci nemusi dojit, je-li naopak nizkd, extrémni podminky
potiebné k disociaci komplexu na ptvodni slozky mohou
denaturovat danou bilkovinu. Velikost disociacni konstanty
rovnéz urcuje pouzitelnost prislusné afinitni metody pro dany
afinitn{ pdr. Je totiZ nutné brat v tvahu, Ze u metod, u kterych
dochdzi ke vzniku afinitni interakce v roztoku, musi byt sila
interakce vyssi, nez u chromatografickych metod, kde inter-
akce vznikd pfi prichodu separované bilkoviny chromatogra-
fickou kolonou. Prehled nékterych ¢astéji pouzivanych afinit-
nich part bﬂkovina—ligand4 spolu s hodnotami disociacnich
konstant je uveden v tabulce 1.

Pro usnadnéni separace afinitniho komplexu z roztoku je
ligand imobilizovan na nosici, ktery mize byt nerozpustny,
rozpustny, piipadné reverzibiln€ rozpustny—nerozpustny. Typ
nosice a predevsim zptisob separace afinitniho komplexu jsou
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Tabulka I
Prehled nejcastéji pouzivanych afinitnich part bilkovina—li-
gand

Bilkovina Ligand K, [mol.I™"
Polyklondlni protildtka antigen 10107
Monoklondlnf protildtka antigen 107'%-107®
Avidin biotin 107"
Lektin sacharid 10°-107
Vazebny protein hormon, toxin 107'%=107°
Enzym substrat 107-107
Enzym inhibitor 1074107

charakteristické pro konkrétni afinitni metodu. V soucasné
dobé je zndma celd fada metod zaloZenych na afinitnich inter-
akcich. Mezi zdkladn{ afinitni metody patff afinitni chromato-
grafie, afinitni membrdnova filtrace a ultrafiltrace, afinitn{
dvoufdzové separace a afinitni precipitace.

Afinitni chromatografie je zaloZena na interakci mezi bil-
kovinou a ligandem imobilizovanym na chromatografickém
sorbentu™®, Tento sorbent miiZe byt umistén v chromatogra-
fické koloné, na kterou je nanesen vzorek, ptipadné mize byt
pfimo piiddn do roztoku vzorku. Po vymyti balastnich bilko-
vin je ze sorbentu eluovdna purifikovana bilkovina. Diky své
vysoké selektivité umoznuje afinitni chromatografie separo-
vat slozité smési bilkovin s vysokym stupném preciSténi.
Nevyhodou vsak je nizkd kapacita a vysoka cena afinitnich
sorbentd. Pfi prdci s hrubymi extrakty navic dochdzi k ucpd-
vani chromatografickych kolon. Afinitni chromatografie je tak
obvykle pouzivdna jako jeden z poslednich purifika¢nich kro-
kd, kdy se pracuje jiz s malymi objemy vzorku, a jeji pouZziti
v poloprovoznim a provoznim méfitku je omezené. Proto
existuje snaha o integraci afinitnich interakci s rozlicnymi
separacnimi metodami, jako jsou filtrace a ultrafiltrace, faizové
separace a precipitace.

Afinitni membranovd filtrace kombinuje specifitu afinitni
interakce a rychlost a objemovou kapacitu membranové filtra-
ce’®. Ligand je imobilizovan na filtraéni membrané, pres
kterou je filtrovan roztok vzorku. Zatimco nezachycené ba-
lastni bilkoviny membrdnou volné prochdzeji, purifikovana
bilkovina se na ni navdze a po promyti membrdny je nasledné
eluovdna. Pouziti této metody je limitovdno ucpavanim pord
membrdny, jeji nizkou vazebnou kapacitou a vysokou cenou
doposud pouzivanych membran.

Afinitni ultrafiltraci 1ze uZit misto afinitni membrdnové
filtrace’. Ligand vSak neni imobilizovan na ultrafiltra¢ni mem-
brane, ale na vysokomolekuldrnim polymeru, respektive ¢as-
tici, které jsou pfidany pifimo do roztoku vzorku. Pro jeho
ultrafiltraci je pak pouZzita membrdna s takovou velikosti pora,
aby balastni bilkoviny mohly membranou volné prochdzet,
zatimco vznikly makromolekuldrni afinitni komplex je zadr-
Zen. Po jejich vymyti je vyvoldna disociace komplexu a puri-
fikovand bilkovina jiZ volné projde ultrafiltracni membranou.
Jistym omezenim této metody je stdle jeSté€ vysokd cena po-
uzivanych ultrafiltra¢nich membran.

Afinitni dvoufdzové separace vyuzivaji déleni latek mezi
dv& navzdjem nemisitelné faze'®'!, kterymi byvaji nejcast&ji
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vodné roztoky polyethylenglykolu a dextranu. Bilkoviny se
distribuuji mezi tyto dvé faze podle rozdélovaciho koeficientu.
Tuto distribuci pfitom Ize posunout tim, Ze na jednu z fazi se
navéaze afinitni ligand. Purifikovand bilkovina se tak distri-
buuje vyhradné do této faze, pricemz distribuce balastnich
bilkovin se neméni. Opakovanou vyménou faze bez ligandu
pak postupné dochazi k precistovani purifikované bilkoviny,
kterd je poté z komplexu s ligandem disociovdna. Nevyhodou
této metody je kontaminace vycisténé bilkoviny stopami po-
lymeru, vysoka cena pouzivanych polymert a problémy s je-
jich recyklaci.

Afinitn{ precipitace je metoda, pfi které dochdzi ke vzniku
afinitnitho komplexu mezi purifikovanou bilkovinou a bis-
nebo polyligandemlz. Tento komplex ndsledné¢ samovolné,
respektive zménou fyzikdlné-chemickych vlastnosti roztoku
precipituje, pticemz balastni bilkoviny ztstdvaji v roztoku. Po
centrifugaci a opakovaném promyti precipititu je vyvoldna
disociace afinitniho komplexu a purifikovand bilkovina pre-
chdzi do roztoku. Problémem u této metody ztistavaji nespe-
cifické interakce mezi komplexem a balastnimi bilkovinami,
a tim i sniZzeny stupenn dosahovaného precisténi.

3. Heterobifunkéni ligandy

Klasickad afinitni chromatografie stdle jesté ztstdva neij3po-
uzivanéjsi metodou zaloZenou na afinitnich interakcich®18
Diilezitym krokem v pfipravé afinitniho sorbentu je imobili-
zace pifsluSného ligandu. Kovalentni imobilizace obvykle
vede ke statistické orientaci ligandu, coz se odrazi v jeho nizké
dostupnosti pro purifikovanou bilkovinu. Tento problém c¢a-
stecné eliminuje imobilizace reverzibilni, pfi které je ligand
imobilizovan prostfednictvim specifickych nebo nespecific-
kych interakci, pfipadné prostfednictvim reverzibilni kova-
lentni vazbylg. Pomoci tohoto pfistupu lze snadno pfipravit
afinitni sorbent pozZadovanych vlastnosti, jako jsou typ a kon-
centrace ligandu. Dal$i nezanedbatelnou vyhodou reverzibiln{
imobilizace je moznost intenzivniho promyti ¢i dokonce steri-
lizace vychoziho sorbentu bez imobilizovaného ligandu pied
jeho opakovanym pouZitim, coz je nezbytné predevsim pfi
produkci farmakologickych preparati.

Jednim z piistupli pro reverzibilni imobilizace ligandi
v afinitni chromatografii je vyuziti tzv. heterobifunk¢nich li-
gandﬁzo. Tuto metodou zavedl v roce 1989 prof. B. Mattiasson
z univerzity v Lundu ve Svédsku. Heterobifunkéni ligandy
jsou molekuly, které obsahuji dvé mista schopnd interakce.
Prvni z nich — vazebné misto V — slouZzi k reverzibiln{ imobi-
lizaci této molekuly na pfislusny chromatograficky sorbent.
Druhé — afinitni misto A — je zodpovédné za biospecifickou
interakci s purifikovanou bilkovinou. Ve vétsin€ piipadi jsou
heterobifunkéni ligandy syntetizovany z odpovidajicich slo-
Zek. Mohou vSak mezi né byt fazeny i nativni molekuly, jako
jsou bilkoviny, fosfolipidy ¢i koenzymy, které obsahuji mista
pro obé potiebné interakce piimo ve své struktufe.

3.1. Strategie pouziti
heterobifunkénich ligandt

Pti préci s heterobifunkénimi ligandy lze pouZzit dvé stra-
tegie, které se lisi ve zplsobu vytvdreni afinitniho komplexu
(obr. 1).
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Obr. 1. Dvé strategie vyuziti heterobifunké¢nich ligandi v afinitni chromatografii

Tabulka II

Prehled aplikaci heterobifunkénich ligandii vyuzivajicich nespecifické interakce

Heterobifunkénfi ligand Interakce Lit.
vazebnd afinitni

Dinonylfenylethoxylat—trypsin hydrofobni trypsin—STI 25

Brij 76-triazinova barviva hydrofobni triazinova barviva—RNAsa 26

Sérovy albumin hydrofobni{ albumin—protildtka 27

Protilatky hydrofobn{ protildtka—antigen 28

Lecitin hydrofobni{ lecitin—fosfolipasa C 29

Tabulka IIT

Prehled aplikaci heterobifunkénich ligandi vyuzivajicich specifické interakce

Heterobifunkéni ligand Interakce® Lit.
vazebnd afinitni

STI-dextran—CB trypsin—STI CB-LDH 20
Dextran—STI trypsin—STI dextran—Con A 30
Ovalbumin protildtka—ovalbumin ovalbumin—-Con A 31
Biotin—ligand avidin—biotin ligand-? 32
NAD, NADP, ATP, UTP borit koenzymy—enzymy 33-35
o, Makroglobulin Cu** 0., makroglobulin—endopeptidasy 36
Con A Cu** Con A-ovalbumin 37
Iminodioctovd kyselina-PEG-ligand Cu* ligand-? 38
Dextran—ligand Con A—dextran ligand-? 39

* STI - inhibitor trypsinu ze s6ji, CB — Cibacron Blue 3G-A, LDH - laktdtdehydrogenasa, Con A — konkanavalin A, PEG —

polyethylenglykol, ? — rizné aplikace

V prvém piipadé je heterobifunkéni ligand pfiddn pfimo
do extraktu biologického materidlu. Po inkubaci, pii které
doslo k vytvoreni afinitniho komplexu, je roztok nanesen na
dany chromatograficky sorbent, na ktery se tento komplex
navéaze prostiednictvim vazebného mista heterobifunkéniho

129

ligandu. Po vymyti balastnich bilkovin je pfislusnym zpiso-
bem eluovdna specificky navdzand purifikovand bilkovina. Ze
sorbentu je poté eluovdn i heterobifunkéni ligand. Pfi tomto
postupu vsak mtize v roztoku dochédzet k vazbé balastnich
bilkovin na vazebnou ¢ést heterobifunkcniho ligandu, proto se
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tento postup pouzivd méné casto. Jeho vyhodou vsak je, Ze
k vytvéareni afinitni interakce dochdzi v roztoku, ¢imz jsou
eliminovdny stérické ¢i difuzni limitace.

Ve druhém piipadé je heterobifunkéni ligand nanesen na
pfislusny chromatograficky sorbent a ziskany afinitni sorbent
je pouzit zptisobem obvyklym v afinitni chromatografii. Ten-
to sorbent lze pouZivat opakované bez dal§ich manipulaci.
V obou pifipadech vSak nesmi byt k eluci purifikované bilko-
viny pouzita metoda, kterd by soucasné ze sorbentu uvolilo-
vala heterobifunk¢énf ligand.

3.2. Rozdéleni heterobifunk¢nich
ligandd podle druhu pouzité
vazebné interakce

Pro vazbu heterobifunkéniho ligandu na dany sorbent jsou
vyuzivany nespecifické i specifické interakce. Kazdd z uvede-
nych variant md své vyhody a nevyhody. Pro nespecifickou
vazbu byly vyuzity hydrofobni interakce. Jako vazebnd cast
heterobifunk¢niho ligandu byly pouzity kratsi hydrofobni fe-
tézec, neiontovy detergent, pripadné piimo hydrofobni Cdst
dané molekuly. Pro jejich vazbu byly pouzity sorbenty jak pro
hydrofobni, tak pro chromatografii s obrdcenymi fizemi — C .
HIlavni vyhodou tohoto uspofdddni je skutecnost, Zze uvedené
sorbenty jsou dostatecné chemicky i fyzikdlné stabilni a pro
jejich ¢isténi 1ze pouzit i drastictéjsi metody. Problémem vsak
jerozsah nespecifické vazby balastnich bilkovin pfimo na tyto
sorbenty.

Tato nevyhoda samozfejmé odpadd u metod zalozenych
na specifickych interakcich. Pro imobilizaci byly pouZity sys-
témy enzym-—inhibitor, avidin—biotin, protildtka—antigen, lek-
tin—sacharid, systémy vyuZivajici borondtovou chromatogra-
fii*!?* a chromatografii na imobilizovanych kovovych ion-
tech®®?% V porovndni s hydrofobni interakci jsou metody
zaloZené na specifickych interakcich mnohem citlivéjsi na
fyzikdlné-chemické faktory prostfedi, a moznosti ¢isténi vlast-
niho sorbentu jsou tim omezené. Tato skutecnost plati prede-
v§im v piipadech, kdy se na vazebné interakci podili bilkovina.
Nezanedbatelnou vyhodou vsak je, Ze se jednd o orientovanou
imobilizaci, coZ se odrdZi v lepsi dostupnosti ligandu pro
vycisténou bilkovinu.

Neékteré ptiklady aplikaci heterobifunkénich ligandi spolu
s pouzitou interakci jsou uvedeny v tabulkéach II a III.

4. Zavér

Reverzibilni imobilizace pomoci heterobifunk¢nich ligan-
dd predstavuje jednoduchou metodu piipravy sorbentd pro
afinitni chromatografii. Timto zptisobem lze velice rychle pfi-
pravit sorbent poZadovanych vlastnosti, jako jsou typ a kon-
centrace piislusného ligandu. Po eluci heterobifunkcniho li-
gandu a regeneraci lze sorbent vyuzit pro dalsi aplikace, ¢imz
je eliminovana hlavni nevyhoda afinitni chromatografie, tj.
potfeba mit pro kazdou aplikaci novy chromatograficky sor-
bent. Nezanedbatelnd je rovnéZ moznost dikladného pro-
myti zdkladniho sorbentu bez nebezpeci znic¢eni piislusného
ligandu. Tato skute¢nost by méla napomoci vétSimu rozsiten{
afinitni chromatografie do poloprovoznich a provoznich mé-
ritek.
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Z. Glatz (Department of Biochemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Brno): Application of Heterobifunctio-
nal Ligands in Affinity Chromatography

A very important step in the design of affinity sorbents is
the choice of an appropriate method for immobilization of the
affinity ligand. Covalent immobilization usually leads to sta-
tistical orientation of ligands and a part of the ligands is not
accessible for binding. An alternative to covalent immobi-
lization is reversible immobilization, which leads to orienta-
tion of affinity ligands. The immobilization can be reversed
and the column after regeneration can be employed in immo-
bilization of a different ligand and used in another application.
A choice for reversible immobilization is the use of heterobi-
functional ligands. The ligands are molecules having two
binding sites — one for the molecule of the substance to be
purified and the other binding to the affinity support. Basic
principles of such use of heterobifunctional ligands in affinity
chromatography are given together with their applications in
protein purification.
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