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1. Uvod

Precipitace byly v pocdtcich chemie bilkovin jedinymi
dostupnymi metodami pro jejich separaci z komplexnich smé-
si. Prestoze patii k nejstarSim a nejjednodus$sim metoddm
nelze jejich vyznam podcenovat ani v souc¢asné dobé. Klasické
precipitacni metody pfi pouziti neutrdlnich soli, organickych
rozpoustédel nebo organickych polymert maji totiz fadu vy-
hod. Lze je snadno pfevést z laboratornich podminek do
poloprovozniho ¢i provozniho méfitka, mohou byt zarazeny
jako pocdtecni purifikacni krok pfi praci s hrubymi extrakty
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a vysledku je pfitom dosaZeno v relativné kratkém case. Jejich
vétsimu vyuziti v§ak brani nedostatek selektivity. Tento pro-
blém napomdhd odstranit kombinace afinitnich interakci
a precipitace do jediné metody — metody afinitni precipitace.
Prestoze byla poprvé popsdna jiz v roce 1979 Larssonem
a Mosbachem’, jeji vyznam narlstd aZ nyni, a to i diky rozvoji
jinych mechanismi nez pouzili ve své préci Larsson a Mos-
bach. Cilem tohoto sdéleni je podat ucelenou informaci o této
slibné metodé purifikace bilkovin.

2. Metody afinitni precipitace

Pro afinitni precipitace bilkovin byly pouzity tfi zakladni
mechanismy. Prvni mechanismus zahrnuje vytvareni sitového
komplexu mezi polyvalentni bilkovinou a bi- nebo polyligan-
dem. Za vhodnych podminek dochdzi k trojrozmérnému na-
rustdni tohoto komplexu, ktery se postupné stavd nerozpust-
nym, a dochdzi k jeho precipitaci (obr. 1). Tato metoda je
oznaCovdna jako afinitni precipitace pomoci homobifunk-
¢nich ligandi a v své podstaté je identickd s imunoprecipitaén{
reakci protilatky s antigenem.

V ptipadé druhého mechanismu dojde nejprve k vytvoreni
rozpustného komplexu mezi bilkovinou a ligandem, ktery je
navdzan na polymeru. K vlastni precipitaci komplexu pak
dochdzi sniZovanim rozpustnosti tohoto polymeru, a to bud
zménou fyzikdlné chemickych vlastnosti roztoku nebo piidav-
kem c¢inidla, které tento polymer zesitovdava a vyvolava tak
jeho precipitaci (obr. 2). Tato metoda je oznacovdna jako
afinitni precipitace pomocf heterobifunkénich ligandd. Vzhle-
dem ke skutecnosti, Ze vétSina v souc¢asné dobé publikovanych
praci vyuzivd pravé tohoto mechanismu, bude hlavni cast
tohoto sdéleni vénovdna této modifikaci metody afinitni pre-
cipitace.

Se zcela novou metodou afinitni precipitace pomoci mo-
difikovanych fosfolipidt piisli Kilpatrick a spol.? Fosfolipidy
s navazanym ligandem jsou rozpustény ve vodném roztoku
neiontového detergentu. Tento roztok je priddn k roztoku
purifikované polyvalentni bilkoviny. Pfitom dochdzi k nava-
zani konjugdtu ligand—fosfolipid na bilkovinu a soucasné se
snizuje diky zfedéni vychoziho roztoku modifikovanych fos-
folipid koncentrace detergentu. Tim se obnaZ{ nepolarni al-

komplex (bilkovina - bis-ligand),,

nerozpustny

Obr. 1. Princip metody afinitni precipitace pomoci homobifunkénich liganda
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kylové fetézce fosfolipidl, dochdzi mezi nimi k hydrofobnim
interakcim a vysledkem je precipitace komplexu bilkovina —
ligand—fosfolipid (obr. 3).

3. Afinitni precipitace pomoci
homobifunkénich ligandi

Afinitni precipitace pomoci homobifunk¢nich ligandt by-
vd také oznacovdna jako ,,pravd®, nebof vlastni precipitace je
skute¢né vyvoldna tvorbou afinitnich interakci mezi ligandem
a bilkovinou. Primarni podminkou pro tuto metodu afinitn{
precipitace je multivalentnost piislusné bilkoviny a pouzitého
ligandu. V pripadé bilkoviny je tato vlastnost ddna jeji struk-
turou a nelze ji tedy ovlivnit. U ligandu je uvedené skutecnosti
dosazeno spojenim dvou molekul ligandu prostfednictvim
raménka, vytvofenim tzv. bis-ligandu. Délka raménka mad
pritom podstatny vliv na precipita¢ni vlastnosti daného systé-
mu bilkovina — bis-ligand. Pokud je raménko pfili§ kratké,
bis-ligand nedokdZe spojit vazebnd mista na riznych moleku-
lach bilkoviny. Je-1i naopak raménko prili§ dlouhé, miize se
bis-ligand navdzat na vazebnd mista identické molekuly bil-
koviny. V obou piipadech nedojde k precipitaci.

Dalsi dilezitou podminkou pro tspésnou aplikaci této
metody afinitni precipitace je optimdlni pomér koncentraci
intereagujicich slozek. Stejné jako v systému protildtka —
antigen je maximalniho vyté€zku precipitace dosazeno pfi po-
méru ligand : vazebné misto rovnému 1. Proto je nutné pied
provedenim precipitace provést orientacni precipitacni expe-
rimenty pii riznych pomérech koncentraci obou slozek.

S metodou afinitni precipitace poprvé piisli Larsson a Mos-
bach, ktefi jako homobifunkéni ligand pro purifikaci laktdtde-
hydrogenasy z hovéziho srdce pouzili bis-NAD"*. Jednd se
o dvé molekuly NAD* kovalentné spojené pomoci dihydrazi-
nu kyseliny adipové. Obdobné derivaty NAD™ byly piipraveny
karbodiimidovou kondenzaci®. Bis-NAD* neni monospecific-
kym ligandem, v hrubém homogendtu s nim budou interagovat
vSechny NAD* dependentni dehydrogenasy, i kdyZ ridznou
silou. Specifitu afinitni precipitace pro danou dehydrogenasu
1ze zvysit ptidavkem substratového analoga, ktery zvysuje silu
interakce. Tato skutec¢nost plati pfedevSim u enzymi s uspo-
fadanym sekvencnim mechanismem. Afinitni precipitaci tak
Ize v pfipadé glutamdtdehydrogenasy vyvolat ptidavkem glu-
tardtu, u laktatdehydrogenasy pfidavkem oxaldtu a v piipadé

Tabulka I
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alkoholdehydrogenasy pfidavkem pyrazolu. Irwin a Tipton
dokonce vypracovali metodu afinitni precipitace, pomoci kte-
ré 1ze diky ptidavku rizného substratového analoga rozsepa-
rovatjednotlivé izoenzymy laktaitdehydrogenasy4. Prorozpus-
téni vzniklého precipitdtu je mozné pouzit NADH, ktery se na
uvedené dehydrogenasy véze silné&ji nez bis-NAD*. Obdobné
Beattie a spol.’ piipravili pro purifikaci fosfofruktokinasy
z hovéziho srdce bis-ATP. V tomto piipadé slouzi ke zvySeni
specifity precipitace citrdt, ktery u tohoto enzymu vystupuje
jako allostericky inhibitor.

NAD" a ATP jsou vSak velmi nestdlé latky, coZ samoziej-
me plati i o jejich bis-derivatech. Nezanedbatelnd je rovnéz
jejich cena. Proto byly k identickému tcelu, stejné jako v pfi-
padé afinitni chromatografie, pouzity jako pseudoafinitni li-
gandy derivdty triazinovych barev — Cibacron Blue F3GA
(cit.>) a Procion Blue H-B (cit.®?), které vykazuji obdobnou
afinitu vi¢i dehydrogenasam a jinym bilkovindm.

Poslednf aplikacf afinitni precipitace pomoci homobifun-
kénich ligandd je precipitace pomoci tzv. bis-cheldt '’ — ethy-
lenglykoltetraoctové kyseliny — EGTA a polyethylenglykol-
bisiminodioctové kyseliny — PEG(IDA), s navdzanymi kovo-
vymi jonty Cu** nebo Zn**. Tato metoda je pouZitelnd pro
bilkoviny s vice vazebnymi misty pro koordinacni vazbu
kovovych iontd, pfedevsim s povrchové dostupnymi hystidi-
nylovymi zbytky. Vzhledem k tomu, Ze kratsi polyhistidiny-
lové fetézce jsou Casto vyuzivdny v rekombinantnich techno-
logiich pro usnadnéni purifikace rekombinantnich bilkovin,
nabiz{ se zde aplikace pravé této metody1 !

Identické precipitacni chovani jako bis-ligandy vykazuji
rovnéz tzv. polyligandy, které ve své molekule obsahuji vice
nez dvé molekuly ligandu. Morris a spol.'? pouzili biotin
navdzany na polyakrylamidovém fetézci jako polyligand pro
avidin. Jednalo se v§ak pouze o pfedbézné experimenty pro-
vadéné na modelovych smésich a neni mozné objektivné
posoudit potencidlni vyhody tohoto uspotdddni.

Jak je patrné, metoda afinitni precipitace pomoci homo-
bifunkénich ligandi md fadu problematickych mist a nejednd
se tedy o metodu univerzdlni. Nevyhodou je rovnéz dlouha
inkubacni doba potfebnd pro precipitaci, kterd u nékterych
systémi dosahuje az 20 hodin. Tento mechanismus je vSak
vhodny predevsim pro bilkoviny citlivé na zmény fyzikdl-
né chemickych vlastnosti roztokt. Piehled aplikaci afinitn{
precipitace pomoci homobifunk¢nich ligandi je uveden v ta-
bulce 1.

Prehled vyuziti afinitni precipitace pomoci homobifunkénich ligandd pro purifikaci bilkovin

Bilkovina Ligand Zdroj Cit.
Laktdatdehydrogenasa bis-NAD* hovézi srdce 1,4,13-15
Glutamatdehydrogenasa bis-NAD" hovézi a krysf jatra 13-15
Alkoholdehydrogenasa bis-NAD* kvasni¢ni 13,15
Fosfofruktokinasa bis-ATP hovézi srdce 5
Laktdtdehydrogenasa bis-Cibacron Blue F3GA kralic¢i svaly 6,7
Sérovy albumin bis-Cibacron Blue F3GA hovézi sérum 6,7
Laktdtdehydrogenasa bis-Procion Blue H-B kralic¢i svaly 8,9
Hemoglobin (Zn2+)2EGTA lidsky 10
Myoglobin (Cu*),PEG(IDA), velrybi 10
Galaktosadehydrogenasa (Zn2+)2EGTA rekombinatni 11
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Tabulka II
Prehled polymert pouzitych pii afinitnich precipitacich
Polymer Precipita¢ni podminky
rozpustny nerozpustny
Prirodni polymery
Chitosan <pHS5,5 >pH 8,5
Alginat Ca*
Dextran Concanavalin A
Galaktomannan B,03%"
Syntetické polymery
Hydroxypropylmethylcelulosa <pH4)2
Kopolymer methylmethakryldt-methakrylova kyselina Eudragit S100 >pH 5.5 <pH4,7
Kopolymer N-isopropylakrylamid-N-akryloxysukcinimid NIPAM-NASI >34°C
Kopolymer N-isopropylakrylamid-glycidylmethakryldit NIPAM-GMA >27°C

Poly(N-vinylkaprolaktam) PVCL > 45 °C
Polyethylenimin PEI

k. polyakrylovd PAA

4. Afinitni precipitace pomoci
heterobifunkénich ligandi

Jak jiz bylo uvedeno, v piipadé metody afinitni precipitace
pomoci heterobifunk¢nich ligandti neni precipitace ve skutec-
nosti vyvoldna pifmo tvorbou afinitni interakce mezi bilkovi-
nou a ligandem. Za precipitaci je odpovédny polymer, ktery
zmeénou své rozpustnosti reaguje na cilené zmény ve vlastnos-
tech okolniho roztoku.

4.1. Ligandy pouzivané pfi afinitnich
precipitacich

Pro metodu afinitn{ precipitace pomoci heterobifunkénich
ligandt Ize v principu pouZzit identické ligandy jako pfi afinitn{
chromatografii. U chromatografie md vSak bilkovina pfi pri-
chodu chromatografickou kolonou vice pfileZzitosti pro vytvo-
feni afinitni interakce s imobilizovanych ligandem, coz samo-
zfejmé neplati pfi afinitni precipitaci, kde k interakci dochdz{
primo v roztoku. Ligandy pouzité pfi afinitni precipitaci tedy
musi vykazovat silnéjsi interakce nez ligandy pouZzivané v afi-
nitni chromatografii. Navic je nutné brdt v ivahu, Ze po vazbé
ligandu na polymer dochdzi k jejimu zeslabeni.

4.2. Polymery pouzivané pti afinitnich
precipitacich

Pro potfeby afinitni precipitace jsou vyuzivany polymery
rozpustné ve vodnych roztocich, které jsou schopny reagovat
i na malé zmény ve vlastnostech roztoku. Tyto zmény vyvo-
ldvaji tvorbu nové faze v dosud homogennim roztoku, tj. vznik
trojrozmérné struktury. Zména potiebnd pro prechod mezi
rozpustnou a nerozpustnou formou polymeru by méla byt
mirnd a nesmi mit vliv na samotné afinitni interakce. Idealn{
polymer pro afinitni precipitace by mél ptritom spliiovat néko-
lik dalsich pozadavki: (i) mél by obsahovat volné skupiny pro
vazbu ligandu, a to v odpovidajicim poctu pro dosazeni dosta-
tecné vazebné kapacity; (it) mél by vykazovat minimdlni
nespecifické interakce; (iii) mél by vytvaret kompaktni preci-
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pitat vhodny pro dalsi manipulace s minimem koprecipitova-
nych necistot; (iv) mél by byt opakované pouZzitelny; (v) mél
by byt levny a dostupny a (vi) nemél by byt toxicky.

V tabulce II je uveden piehled polymert, které byly dosud
pouzity pri afinitnich precipitacich. Jak je patrné, k afinitnim
precipitacim byly pouZity jak pfirodni tak syntetické polyme-
ry. Syntetické polymery vykazuji vySsi tcinnost precipitace,
nebot na rozdil od polymeri pfirodnich nejsou polydisperzni.
Za zminku stoji nékteré aplikace pfirodnich polymert chito-
sanu a alginatu, které slouzi nejen jako polymery nezbytné pro
precipitaci, ale soucasné i jako ligandy pro pfislusné bilkoviny
— lektin z pSenice'® a celulasu'’, respektive endopolygalaktu-
ronasu .

Zadny z doposud pouzitych polymeri nespliiuje viechny
uvedené pozadavky. Hlavnimi nedostatky jsou nekompletni
precipitace, nespecifické hydrofobni interakce a zachycenf
balastnich bilkovin ve struktufe precipitdtu. Uvedené problé-
my se pokusili odstranit Sun a Zhou vyuzitim polymerizova-
nych liposomi pro afinitni precipitace'”. Liposomy pfipravené
z fosfolipidii s diacethylenovymi zbytky jsou dostate¢né stdlé
a maji hydrofilni povrch bez nespecifickych interakci, jejich
precipitaci lze jednoduse vyvolat osmotickym Sokem zpiso-
benym piidavkem soli do roztoku.

4.3. Vazba ligandu na polymer

Pro vazbu ligandu na polymer Ize obecné pouzit reakce,
jez jsou pouzivany pro syntézu sorbentl pro afinitni chroma-
tografii ¢i imobilizaci enzymui. Volba reakce bude zdviset na
dostupnych funk¢nich skupindch polymeru a ligandu. Pfi této
reakci nesmi dochdzet k zesitovdni polymeru, nebot by se
snizila dostupnost ligandu pro bilkovinu a rozpustnost modifi-
kovaného polymeru. Ziskany konjugdt ligand—polymer si pfi-
tom musi zachovat afinitu viici piislusné bilkoviné a schopnost
precipitace. U precipitacni zdvislosti vSak po navazani liganda
na polymer dojde k ur¢itym posuniim, které se jeSté vice
prohloubi po vazbé bilkoviny.

Ligand je moZné vazat pfimo na aktivovany polymer, pfi-
padné ho lze navazat na monomer a ten pouzit jako kopolymer
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Tabulka IIT
Prehled aplikaci afinitni precipitace vyvolané zménou pH

Referaty

Bilkovina Polymer-ligand pH interakce pH precipitace Cit.
Trypsin NAABA-p-aminobenzamidin 8,0 4.0 20
Protein A HPMC-IgG 7,2 4,2 21
Protein A Eudragit S100-1gG 7,0 4,5 22
L-LDH Eudragit S100-CB 7,6 5,1 23
D-LDH Eudragit S100 5,5 43 24
L-LDH Eudragit S100-CB 55 4,9 25
Xylanasa Eudragit S100 5,6 43 26
Lektin ze sdji Eudragit S100-N-Ac-D-GalNH, 5,2 27
MADb Eudragit S100-lipasa 4.8 28
Lektin z pSenice chitosan 5,5 8.5 16
Celulasa chitosan 5,0 8,0 17
Trypsin chitosan — STI 55 8,5 29

L-LDH - L-laktdtdehydrogenasa, N-Ac-D-GalNH, — N-acetyl-D-galaktosamin, MAb — monoklondlni protilditka, HPMC —
hydroxypropylmethylcelulosa, STI — inhibitor trypsinu ze s6ji, NAABA — N-akryloyl-aminobenzoov4 kyselina, CB — Cibacron

Blue 3GA

Tabulka IV

Prehled aplikaci afinitni precipitace vyvolané piidavkem polyvalentnich iontt

Bilkovina Polymer-ligand Situjici ¢inidlo Cit.
Trypsin alginat-STI Ca** 30
Endogalakturonasa algindt Ca® 18
L-LDH Eudragit S100-CB 50 mM Ca** + 40 °C 31
Pyruvitkinasa Eudragit S100-CB 50 mM Ca** + 40 °C 31
ADH Eudragit S100-CB 50 mM Ca** + 40 °C 32
1eG galaktomannan-protein A B,0% 33

L-LDH - L-laktdtdehydrogenasa, ADH — alkoholdehydrogenasa, STI — inhibitor trypsinu ze s¢ji, CB — Cibacron Blue 3GA

pfi syntéze polymeru. K vazbé ligandu se nepouZzivd raménko,
nebof modifikovany polymer je pfi inkubaci se vzorkem v roz-
pustném stavu a jeho fetézce jsou natolik flexibilni, ze ramén-
ko neni nutné. Po reakci je nezbytné dikladné odstranit nezre-
agovany ligand, a to opakovanou precipitaci modifikovaného
polymeru.

4.4. Precipitacni mody

Metoda pouzitelnd k precipitaci komplexu bilkovina —
ligand—polymer bude pfedevsim zdviset na daném polymeru,
nezanedbatelné jsou vSak rovnéz vlastnosti roztoku, ze které-
ho md byt precipitace provddéna.

Precipitace vyvoland zménou pH. Polymery, které ve své
struktufe obsahuji jak ionizovatelné, tak i hydrofobni skupiny,
jsou pfi ur¢itém pH nabité a budou rozpustné v roztoku, pii
jiném pH naopak ndboj ztraceji a pak prevladaji jejich hydro-
fobni vlastnosti a dochdzi k precipitaci. Tohoto efektu je pravé
vyuzivano pii afinitnich precipitacich. Inkubace bilkoviny
s konjugdtem ligand—polymer se provadi pfi takovém pH, pfi
kterém je polymer rozpustny, ndsledné je zménou pH vyvold-
na jeho precipitace. Prehled nékterych aplikaci precipitace
vyvolané zménou pH je uveden v tabulce IIIL.
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Precipitace vyvoland pridavkem polyvalentnich iontii. Pri-
davek opacné nabitych polyvalentnich iontd k roztoku nabité-
ho polymeru vyvoldva tvorbu komplexu, ktery postupné na-
riistd a ndsledné precipituje. U&innost precipitace je pritom
z4visld na daném iontu. Typickym piikladem takového poly-
meru je algindt, ktery precipituje po pfidavku dvojmocnych
nebo trojmocnych iont napi. Ca**. Eudragit S100, ktery je
obvykle precipitovan zménou pH, 1ze rovnéz precipitovat pii-
davkem Ca®* v kombinaci se zvysenou teplotou. Na identickém
principu je rovnéZ zaloZena precipitace galaktomannamu pomoci
iontu B 405' . Prehled nékterych aplikaci precipitace vyvolané
pridavkem polyvalentnich iontd je uveden v tabulce IV.

Precipitace vyvoland pridavkem opacné nabitého polyme-
ru. Precipitaci nabitého polymeru Ize vyvolat piidavkem opac-
né nabitého polymeru, vznikly polyeletrolytovy komplex je
ndsledné precipitovan zménou pH. Pii jediné doposud publi-
kované aplikaci uvedeného zptisobu precipitace pouzili Dis-
sing a Mattiasson®* pro afinitn{ precipitaci laktdtdehydrogena-
sy z hovéziho srdce jako konjugdt Cibacron Blue 3GA navé-
zanou na polyethyleniminu a kyselinu polyakrylovou jako
opacné nabity polymer.

Precipitace vyvoland zménou teploty. Charakteristickym
parametrem nékterych polymert je tzv. bod zdkalu, coz je te-
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Tabulka V
Prehled aplikaci afinitni precipitace vyvolané zménou teploty
Bilkovina Polymer-ligand Precipitacni teplota Cit.
Trypsin PVCL-STI 45°C 35
Alkalickd proteasa NIPAM-p-aminobenzamidin 50 °C + 0,94 % NaCl 36
Trypsin NIPAM-NASI-p-aminobenzamidin 42 °C + 3, % (NH,,SO, 37
Trypsin NIPAM-GMA-p-aminobenzamidin 34 °C+ 3,8 % (NH,),SO, 37
Protein A NIPAM-GMA-IgG 34 °C+ 3,8 % (NH,),S0, 37
Antigen NIPAM-GMA-MAb 31°C 38
1gG NIPAM-NASI-protein A 37°C 39
Inhibitor trypsinu VCL-VI-Cu* 45°C 40
NIPAM-VI-Cu** 35°C
Inhibitor a-amylasy NIPAM-IDA-Cu?* 35°C 41
NIPAM-VI-Cu** 35°C
Anti-BSA IgG PST-NIPAM-GMA-BSA 30°C 42
PST-NIPAM-MMA-BSA 40°C
Antigen NIPAM-IgG 32°C 43
C reaktivni protein NIPAM-GMA-APPC 32°C + Ca** 44

BSA - hovézi sérovy albumin, PVCL — polyvinylkaprolaktam, STI — inhibitor trypsinu ze s6ji, NIPAM — poly-N-isopropylak-
rylamid, NASI — N-akryloxysukcinimid, GMA — glycidylmethakryldt, MAb — monoklondlni protildtka, VCL — vinylkaprolaktam,
VI - vinylimidazol, IDA — iminodioctova kyselina, PST — polystyren, MMA — methakrylovad kyselina, APPC — aminofenylfos-

forylcholin

plota pfi které se pivodné homogenni roztok polymeru sepa-
ruje do dvou fazi — vodné fdze a faze polymeru. Tento fazovy
prechod je zptisoben asociaci polymeru do vétsich agregatd
prostfednictvim hydrofobnich interakci. Pokud tento teplotn{
prechod lezi v rozsahu teplotni stability piislusné bilkoviny,
1ze polymer pouzit k afinitni precipitaci. K danému dcelu byly
pouzity predevsim syntetické polymery na béazi poly(N-iso-
propylakrylamidu) — NIPAM nebo poly(N-vinylkaprolakta-
mu) — PVCL. Pfehled nékterych aplikaci precipitace vyvolané
zménou teploty je uveden v tabulce V.

Precipitace vyvoland pridavkem situjici bilkoviny. K pre-
cipitaci komplexu bilkovina — ligand—polymer lze také pouzit
situjictho efektu jiné polyvalentni bilkoviny. Piikladem mutze
byt precipitace komplexu laktdtdehydrogenasa — Cibacron
Blue 3GA-dextran pomoci lektinu concanavalinu A (cit.45).
Jednd se vlastné o vyuziti dvou riznych afinitnich interakei
pro afinitni precipitaci.

4.5. Postup precipitace

Purifikace bilkovin metodou afinitni precipitace pomoci he-
terobifunkénich ligandd probihd v nékolika ndslednych krocich:
vazba bilkoviny — heterobifunkéni ligand je pfiddn ke
vzorku za podminek, které jsou vhodné pro vytvofeni
afinitn{ interakce, vznikly komplex bilkovina —ligand—po-
lymer zGstavd v rozpustném stavu,
precipitace komplexu — nékterou z vySe uvedenych metod
je vyvoldna precipitace komplexu, precipitdt je poté z roz-
toku oddélen centrifugaci. Rychlost a vytézek precipitace
je mozné v nékterych piipadech zvysit pfidavkem nemo-
difikovaného polymeru, ktery napomahd vytvafeni preci-
pitacnich center v roztoku,
promyti — pokud je precipitace provddéna z hrubého homoge-
ndtu, dochdzi pfi ni k koprecipitaci nespecificky vdzanych
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balastnich bilkovin. Cst balastnich bilkovin je rovnéz za-
chycena ve vnitini struktufe precipitatu. Pro zvySeni spe-
cifity je nezbytné tyto bilkoviny z precipitdtu odstranit, coz
je mozné provést rozpusténim precipitatu a jeho opétov-
nym vysraZzenim, ptipadné pfimym promytim precipitatu,
disociace purifikované bilkoviny a odstranéni konjugdtu
ligand—polymer — pfi afinitni precipitaci je purifikovana
bilkovina navdzand nejenom na vnéj$im povrchu precipi-
tatu, ale i v jeho vnitin{ struktuie. Vzhledem k této skutec-
nosti byly testovdny dva pfistupy disociace bilkoviny
z komplexu, a to bud piimo z precipitovaného komplexu
nebo po jeho rozpusténi. V prvém piipadé zlstdva konju-
gdt ligand—polymer v precipitovaném stavu, coz je vyhod-
né pro jeho odstranéni z roztoku separované bilkoviny.
V druhém piipadé musi byt ze stejného diivodu konjugat
opétovné precipitovan. Konkrétni metoda disociace bude
zdviset na daném systému bilkovina—ligand,

regenerace konjugdtu ligand—polymer—primarni podmin-
kou pro ekonomicky efektivni metodu afinitni precipitace
je opakované pouziti konjugdtu ligand—polymer. Pfedtim
je nezbytné z konjugdtu odstranit nejenom vSechny nava-
zané necistoty, ale i ¢inidla pouzita k disociaci.

4.6. Specidlni modifikace metody
afinitni precipitace pomoci
heterobifunkc¢nich ligandi

Jednim z probléml metody afinitni precipitace pomoci
heterobifunkénich ligandi jsou nespecifické interakce balast-
nich bilkovin se samotnym polymerem, které sniZuji specific-
kou aktivitu purifikovanych bilkovin. Aby pfedesli tomuto
problému, vypracovali Shu a spol. tzv. sekvenéni precipitacni
proceduru“, pri které jsou za sebou provedeny nespecifickd
a afinitni precipitace. Tuto metodu aplikovali pfi purifikaci
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D-laktdtdehydrogenasy z bakterie Leuconostoc mesenteroides.
Pri nespecifické precipitaci byl k hrubému extraktu pridan
nemodifikovany polymer — Eudragit S100, pficemz doslo
k precipitaci balastnich bilkovin a D-laktdtdehydrogenasa zi-
stala v roztoku. Ziskany supernatant byl po dpravé pH podro-
ben vlastni afinitni precipitaci s konjugdtem Cibacron Blue
3GA-Eudragit S100. Pomoci této metody doslo nejenom ke
zvySeni specifické aktivity vysledného enzymového prepara-
tu, nezanedbatelnou vyhodou je rovnéZ moznost pouZit pro
purifikaci pffmo hruby extrakt, neboft pfi prvnim precipitaénim
kroku dochdzi k odstranéni zbyvajicich fragmentt bakteridl-
nich bunék.

Kombinaci metody afinitni precipitace s metodou dvoufd-
zovych separaci vyuzili pro purifikaci laktatdehydrogenasy
z prasecich svald Guoquiand a spol.25 Vysli pritom ze skutec-
nosti, Ze pti dvoufdzovych separacich v systému polyethylen-
glykol — dextran se Eudragit S100 separuje z vice nezZ 98 %
v horni polyethylenglykolové fazi. Hruby extrakt byl nejprve
podroben dvoufdzové separaci v systému 6 % polyethylengly-
kol 8000 — 8 % dextran T250, pricemz LDH se separovala do
dolni dextranové faze. Horni polyethylenglykolova faze byla
nahrazena novou, do které byl navic ptidan konjugat Cibacron
Blue 3GA-Eudragit S100. Tim doslo ke zméné distribu¢niho
koeficientu laktatdehydrogenasy a ta se separovala do horni
polyethylenglykolové faze. Komplex laktatdehydrogenasa —
Cibacron Blue 3GA-Eudragit S100 byl z polyethylenglykolo-
vé faze precipitovdn snizenim pH.

5. Afinitni precipitace pomoci modifikovanych
fosfolipidi

Také u této metody neni precipitace vyvoldna pfimo tvor-
bou afinitni interakce mezi piisluSnou bilkovinou a konjuga-
tem ligand—fosfolipid. K precipitaci vzniklého komplexu do-
chdzi diky hydrofobnim interakcim mezi alifatickymi fetézci
jednotlivych fosfolipidovych molekul. Tyto fetézce byly pa-
vodné komplexovany molekulami neiontového detergentu,
avsak po piidavku roztoku fosfoslipidu v neiontovém deter-
gentu do roztoku purifikované bilkoviny dochdzi ke snizeni
koncentrace detergentu a fetézce prestdvaji byt chranény proti
vzdjemnym hydrofobnim interakcim. Tim se tato metoda afi-
nitni precipitace 1i${ od metody, kterd vyuZziva heterobifunkcni
ligandy, nebot pro vyvoldni precipitace neni nutnd zména
fyzikdlné chemickych vlastnosti vysledného roztoku. Jak afi-
nitni interakce, tak i hydrofobni interakce jsou totiZ inicializo-
vany prostym smichdnim roztoku bilkoviny s roztokem fosfo-
lipidt. Kilpatrick a spol. pouzili pfi svych experimentech
synteticky fosfolipid — dimyristoylfosfatidylethanolamin, na
ktery navazali jako ligand biotin, a oktaethylenglykol-n-dode-
cylether jako neiontovy detergent. Uvedeny konjugdt biotin—
fosfolipid byl vyuzit pro purifikaci avidinu z vaje¢ného bilku?,
respektive pro purifikaci polyklondlnich a monoklondlnich
protildtek proti biotinu®’.

6. Zavér
Metoda afinitnich precipitaci kombinuje d¢innost a jedno-

duchost klasickych precipita¢nich metod se selektivitou danou
metoddm zaloZenym na afinitnich interakcich. Jejimi hlavni-
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mi vyhodami jsou pfedevs$im nizké provozni ndklady, rychlé
a snadné provedeni a moznost pifimé prace s hrubymi bilko-
vinnymi extrakty. V tomto sméru lze predpoklddat jeji dalsi
rozvoj jako mozné alternativy afinitni chromatografie v polo-
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Z. Glatz (Department of Biochemistry, Faculty of Science,

Masaryk University, Brno): Affinity Precipitation of Pro-
teins

Affinity precipitation combines high performance and sim-

plicity of precipitation methods with high selectivity achieved
in affinity methods of protein purification. The affinity pre-
cipitation could have a great potential as an alternative or
complement to affinity chromatography, mainly in down-
stream processes. Basic principles and characteristics of the
method are given. In addition, the paper describes some special
applications of affinity precipitation in protein purification.



