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1. ⁄vod

Precipitace byly v poË·tcÌch chemie bÌlkovin jedin˝mi
dostupn˝mi metodami pro jejich separaci z komplexnÌch smÏ-
sÌ. P¯estoûe pat¯Ì k nejstaröÌm a nejjednoduööÌm metod·m
nelze jejich v˝znam podceÚovat ani v souËasnÈ dobÏ. KlasickÈ
precipitaËnÌ metody p¯i pouûitÌ neutr·lnÌch solÌ, organick˝ch
rozpouötÏdel nebo organick˝ch polymer˘ majÌ totiû ¯adu v˝-
hod. Lze je  snadno p¯evÈst z laboratornÌch podmÌnek  do
poloprovoznÌho Ëi provoznÌho mÏ¯Ìtka, mohou b˝t za¯azeny
jako poË·teËnÌ purifikaËnÌ krok p¯i pr·ci s hrub˝mi extrakty

a v˝sledku je p¯itom dosaûeno v relativnÏ kr·tkÈm Ëase. Jejich
vÏtöÌmu vyuûitÌ vöak br·nÌ nedostatek selektivity. Tento pro-
blÈm napom·h· odstranit kombinace afinitnÌch interakcÌ
a precipitace do jedinÈ metody ñ metody afinitnÌ precipitace.
P¯estoûe byla poprvÈ pops·na jiû v roce 1979 Larssonem
a Mosbachem1, jejÌ v˝znam nar˘st· aû nynÌ, a to i dÌky rozvoji
jin˝ch mechanism˘ neû pouûili ve svÈ pr·ci Larsson a Mos-
bach. CÌlem tohoto sdÏlenÌ je podat ucelenou informaci o tÈto
slibnÈ metodÏ purifikace bÌlkovin.

2. Metody afinitnÌ precipitace

Pro afinitnÌ precipitace bÌlkovin byly pouûity t¯i z·kladnÌ
mechanismy. PrvnÌ mechanismus zahrnuje vytv·¯enÌ sÌùovÈho
komplexu mezi polyvalentnÌ bÌlkovinou a bi- nebo polyligan-
dem. Za vhodn˝ch podmÌnek doch·zÌ k trojrozmÏrnÈmu na-
r˘st·nÌ tohoto komplexu, kter˝ se postupnÏ st·v· nerozpust-
n˝m, a doch·zÌ k jeho precipitaci (obr. 1). Tato metoda je
oznaËov·na jako  afinitnÌ precipitace pomocÌ homobifunk-
ËnÌch ligand˘ a v svÈ podstatÏ je identick· s imunoprecipitaËnÌ
reakcÌ protil·tky s antigenem.

V p¯ÌpadÏ druhÈho mechanismu dojde nejprve k vytvo¯enÌ
rozpustnÈho komplexu mezi bÌlkovinou a ligandem, kter˝ je
nav·z·n na polymeru. K vlastnÌ precipitaci komplexu pak
doch·zÌ sniûov·nÌm rozpustnosti tohoto polymeru, a to buÔ
zmÏnou fyzik·lnÏ chemick˝ch vlastnostÌ roztoku nebo p¯Ìdav-
kem Ëinidla, kterÈ tento polymer zesÌùov·v· a vyvol·v· tak
jeho precipitaci (obr. 2). Tato metoda je oznaËov·na jako
afinitnÌ precipitace pomocÌ heterobifunkËnÌch ligand˘. Vzhle-
dem ke skuteËnosti, ûe vÏtöina v souËasnÈ dobÏ publikovan˝ch
pracÌ vyuûÌv· pr·vÏ tohoto mechanismu, bude hlavnÌ Ë·st
tohoto sdÏlenÌ vÏnov·na tÈto modifikaci metody afinitnÌ pre-
cipitace.

Se zcela novou metodou afinitnÌ precipitace pomocÌ mo-
difikovan˝ch fosfolipid˘ p¯iöli Kilpatrick a spol.2 Fosfolipidy
s nav·zan˝m ligandem jsou rozpuötÏny ve vodnÈm roztoku
neiontovÈho detergentu. Tento roztok je p¯id·n k roztoku
purifikovanÈ polyvalentnÌ bÌlkoviny. P¯itom doch·zÌ k nav·-
z·nÌ konjug·tu ligandñfosfolipid na bÌlkovinu a souËasnÏ se
sniûuje dÌky z¯edÏnÌ v˝chozÌho roztoku modifikovan˝ch fos-
folipid˘ koncentrace detergentu. TÌm se obnaûÌ nepol·rnÌ al-

Obr. 1. Princip metody afinitnÌ precipitace pomocÌ homobifunkËnÌch ligand˘
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Obr. 2. Princip metody afinitnÌ precipitace pomocÌ heterobifunkËnÌch ligand˘

Obr. 3. Princip metody afinitnÌ precipitace pomocÌ modifikovan˝ch fosfolipid˘
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kylovÈ ¯etÏzce fosfolipid˘, doch·zÌ mezi nimi k hydrofobnÌm
interakcÌm a v˝sledkem je precipitace komplexu bÌlkovina ñ
ligandñfosfolipid (obr. 3).

3. AfinitnÌ precipitace pomocÌ
homobifunkËnÌch ligand˘

AfinitnÌ precipitace pomocÌ homobifunkËnÌch ligand˘ b˝-
v· takÈ oznaËov·na jako Ñprav·ì, neboù vlastnÌ precipitace je
skuteËnÏ vyvol·na tvorbou afinitnÌch interakcÌ mezi ligandem
a bÌlkovinou. Prim·rnÌ podmÌnkou pro tuto metodu afinitnÌ
precipitace je multivalentnost p¯ÌsluönÈ bÌlkoviny a pouûitÈho
ligandu. V p¯ÌpadÏ bÌlkoviny je tato vlastnost d·na jejÌ struk-
turou a nelze ji tedy ovlivnit. U ligandu je uvedenÈ skuteËnosti
dosaûeno spojenÌm dvou molekul ligandu prost¯ednictvÌm
ramÈnka, vytvo¯enÌm tzv. bis-ligandu. DÈlka ramÈnka m·
p¯itom podstatn˝ vliv na precipitaËnÌ vlastnosti danÈho systÈ-
mu bÌlkovina ñ bis-ligand. Pokud je ramÈnko p¯Ìliö kr·tkÈ,
bis-ligand nedok·ûe spojit vazebn· mÌsta na r˘zn˝ch moleku-
l·ch bÌlkoviny. Je-li naopak ramÈnko p¯Ìliö dlouhÈ, m˘ûe se
bis-ligand nav·zat na vazebn· mÌsta identickÈ molekuly bÌl-
koviny. V obou p¯Ìpadech nedojde k precipitaci.

DalöÌ d˘leûitou podmÌnkou pro ˙spÏönou aplikaci tÈto
metody afinitnÌ precipitace je optim·lnÌ pomÏr koncentracÌ
intereagujÌcÌch sloûek. StejnÏ jako v systÈmu protil·tka ñ
antigen je maxim·lnÌho v˝tÏûku precipitace dosaûeno p¯i po-
mÏru ligand : vazebnÈ mÌsto rovnÈmu 1. Proto je nutnÈ p¯ed
provedenÌm precipitace provÈst orientaËnÌ precipitaËnÌ expe-
rimenty p¯i r˘zn˝ch pomÏrech koncentracÌ obou sloûek.

S metodou afinitnÌ precipitace poprvÈ p¯iöli Larsson a Mos-
bach, kte¯Ì jako homobifunkËnÌ ligand pro purifikaci lakt·tde-
hydrogenasy z hovÏzÌho srdce pouûili bis-NAD+. Jedn· se
o dvÏ molekuly NAD+ kovalentnÏ spojenÈ pomocÌ dihydrazi-
nu kyseliny adipovÈ. ObdobnÈ deriv·ty NAD+ byly p¯ipraveny
karbodiimidovou kondenzacÌ3. Bis-NAD+ nenÌ monospecific-
k˝m ligandem, v hrubÈm homogen·tu s nÌm budou interagovat
vöechny NAD+ dependentnÌ dehydrogenasy, i kdyû r˘znou
silou. Specifitu afinitnÌ precipitace pro danou dehydrogenasu
lze zv˝öit p¯Ìdavkem substr·tovÈho analoga, kter˝ zvyöuje sÌlu
interakce. Tato skuteËnost platÌ p¯edevöÌm u enzym˘ s uspo-
¯·dan˝m sekvenËnÌm mechanismem. AfinitnÌ precipitaci tak
lze v p¯ÌpadÏ glutam·tdehydrogenasy vyvolat p¯Ìdavkem glu-
tar·tu, u lakt·tdehydrogenasy p¯Ìdavkem oxal·tu a v p¯ÌpadÏ

alkoholdehydrogenasy p¯Ìdavkem pyrazolu. Irwin a Tipton
dokonce vypracovali metodu afinitnÌ precipitace, pomocÌ kte-
rÈ lze dÌky p¯Ìdavku r˘znÈho substr·tovÈho analoga rozsepa-
rovat jednotlivÈ izoenzymy lakt·tdehydrogenasy4. Pro rozpuö-
tÏnÌ vzniklÈho precipit·tu je moûnÈ pouûÌt NADH, kter˝ se na
uvedenÈ dehydrogenasy v·ûe silnÏji neû bis-NAD+. ObdobnÏ
Beattie a spol.5 p¯ipravili pro purifikaci fosfofruktokinasy
z hovÏzÌho srdce bis-ATP. V tomto p¯ÌpadÏ slouûÌ ke zv˝öenÌ
specifity precipitace citr·t, kter˝ u tohoto enzymu vystupuje
jako allosterick˝ inhibitor.

NAD+ a ATP jsou vöak velmi nest·lÈ l·tky, coû samoz¯ej-
mÏ platÌ i o jejich bis-deriv·tech. Nezanedbateln· je rovnÏû
jejich cena. Proto byly k identickÈmu ˙Ëelu, stejnÏ jako v p¯Ì-
padÏ afinitnÌ chromatografie, pouûity jako pseudoafinitnÌ li-
gandy deriv·ty triazinov˝ch barev ñ Cibacron Blue F3GA
(cit.6,7) a Procion Blue H-B (cit.8,9), kterÈ vykazujÌ obdobnou
afinitu v˘Ëi dehydrogenasam a jin˝m bÌlkovin·m.

PoslednÌ aplikacÌ afinitnÌ precipitace pomocÌ homobifun-
kËnÌch ligand˘ je precipitace pomocÌ tzv. bis-chel·t˘10 ñ ethy-
lenglykoltetraoctovÈ kyseliny ñ EGTA a polyethylenglykol-
bisiminodioctovÈ kyseliny ñ PEG(IDA)2 s nav·zan˝mi kovo-
v˝mi ionty Cu2+ nebo Zn2+. Tato metoda je pouûiteln· pro
bÌlkoviny s vÌce vazebn˝mi mÌsty pro koordinaËnÌ vazbu
kovov˝ch iont˘, p¯edevöÌm s povrchovÏ dostupn˝mi hystidi-
nylov˝mi zbytky. Vzhledem k tomu, ûe kratöÌ polyhistidiny-
lovÈ ¯etÏzce jsou Ëasto vyuûÌv·ny v rekombinantnÌch techno-
logiÌch pro usnadnÏnÌ purifikace rekombinantnÌch bÌlkovin,
nabÌzÌ se zde aplikace pr·vÏ tÈto metody11.

IdentickÈ precipitaËnÌ chov·nÌ jako bis-ligandy vykazujÌ
rovnÏû tzv. polyligandy, kterÈ ve svÈ molekule obsahujÌ vÌce
neû dvÏ molekuly ligandu. Morris a spol.12 pouûili biotin
nav·zan˝ na polyakrylamidovÈm ¯etÏzci jako polyligand pro
avidin. Jednalo se vöak pouze o p¯edbÏûnÈ experimenty pro-
v·dÏnÈ  na modelov˝ch smÏsÌch a nenÌ moûnÈ objektivnÏ
posoudit potenci·lnÌ v˝hody tohoto uspo¯·d·nÌ.

Jak je patrnÈ, metoda afinitnÌ precipitace pomocÌ homo-
bifunkËnÌch ligand˘ m· ¯adu problematick˝ch mÌst a nejedn·
se tedy o metodu univerz·lnÌ. Nev˝hodou je rovnÏû dlouh·
inkubaËnÌ doba pot¯ebn· pro precipitaci, kter· u nÏkter˝ch
systÈm˘ dosahuje aû 20 hodin. Tento mechanismus je vöak
vhodn˝ p¯edevöÌm pro bÌlkoviny citlivÈ na zmÏny fyzik·l-
nÏ chemick˝ch vlastnostÌ roztok˘. P¯ehled aplikacÌ afinitnÌ
precipitace pomocÌ homobifunkËnÌch ligand˘ je uveden v ta-
bulce I.

Tabulka I
P¯ehled vyuûitÌ afinitnÌ precipitace pomocÌ homobifunkËnÌch ligand˘ pro purifikaci bÌlkovin

BÌlkovina Ligand Zdroj Cit.

Lakt·tdehydrogenasa bis-NAD+ hovÏzÌ srdce 1,4,13ñ15
Glutam·tdehydrogenasa bis-NAD+ hovÏzÌ a krysÌ j·tra 13ñ15
Alkoholdehydrogenasa bis-NAD+ kvasniËnÌ 13,15
Fosfofruktokinasa bis-ATP hovÏzÌ srdce 5
Lakt·tdehydrogenasa bis-Cibacron Blue F3GA kr·liËÌ svaly 6,7
SÈrov˝ albumin bis-Cibacron Blue F3GA hovÏzÌ sÈrum 6,7
Lakt·tdehydrogenasa bis-Procion Blue H-B kr·liËÌ svaly 8,9
Hemoglobin (Zn2+)2EGTA lidsk˝ 10
Myoglobin (Cu2+)2PEG(IDA)2 velrybÌ 10
Galaktosadehydrogenasa (Zn2+)2EGTA rekombinatnÌ 11
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Tabulka II
P¯ehled polymer˘ pouûit˝ch p¯i afinitnÌch precipitacÌch

Polymer PrecipitaËnÌ podmÌnky

rozpustn˝ nerozpustn˝

P¯ÌrodnÌ polymery
Chitosan < pH 5,5 > pH 8,5
Algin·t Ca2+

Dextran Concanavalin A
Galaktomannan B4

SyntetickÈ polymery
Hydroxypropylmethylcelulosa < pH 4,2
Kopolymer methylmethakryl·t-methakrylov· kyselina Eudragit S100 > pH 5,5 < pH 4,7
Kopolymer N-isopropylakrylamid-N-akryloxysukcinimid NIPAM-NASI > 34 ∞C
Kopolymer N-isopropylakrylamid-glycidylmethakryl·t NIPAM-GMA > 27 ∞C
Poly(N-vinylkaprolaktam) PVCL > 45 ∞C
Polyethylenimin PEI k. polyakrylov· PAA

4. AfinitnÌ precipitace pomocÌ
heterobifunkËnÌch ligand˘

Jak jiû bylo uvedeno, v p¯ÌpadÏ metody afinitnÌ precipitace
pomocÌ heterobifunkËnÌch ligand˘ nenÌ precipitace ve skuteË-
nosti vyvol·na p¯Ìmo tvorbou afinitnÌ interakce mezi bÌlkovi-
nou a ligandem. Za precipitaci je odpovÏdn˝ polymer, kter˝
zmÏnou svÈ rozpustnosti reaguje na cÌlenÈ zmÏny ve vlastnos-
tech okolnÌho roztoku.

4 . 1 . L i g a n d y p o u û Ì v a n È p ¯ i a f i n i t n Ì c h
p r e c i p i t a c Ì c h

Pro metodu afinitnÌ precipitace pomocÌ heterobifunkËnÌch
ligand˘ lze v principu pouûÌt identickÈ ligandy jako p¯i afinitnÌ
chromatografii. U chromatografie m· vöak bÌlkovina p¯i pr˘-
chodu chromatografickou kolonou vÌce p¯ÌleûitostÌ pro vytvo-
¯enÌ afinitnÌ interakce s imobilizovan˝ch ligandem, coû samo-
z¯ejmÏ neplatÌ p¯i afinitnÌ precipitaci, kde k interakci doch·zÌ
p¯Ìmo v roztoku. Ligandy pouûitÈ p¯i afinitnÌ precipitaci tedy
musÌ vykazovat silnÏjöÌ interakce neû ligandy pouûÌvanÈ v afi-
nitnÌ chromatografii. NavÌc je nutnÈ br·t v ˙vahu, ûe po vazbÏ
ligandu na polymer doch·zÌ k jejÌmu zeslabenÌ.

4 . 2 . P o l y m e r y p o u û Ì v a n È p ¯ i a f i n i t n Ì c h
p r e c i p i t a c Ì c h

Pro pot¯eby afinitnÌ precipitace jsou vyuûÌv·ny polymery
rozpustnÈ ve vodn˝ch roztocÌch, kterÈ jsou schopny reagovat
i na malÈ zmÏny ve vlastnostech roztoku. Tyto zmÏny vyvo-
l·vajÌ tvorbu novÈ f·ze v dosud homogennÌm roztoku, tj. vznik
trojrozmÏrnÈ struktury. ZmÏna pot¯ebn· pro p¯echod mezi
rozpustnou a nerozpustnou formou polymeru by mÏla b˝t
mÌrn· a nesmÌ mÌt vliv na samotnÈ afinitnÌ interakce. Ide·lnÌ
polymer pro afinitnÌ precipitace by mÏl p¯itom splÚovat nÏko-
lik dalöÌch poûadavk˘: (i) mÏl by obsahovat volnÈ skupiny pro
vazbu ligandu, a to v odpovÌdajÌcÌm poËtu pro dosaûenÌ dosta-
teËnÈ vazebnÈ kapacity;  (ii) mÏl  by vykazovat minim·lnÌ
nespecifickÈ interakce; (iii) mÏl by vytv·¯et kompaktnÌ preci-

pit·t vhodn˝ pro dalöÌ manipulace s minimem koprecipitova-
n˝ch neËistot; (iv) mÏl by b˝t opakovanÏ pouûiteln˝; (v) mÏl
by b˝t levn˝ a dostupn˝ a (vi) nemÏl by b˝t toxick˝.

V tabulce II je uveden p¯ehled polymer˘, kterÈ byly dosud
pouûity p¯i afinitnÌch precipitacÌch. Jak je patrnÈ, k afinitnÌm
precipitacÌm byly pouûity jak p¯ÌrodnÌ tak syntetickÈ polyme-
ry. SyntetickÈ polymery vykazujÌ vyööÌ ˙Ëinnost precipitace,
neboù na rozdÌl od polymer˘ p¯ÌrodnÌch nejsou polydisperznÌ.
Za zmÌnku stojÌ nÏkterÈ aplikace p¯ÌrodnÌch polymer˘ chito-
sanu a algin·tu, kterÈ slouûÌ nejen jako polymery nezbytnÈ pro
precipitaci, ale souËasnÏ i jako ligandy pro p¯ÌsluönÈ bÌlkoviny
ñ lektin z pöenice16 a celulasu17, respektive endopolygalaktu-
ronasu18.

é·dn˝ z doposud pouûit˝ch polymer˘ nesplÚuje vöechny
uvedenÈ poûadavky. HlavnÌmi nedostatky jsou nekompletnÌ
precipitace, nespecifickÈ hydrofobnÌ interakce a zachycenÌ
balastnÌch bÌlkovin ve struktu¯e precipit·tu. UvedenÈ problÈ-
my se pokusili odstranit Sun a Zhou vyuûitÌm polymerizova-
n˝ch liposom˘ pro afinitnÌ precipitace19. Liposomy p¯ipravenÈ
z fosfolipid˘ s diacethylenov˝mi zbytky jsou dostateËnÈ st·lÈ
a majÌ hydrofilnÌ povrch bez nespecifick˝ch interakcÌ, jejich
precipitaci lze jednoduöe vyvolat osmotick˝m öokem zp˘so-
ben˝m p¯Ìdavkem soli do roztoku.

4 . 3 . V a z b a l i g a n d u n a p o l y m e r

Pro vazbu ligandu na polymer lze obecnÏ pouûÌt reakce,
jeû jsou pouûÌv·ny pro syntÈzu sorbent˘ pro afinitnÌ chroma-
tografii Ëi imobilizaci enzym˘. Volba reakce bude z·viset na
dostupn˝ch funkËnÌch skupin·ch polymeru a ligandu. P¯i tÈto
reakci nesmÌ doch·zet k zesÌùov·nÌ polymeru, neboù by se
snÌûila dostupnost ligandu pro bÌlkovinu a rozpustnost modifi-
kovanÈho polymeru. ZÌskan˝ konjug·t ligandñpolymer si p¯i-
tom musÌ zachovat afinitu v˘Ëi p¯ÌsluönÈ bÌlkovinÏ a schopnost
precipitace. U precipitaËnÌ z·vislosti vöak po nav·z·nÌ ligand˘
na polymer dojde k urËit˝m posun˘m, kterÈ se jeötÏ vÌce
prohloubÌ po vazbÏ bÌlkoviny.

Ligand je moûnÈ v·zat p¯Ìmo na aktivovan˝ polymer, p¯Ì-
padnÏ ho lze nav·zat na monomer a ten pouûÌt jako kopolymer

O7
2+
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Tabulka III
P¯ehled aplikacÌ afinitnÌ precipitace vyvolanÈ zmÏnou pH

BÌlkovina 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-IgG 7,0 4,5 22
L-LDH Eudragit S100-CB 7,6 5,1 23
D-LDH Eudragit S100 5,5 4,3 24
L-LDH Eudragit S100-CB 5,5 4,9 25
Xylanasa Eudragit S100 5,6 4,3 26
Lektin ze sÛji Eudragit S100-N-Ac-D-GalNH2 5,2 27
MAb Eudragit S100-lipasa 4,8 28
Lektin z pöenice chitosan 5,5 8,5 16
Celulasa chitosan 5,0 8,0 17
Trypsin chitosan ñ STI 5,5 8,5 29

L-LDH ñ L-lakt·tdehydrogenasa, N-Ac-D-GalNH2 ñ N-acetyl-D-galaktosamin, MAb  ñ monoklon·lnÌ protil·tka, HPMC ñ
hydroxypropylmethylcelulosa, STI ñ inhibitor trypsinu ze sÛji, NAABA ñ N-akryloyl-aminobenzoov· kyselina, CB ñ Cibacron
Blue 3GA

Tabulka IV
P¯ehled aplikacÌ afinitnÌ precipitace vyvolanÈ p¯Ìdavkem polyvalentnÌch iont˘

BÌlkovina Polymer-ligand SÌùujÌcÌ Ëinidlo Cit.

Trypsin algin·t-STI Ca2+ 30
Endogalakturonasa algin·t Ca2+ 18
L-LDH Eudragit S100-CB 50 mM Ca2+ + 40 ∞C 31
Pyruv·tkinasa Eudragit S100-CB 50 mM Ca2+ + 40 ∞C 31
ADH Eudragit S100-CB 50 mM Ca2+ + 40 ∞C 32
IgG galaktomannan-protein A B4 33

L-LDH ñ L-lakt·tdehydrogenasa, ADH ñ alkoholdehydrogenasa, STI ñ inhibitor trypsinu ze sÛji, CB ñ Cibacron Blue 3GA

p¯i syntÈze polymeru. K vazbÏ ligandu se nepouûÌv· ramÈnko,
neboù modifikovan˝ polymer je p¯i inkubaci se vzorkem v roz-
pustnÈm stavu a jeho ¯etÏzce jsou natolik flexibilnÌ, ûe ramÈn-
ko nenÌ nutnÈ. Po reakci je nezbytnÈ d˘kladnÏ odstranit nezre-
agovan˝ ligand, a to opakovanou precipitacÌ modifikovanÈho
polymeru.

4 . 4 . P r e c i p i t a Ë n Ì m o d y

Metoda pouûiteln· k precipitaci komplexu bÌlkovina ñ
ligandñpolymer bude p¯edevöÌm z·viset na danÈm polymeru,
nezanedbatelnÈ jsou vöak rovnÏû vlastnosti roztoku, ze kterÈ-
ho m· b˝t precipitace prov·dÏna.

Precipitace vyvolan· zmÏnou pH. Polymery, kterÈ ve svÈ
struktu¯e obsahujÌ jak ionizovatelnÈ, tak i hydrofobnÌ skupiny,
jsou p¯i urËitÈm pH nabitÈ a budou rozpustnÈ v roztoku, p¯i
jinÈm pH naopak n·boj ztr·cejÌ a pak p¯evl·dajÌ jejich hydro-
fobnÌ vlastnosti a doch·zÌ k precipitaci. Tohoto efektu je pr·vÏ
vyuûÌv·no p¯i afinitnÌch precipitacÌch. Inkubace bÌlkoviny
s konjug·tem ligandñpolymer se prov·dÌ p¯i takovÈm pH, p¯i
kterÈm je polymer rozpustn˝, n·slednÏ je zmÏnou pH vyvol·-
na jeho precipitace. P¯ehled nÏkter˝ch aplikacÌ precipitace
vyvolanÈ zmÏnou pH je uveden v tabulce III.

Precipitace vyvolan· p¯Ìdavkem polyvalentnÌch iont˘. P¯Ì-
davek opaËnÏ nabit˝ch polyvalentnÌch iont˘ k roztoku nabitÈ-
ho polymeru vyvol·v· tvorbu komplexu, kter˝ postupnÏ na-
r˘st· a n·slednÏ precipituje. ⁄Ëinnost precipitace je p¯itom
z·visl· na danÈm iontu. Typick˝m p¯Ìkladem takovÈho poly-
meru je algin·t, kter˝ precipituje po p¯Ìdavku dvojmocn˝ch
nebo trojmocn˝ch iont˘ nap¯. Ca2+. Eudragit S100, kter˝ je
obvykle precipitov·n zmÏnou pH, lze rovnÏû precipitovat p¯Ì-
davkem Ca2+ v kombinaci se zv˝öenou teplotou. Na identickÈm
principu je rovnÏûzaloûenaprecipitacegalaktomannamu pomocÌ
iontu B4 . P¯ehled nÏkter˝ch aplikacÌ precipitace vyvolanÈ
p¯Ìdavkem polyvalentnÌch iont˘ je uveden v tabulce IV.

Precipitace vyvolan· p¯Ìdavkem opaËnÏ nabitÈho polyme-
ru. Precipitaci nabitÈho polymeru lze vyvolat p¯Ìdavkem opaË-
nÏ nabitÈho polymeru, vznikl˝ polyeletrolytov˝ komplex je
n·slednÏ precipitov·n zmÏnou pH. P¯i jedinÈ doposud publi-
kovanÈ aplikaci uvedenÈho zp˘sobu precipitace pouûili Dis-
sing a Mattiasson34 pro afinitnÌ precipitaci lakt·tdehydrogena-
sy z hovÏzÌho srdce jako konjug·t Cibacron Blue 3GA nav·-
zanou na polyethyleniminu a kyselinu polyakrylovou jako
opaËnÏ nabit˝ polymer.

Precipitace vyvolan· zmÏnou teploty. Charakteristick˝m
parametrem nÏkter˝ch polymer˘ je tzv. bod z·kalu, coû je te-

O7
2–

O7
2–
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Tabulka V
P¯ehled aplikacÌ afinitnÌ precipitace vyvolanÈ zmÏnou teploty

BÌlkovina Polymer-ligand PrecipitaËnÌ teplota Cit.

Trypsin PVCL-STI 45 ∞C 35
Alkalick· proteasa NIPAM-p-aminobenzamidin 50 ∞C + 0,94 % NaCl 36
Trypsin NIPAM-NASI-p-aminobenzamidin 42 ∞C + 3, % (NH4)2SO4 37
Trypsin NIPAM-GMA-p-aminobenzamidin 34 ∞C+ 3,8 % (NH4)2SO4 37
Protein A NIPAM-GMA-IgG 34 ∞C+ 3,8 % (NH4)2SO4 37
Antigen NIPAM-GMA-MAb 31 ∞C 38
IgG NIPAM-NASI-protein A 37 ∞C 39
Inhibitor trypsinu VCL-VI-Cu2+ 45 ∞C 40

NIPAM-VI-Cu2+ 35 ∞C
Inhibitor a-amylasy NIPAM-IDA-Cu2+ 35 ∞C 41

NIPAM-VI-Cu2+ 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 reaktivnÌ protein NIPAM-GMA-APPC 32 ∞C + Ca2+ 44

BSA ñ hovÏzÌ sÈrov˝ albumin, PVCL ñ polyvinylkaprolaktam, STI ñ inhibitor trypsinu ze sÛji, NIPAM ñ poly-N-isopropylak-
rylamid, NASI ñ N-akryloxysukcinimid, GMA ñ glycidylmethakryl·t, MAb ñ monoklon·lnÌ protil·tka, VCL ñ vinylkaprolaktam,
VI ñ vinylimidazol, IDA ñ iminodioctov· kyselina, PST ñ polystyren, MMA ñ methakrylov· kyselina, APPC ñ aminofenylfos-
forylcholin

plota p¯i kterÈ se p˘vodnÏ homogennÌ roztok polymeru sepa-
ruje do dvou f·zÌ ñ vodnÈ f·ze a f·ze polymeru. Tento f·zov˝
p¯echod je zp˘soben asociacÌ polymeru do vÏtöÌch agreg·t˘
prost¯ednictvÌm hydrofobnÌch interakcÌ. Pokud tento teplotnÌ
p¯echod leûÌ v rozsahu teplotnÌ stability p¯ÌsluönÈ bÌlkoviny,
lze polymer pouûÌt k afinitnÌ precipitaci. K danÈmu ˙Ëelu byly
pouûity p¯edevöÌm syntetickÈ polymery na b·zi poly(N-iso-
propylakrylamidu) ñ NIPAM nebo poly(N-vinylkaprolakta-
mu) ñ PVCL. P¯ehled nÏkter˝ch aplikacÌ precipitace vyvolanÈ
zmÏnou teploty je uveden v tabulce V.

Precipitace vyvolan· p¯Ìdavkem sÌùujÌcÌ bÌlkoviny. K pre-
cipitaci komplexu bÌlkovina ñ ligandñpolymer lze takÈ pouûit
sÌùujÌcÌho efektu jinÈ polyvalentnÌ bÌlkoviny. P¯Ìkladem m˘ûe
b˝t precipitace komplexu lakt·tdehydrogenasa ñ Cibacron
Blue 3GA-dextran pomocÌ lektinu concanavalinu A (cit.45).
Jedn· se vlastnÏ o vyuûitÌ dvou r˘zn˝ch afinitnÌch interakcÌ
pro afinitnÌ precipitaci.

4 . 5 . P o s t u p p r e c i p i t a c e

Purifikace bÌlkovin metodou afinitnÌ precipitace pomocÌ he-
terobifunkËnÌch ligand˘ probÌh· v nÏkolika n·sledn˝ch krocÌch:
ñ vazba bÌlkoviny ñ heterobifunkËnÌ ligand  je p¯id·n ke

vzorku za podmÌnek, kterÈ jsou vhodnÈ pro vytvo¯enÌ
afinitnÌ interakce, vznikl˝ komplex bÌlkovina ñ ligandñpo-
lymer z˘st·v· v rozpustnÈm stavu,

ñ precipitace komplexu ñ nÏkterou z v˝öe uveden˝ch metod
je vyvol·na precipitace komplexu, precipit·t je potÈ z roz-
toku oddÏlen centrifugacÌ. Rychlost a v˝tÏûek precipitace
je moûnÈ v nÏkter˝ch p¯Ìpadech zv˝öit p¯Ìdavkem nemo-
difikovanÈho polymeru, kter˝ napom·h· vytv·¯enÌ preci-
pitaËnÌch center v roztoku,

ñ promytÌ ñ pokud jeprecipitaceprov·dÏna zhrubÈhohomoge-
n·tu, doch·zÌ p¯i nÌ k koprecipitaci nespecificky v·zan˝ch

balastnÌch bÌlkovin. »·st balastnÌch bÌlkovin je rovnÏû za-
chycena ve vnit¯nÌ struktu¯e precipit·tu. Pro zv˝öenÌ spe-
cifity je nezbytnÈ tyto bÌlkoviny z precipit·tu odstranit, coû
je moûnÈ provÈst rozpuötÏnÌm precipit·tu a jeho opÏtov-
n˝m vysr·ûenÌm, p¯ÌpadnÏ p¯Ìm˝m promytÌm precipit·tu,

ñ disociace purifikovanÈ bÌlkoviny a odstranÏnÌ konjug·tu
ligandñpolymer ñ p¯i afinitnÌ precipitaci je purifikovan·
bÌlkovina nav·zan· nejenom na vnÏjöÌm povrchu precipi-
t·tu, ale i v jeho vnit¯nÌ struktu¯e. Vzhledem k tÈto skuteË-
nosti byly testov·ny dva p¯Ìstupy disociace bÌlkoviny
z komplexu, a to buÔ p¯Ìmo z precipitovanÈho komplexu
nebo po jeho rozpuötÏnÌ. V prvÈm p¯ÌpadÏ z˘st·v· konju-
g·t ligandñpolymer v precipitovanÈm stavu, coû je v˝hod-
nÈ pro jeho odstranÏnÌ z roztoku separovanÈ bÌlkoviny.
V druhÈm p¯ÌpadÏ musÌ b˝t ze stejnÈho d˘vodu konjug·t
opÏtovnÏ precipitov·n. KonkrÈtnÌ metoda disociace bude
z·viset na danÈm systÈmu bÌlkovinañligand,

ñ regenerace konjug·tu ligandñpolymer ñ prim·rnÌ podmÌn-
kou pro ekonomicky efektivnÌ metodu afinitnÌ precipitace
je opakovanÈ pouûitÌ konjug·tu ligandñpolymer. P¯edtÌm
je nezbytnÈ z konjug·tu odstranit nejenom vöechny nav·-
zanÈ neËistoty, ale i Ëinidla pouûit· k disociaci.

4 . 6 . S p e c i · l n Ì m o d i f i k a c e m e t o d y
a f i n i t n Ì p r e c i p i t a c e p o m o c Ì
h e t e r o b i f u n k Ë n Ì c h l i g a n d ˘

JednÌm z problÈm˘ metody afinitnÌ precipitace pomocÌ
heterobifunkËnÌch ligand˘ jsou nespecifickÈ interakce balast-
nÌch bÌlkovin se samotn˝m polymerem, kterÈ sniûujÌ specific-
kou aktivitu purifikovan˝ch bÌlkovin. Aby p¯edeöli tomuto
problÈmu, vypracovali Shu a spol. tzv. sekvenËnÌ precipitaËnÌ
proceduru24, p¯i kterÈ jsou za sebou provedeny nespecifick·
a afinitnÌ precipitace. Tuto metodu aplikovali p¯i purifikaci
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D-lakt·tdehydrogenasy z bakterie Leuconostoc mesenteroides.
P¯i nespecifickÈ precipitaci byl k hrubÈmu extraktu p¯id·n
nemodifikovan˝ polymer ñ Eudragit S100, p¯iËemû doölo
k precipitaci balastnÌch bÌlkovin a D-lakt·tdehydrogenasa z˘-
stala v roztoku. ZÌskan˝ supernatant byl po ˙pravÏ pH podro-
ben vlastnÌ afinitnÌ precipitaci s konjug·tem Cibacron Blue
3GA-Eudragit S100. PomocÌ tÈto metody doölo nejenom ke
zv˝öenÌ specifickÈ aktivity v˝slednÈho enzymovÈho prepar·-
tu, nezanedbatelnou v˝hodou je rovnÏû moûnost pouûÌt pro
purifikaci p¯Ìmo hrub˝ extrakt, neboù p¯i prvnÌm precipitaËnÌm
kroku doch·zÌ k odstranÏnÌ zb˝vajÌcÌch fragment˘ bakteri·l-
nÌch bunÏk.

Kombinaci metody afinitnÌ precipitace s metodou dvouf·-
zov˝ch separacÌ vyuûili pro purifikaci lakt·tdehydrogenasy
z praseËÌch sval˘ Guoquiand a spol.25 Vyöli p¯itom ze skuteË-
nosti, ûe p¯i dvouf·zov˝ch separacÌch v systÈmu polyethylen-
glykol ñ dextran se Eudragit S100 separuje z vÌce neû 98 %
v hornÌ polyethylenglykolovÈ f·zi. Hrub˝ extrakt byl nejprve
podroben dvouf·zovÈ separaci v systÈmu 6 % polyethylengly-
kol 8000 ñ 8 % dextran T250, p¯iËemû LDH se separovala do
dolnÌ dextranovÈ f·ze. HornÌ polyethylenglykolov· f·ze byla
nahrazena novou, do kterÈ byl navÌc p¯id·n konjug·t Cibacron
Blue 3GA-Eudragit S100. TÌm doölo ke zmÏnÏ distribuËnÌho
koeficientu lakt·tdehydrogenasy a ta se separovala do hornÌ
polyethylenglykolovÈ f·ze. Komplex lakt·tdehydrogenasa ñ
Cibacron Blue 3GA-Eudragit S100 byl z polyethylenglykolo-
vÈ f·ze precipitov·n snÌûenÌm pH.

5. AfinitnÌ precipitace pomocÌ modifikovan˝ch
fosfolipid˘

TakÈ u tÈto metody nenÌ precipitace vyvol·na p¯Ìmo tvor-
bou afinitnÌ interakce mezi p¯Ìsluönou bÌlkovinou a konjug·-
tem ligandñfosfolipid. K precipitaci vzniklÈho komplexu do-
ch·zÌ dÌky hydrofobnÌm interakcÌm mezi alifatick˝mi ¯etÏzci
jednotliv˝ch fosfolipidov˝ch molekul. Tyto ¯etÏzce byly p˘-
vodnÏ komplexov·ny molekulami neiontovÈho detergentu,
avöak po p¯Ìdavku roztoku fosfoslipidu v neiontovÈm deter-
gentu do roztoku purifikovanÈ bÌlkoviny doch·zÌ ke snÌûenÌ
koncentrace detergentu a ¯etÏzce p¯est·vajÌ b˝t chr·nÏny proti
vz·jemn˝m hydrofobnÌm interakcÌm. TÌm se tato metoda afi-
nitnÌ precipitace liöÌ od metody, kter· vyuûÌv· heterobifunkËnÌ
ligandy, neboù pro vyvol·nÌ precipitace nenÌ nutn· zmÏna
fyzik·lnÏ chemick˝ch vlastnostÌ v˝slednÈho roztoku. Jak afi-
nitnÌ interakce, tak i hydrofobnÌ interakce jsou totiû inicializo-
v·ny prost˝m smÌch·nÌm roztoku bÌlkoviny s roztokem fosfo-
lipid˘. Kilpatrick a spol. pouûili p¯i sv˝ch experimentech
syntetick˝ fosfolipid ñ dimyristoylfosfatidylethanolamin, na
kter˝ nav·zali jako ligand biotin, a oktaethylenglykol-n-dode-
cylether jako neiontov˝ detergent. Uveden˝ konjug·t biotinñ
fosfolipid byl vyuûit pro purifikaci avidinu z vajeËnÈho bÌlku2,
respektive pro purifikaci polyklon·lnÌch a monoklon·lnÌch
protil·tek proti biotinu45.

6. Z·vÏr

Metoda afinitnÌch precipitacÌ kombinuje ˙Ëinnost a jedno-
duchost klasick˝ch precipitaËnÌch metod se selektivitou danou
metod·m zaloûen˝m na afinitnÌch interakcÌch. JejÌmi hlavnÌ-

mi v˝hodami jsou p¯edevöÌm nÌzkÈ provoznÌ n·klady, rychlÈ
a snadnÈ provedenÌ a moûnost p¯ÌmÈ pr·ce s hrub˝mi bÌlko-
vinn˝mi extrakty. V tomto smÏru lze p¯edpokl·dat jejÌ dalöÌ
rozvoj jako moûnÈ alternativy afinitnÌ chromatografie v polo-
provoznÌch a provoznÌch aplikacÌch.
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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.
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