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Chromatografia powinowactwa — technika chromatograficzna

najwyzszej swoistosci
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Chromatografia =~ powinowactwa (affinity
chromatography) jest rodzajem chromatografii
cieczowej, w kiérej material wypelnienia ko-
lumny wykazuje biologiczne powinowactwo do
substancji, jaka zamierzamy wyodrebniaé¢ ze
zlozonej mieszaniny zwigzkéw. Technika ta
wykorzystuje funkcjonalng swoistoéé¢ ukladow
biologicznych do izolacji bialek, polisachary-
déw, kwaséw nukleinowych i innych klas na-
turalnie wystepujacych skladnikéw. Swoiste
wladciwosdci sorpeyjne materialu kolumny uzy-
skuje sie przy pomocy odpowiedniego — spe-
cyficznie wigzacego ligandu — sprzezonego ko-
walencyjnie z nierozpuszczalnym nos$nikiem
(matryca). Unieruchomiony w ten sposdb li-
gand moze adsorbowaé z rvoztworu interesujg-
ca nas substancje, inne zas, do ktérych nie wy-
kazuje powinowactwa. przepuszcza do eluatu.
Desorbcja zwigzanego skladnika z kolumny
moze nastapi¢ po zmianie warunkéow doswiad-
czenia np. po przemyciu buforem o innej war-
todci pH, wyzszej sile jonowej, itp. Caly pro-
ces izolacji, oczyszczania wzglednie zageszcza-
nia substancji jest jednostopniowy i wymaga
stosunkowo malej objetosei zloza kolumny.
Wiazany jest bowiem tylko jeden zwiagzek, kto-
ry w plynie biologicznym wystepuje zwykle w
niewielkim stezeniu. Swoisto$é rozdzialu deter-
minowana jest swoisto$cia reakcji antygen —
przeciwdzialalo, enzym — inhibitor, hormon —
no$nik 1 specyficznoscia reakcji innych ukla-
déw  biologicznych. Chromatografia powino-
wactwa prowadzi wiec do izolacji substancji
odpowiednio do ich funkcji biologicznych i tym
rozni sie zasadniczo od innych technik chroma-
tograficznych, w ktérych rezultaty zalezg od
réznic w fizycznych i1 chemicznych wlasno-
sciach miedzy rozdzielanymi skladnikami.
Stwarza ona w ten sposéb nowe mozliwosci dla
dokonania rozdzialéw trudnych lub niemozli-
wych do przeprowadzenia przy uzyciu innych,
mniej swoistych technik.

Praktyczne aspekty chromatografii powinowactwa

1. Wyboér nos$nika, ligandu i metlody

ich sprzegania

Podstawowym warunkiem wymaganym dla prze-
prowadzenia procesu chromatografii powinowactwa
jest znalezienie odpowiedniego ligandu, noénika i
wlasciwe]j reakcji ich sprzegania. Nosnik, stanowiacy
material kolumny do ktérego sprzega sie bioswoisty
ligand, powinien posiada¢ duzg trwalto$§é mechaniczng
i chemiczng. stabilno$é termiczna, stosowng porowa-
to$é i dobre wlasciwodci dla przepltywu roztworow.

Substancjami  noénikowymi mogg byé: porowale
szlslo, krzemionka, poliakrylamid, celuloza, zele dek-

stranowe i agarozowe. Najczesciej jednak — z uwagi
na lalwoéé wykluczenia nieswoistych efektéw  sorp-
cvinyeh dla zwigzkéw wysokoczgsteczkowych — sto-

snwane. sg pochodne celulozy (Merck) lub agarozy.
Ten ostatni noénik jest produkowany w oparciu o pa-
tent szwedzkiej firmy Farmacia Fine Chemicals w
nostaci sefarozy lub sefarozy CL o gradacji ziaren
4B, 6B i 6 MB, i rozprowadzany w zwyklej lub za-
ktywowanej formie gotowej do sprzegania (tab. 1).

Wyho6r ligandu zalezy od rodzaju izolowanej sub-
stancji, stad nie sposéb daé tu przegladu wszystkich
mozliwo$ci. Przykladowo: sprzezony z sefaroza sojo-
wy inhibitor trypsyny umozliwia wybidreza izolacje
tego enzymu z soku ftrzustkowego 1 odwrotnie —
trypsyna zwigzana z nierozpuszezalnym  noénikiem
zezwala w odpowiednich warunkach na wyodrebnie-
nie z ukladéw jej swoistych inhibitoréw (3, 30). Zla-
czenie z noénikiem okreslonego antygenu ulatwia i-
zolacje wlasciwego mu przeciwciala — i vice versa —
osadzone na nos$niku vrzeciwciato wigze ze zloZonej
mieszaniny plvnu biologicznego swoisty dlain  anty-
gen (10, 37, 40). Sprzegniecie z matryca AMP Ilub
ADP stwarza warunki do zwigzania i uwolnienia en-
svmoéw, ktérych kofaktorem sa odpowiednio NAD' i
NADP* (6, 36. 47). Nie zawsze ligandy sa tak wysoko
swoiste, jak te, ktére wymieniono wyzej. Czesciej
umozliwiaja wychwycenie na kolumnie nie pojedvi-
czych substancii. lecz pewnych grup enzymow, bialek
lub kwaséw nukleinowych. Swoisto§é procesu osiaga-
na jest w takich przypadkach przez zmiane warun-
kéw umozliwiajacveh swoistg desorpcie pojedynczego
sktadnika. Dla takiei izolacji zwiazkdéw produkowane
sa gotowe zestawy wypelnien kolumnowych ligand-
-no$nik. Najwazniejsze z nich wraz z zastosowaniem
podano w tab 2.

Przvgotowanie materialu zloza kolumny dla chro-
matografii powinowactwa wymaga wytworzenia
trwalego wigzania kowalencyjnego pomiedzy nieroz-
puszezalnym nos$nikiem a ligandem. Ponadto, wigza-
nie to musi byé wytworzone przez ¢grupe ligandu,
ktora nie jest istotna dla jego swoiScie wigzacej ak-
tywnosci.

Najwazniejszymi grupami dla wigzania biatek do
stalego nosnika sg N-koncowe grupy aminowe oraz
grupy aminowe i guanidynowe, ulokowane odpowied-
nio w resztach lizyny i argininv. Wigzania kowalen-
cyjne moga byé¢ wytworzone takze przez C-Kkoricowe
grupy bialek lub przez — znajdujace sie w nich —
grupy karboksylowe kwaséw asparaginowego i glu-
taminowego. Rzadziej do tego celu wykorzystuie sie
inne grupy funkeyjne aminokwaséw (—SH, —OH).

Przy wigzaniu ligandéw weglowodanowych wyzys-
kuje sie najczeSciej ich grupy hydroksylowe i amino-
we (aminocukry).

Grupy fosforanowe, hydroksylowe grupy cukrow o-
raz grupy aminowe i enolowe stwarzaja mozliwos¢
kowalencyjnego zwigzania do no$nikdéw kwaséw nu-
kleinowych.

Substraty, koenzyny, inhibitory i hormony zawie-
raja co najmniej jedna lub wiele sposréd wymienio-
nych wyzej grup.

Aby moglo nastapi¢ sprzegniecie ligandu, nos$nik
powinien posiadaé¢ takze odpowiednio aktywne resz-
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ty. Wprowadza sie je przy preparacji nosnika. Mogg

to byé:

1) grupy nukleofilne (aminowe, sulfhydrylowe,
droksylowe),

2) grupy elektrofilne (karboksylowe, bezwodnikow
kwasowych, izocyjanianowe, izotiocyjanianowe,
dwuazoniowe, itp).

Umozliwiaja one sprzegniecie do no$nika prawie
wszystkich stosowanych ligandow.

Wiasciwy wybor techniki sprzegania zalezy od na-
tury ligandu. Najczesécie] uzywanymi metodami sprze-
gania ligandéw do nosnika jest metoda bromocyjano-
wa (9) oraz metoda Kkarbo-dwu-imidowa (29, 44).
Przy pomocy pierwszej z metod prawie kazdy ligand
zawierajacy grupy aminowe moze zostaé podlgczony
do nosdnika z sefarozy. Efekty steryczne, jakie moga
wystepowaé przy sprzeganiu wysokoczasteczkowych
ligandow (np. bialek), eliminuje sie przez wprowa-

hy-

dzenie migdzy ligand a no$nik 6-—12 atomowych
mostkow (,,spacer groups”).

Z uwagi na trudnosci metodyczne i trujace dziala-
nie bromocyjanu, korzysta sie najczedciej juz z uak-
tywnionych tym zwigzkiem noénikéw (aktywna CNBr
sefaroza). Ligandy zawierajgce aromatyczne lub ali-
fatyczne grupy aminowe moga by¢ sprzegane bezpo-
érednio do CNBr sefarozy lub do innych aktywnych
form tej matrycy. Procedury tvch proceséw podawa-
ne sg w odpowiednich publikacjach a takze wydaw-
nictwach producentow materialdw nosnikowych (1,
5).

Ligandy zawierajace grupy karbolsylowe sg sprze-
gane do nosnikdéw pizy uzyciu metody z wykorzysta-
niem karbodwuimidéw. Zasade tej metody — odkry-
tej przez Khorane i Sheehana (29, 44) okre$laja po-
nizsze reakcje chemiczne;

Tab. 1. Najezeéciej stosowane no$niki w chromatografii powinowactwa do sprzegania ligandéw
Grupa -
1 _ Nosnik - Technika
Typ ligandu EL;?;{& Nosnik Uwagi sprzegania
CNBr-aktywowana sefaroza 4B | :Alternatywna metoda dla bia- | Bezposrednio
(Pharmacia) tek, najlepiej opracowana w pH 8—9
Aktywowana dla sprzegania )
Aktywowana CH-sefaroza 4B przez 6-C-mostek. Polecana | Bezposrednio
(Pharmacia) szczegblnie dla ligandéw nisko- | w pH 5—10
-czgsteczkowych
Epoksy-aktywowana sefaroza 6B | Aktywowany zel odpowiedni dla | Bezposrednio
(Pharmacia) aminokwaséw i peptydéw w pH 9—13
1. CH-sefaroza 4B (Pharmacia)
. 2. Amino-heksylo-celuloza
o _ (Merck)
aminokwasy, NIi, N b tvni
peptydy 3. Spr.zezo}?ai{ z1 i ulriszl ynianem
?ﬁ;ﬁg;{)e Syloneatioza Sprzeganie przez 6—12 atomo- | Karbodwuimi-
4. Sprzezona z bursztynianem | Y mostek dowa
amino-dodecylo-celuloza
(Merck)
3. 6-ACA-sefaroza CL 4B (Pier-
ce)
Przez forme
e L i Polecany dla wysokoczgsteczko- | azydkowa lub
Id{f;f;dksmigif celulozo-hy- wych ligandéw (enzymdéw i ich | przy pomocy
naturalnych inhibitoréow) dwuwinylosul-
fonu
Aminokwasy, '
ketokwasy, —COOH AH-sefaroza 4B (Pharmacia) | Sprzeganie przez 6—-9 atomowy | Karbodwumi-
kw. karboksy- DADPA-sefaroza CL 4B (Pierce) = mostek dowa
lowe [
Weglowodany ‘ _— . | Aktywowana dla \sprzé'gania , P
i inne zwigzki —0OH g‘gogﬁﬁﬁzggy ana  sefaroza | oo " yiatkowo trwale wigza- W]?,ezplgsgeirllgo
hydroksylowe ; ’ nie p
i’l‘rrig‘-:?ar;opylo-sefaroza 6B (Phar- Bromocyianowa
Aktywowana tio-propylo-sefa- | Rekacje sprzegania odwracalne Bezposrednio
Zwigzki tiolowe | —SH | roza 4B (Pharmacia) s 2 w pH ok 7
| Epoksy-aktywowana  sefaroza | Dla {rwalego zwigzania produk- | BezpoSrednio
| 6B (Pharmacia) tu w pH 9—13
Biatka i inne
ligandy wyka- ; ‘ ‘ Chromatografia powinowactwa s
zujazc_e aktyw- —NH. %&%B‘fpfﬁ%gf‘ e Eafazza 6 komérek (limfoeytow, erytrocy- aeg’lgsgef%o
nosé immuno- téw, neuronow)
adsorpeyjng
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R—N=C=N—-R -+
karhodwuimid

=R'—-CO—NH—R" + R—NH—CO—NH—-R

R'—COOH + R’'—NH;=

sprzegane:
ligand i no$nik

ne. Z duzej grupy karbodwuimidéw najczesciej sto-
suje sie — z uwagi na rozpuszczalno$¢ w wodzie i
rozpuszezalnodé ich ubocznych produktow — 1l-etylo-
3 (3-dwumelylo-amino-propylo) karbodwuimid. HCI
(EDC) i 1-cyklo-heksylo-3/2-morfolino-etylo/karbo-

wytworzony produkt uboczny dwuimidu metylo-p-tolueno-sulfonian (CMC).
kompleks Karbodwuimidy warunkuja ilo$ciowa przemiane
dopiero w stezeniu 10—100 razy wiekszym od steze-
Synteza wigzania amidowego (peptydowego) jest nia lgczonych ligandéw. Czas reakcji sprzegania rézni
zwykle prosta procedurg jednoetapows, a poniewaz sie dla odmiennych ukladéw. Typowe procesy zacho-

tylko jeden zwigzek jest unieruchamiany na nosniku,
wszystkie niezwigzane substancje sa latwo wymywa-

Tab. 2.

dza przez noc w miejscu chlodzonym lub w tempera-
turze pokojowej.

Gotowe wypelnienia kolumnowe dla chromatografii powinowactwa

Matenial kolumnowy
(Producent)

Sprzezony ligand

Zastosowanie

Con A-Sepharose 4B
(Pharmacia)

Konkawalina A
bialko aglutynujace
erytrocyty — izolowa-
ne z kanawalii mieczo-
ksztaltnej

Rozdzial biopolimerdéw i bialek $cian komdrkowych zawic-
rajacych weglowodany (16, 39, 42, 51)

Protein A-Sepharose CL
4B (Pharmacia) |

Bialko Scian komorko- |
wych |
Staphylococcus aureus |

Izolacja 1gG i czasteczek zawierajacych fragment ¥, immuno-
globulin G (21, 38, 40)

5’ AMP-Sepharose 4B l

(Pharmacia)

N6-(6-aminoheksylo)s’
AMP

Wydzielanie enzymdéw wigzacych kofaklory NAD+ lub ATP
(35, 36, 47)

2’5" ADP-Sepharose 4B
(Pharmacia)

N$-(6-aminoheksylo)2’
3'ADP

Wydzielanie enzymdw zawierajgcych kofaktory NADP*t+ (6,
33, 37)

Blue Sepharose CL 6B
(Pharmacia)

Cibacron Blue F3GA

Sepharose CL 6B
(Pierce)

Blekit ,,Cibacron F3GA”|

Izolacja surowiczej albuminy przy preparacji immunoglobu-
lin, czynnikow krzepniecia krwi, innych bialek i enzyméw
przy pomocy swoistych metod elucji (3, 28, 31, 50, 52, 53)

Poly(U)-Sepharose 4B
(Pharmacia)

| Kwas polirybourydylo- |

wy (ok. 100 nukleoty- |
dow)

Izolacja kwasow nukleinowych zawierajacych sekwencje oligo
(A), mRNA oraz bhialek wigzacych kwasy nukleinowe (23, 32,
43)

Poly(A)-Sepharose 4B
(Pharmaicia)

dow)

Kwas poliryboadenylo-
wy (ok. 100 nukleoty-

Izolacja kw. nukleinowych oligourydylowych, wirusowych
RNA, nukleoproteidéw, bialek swoistych dla RNA np. poli-
meraz RNA (9, 19)

Lysine-Sepharose 4B
(Pharmacia)

L-lizyna

Izolacja plazminogenu i mRNA (48, 54)

Lentil-Lectil-Sepharose
4B (Pharmacia)

' Leklyna soczewicy

(Lens esculenta)

Rozdzial rozpuszezalnych i zwigzanych z blonami glikoprotei-
déw (12, 34)

Iminodiacetid Acid-Se-
pharose CL 4B (Pier-
ce)

Kwas iminodwuoctowy
|

Sprzegniety z jonami Zn*+t — do izolacji transferyny, alfa-
-antytrypsyny, kwasnych glikoproteidéw, gamma globulin, ce-
ruloplazminy, alfa-2-makroglobuliny, interferonu (15, 42)
Sprzegniety z jonami Cutt — do izolacji gamma-globulin,
prealbumin, transferyny, haptoglobin, beta-lipoproteidéw, ty-
rozyny, epsilon-DNP lizyny (22, 23, 42)

TPCK-Trypsin-Sepha-
rose CL 4B (Pierce)

inhibito-
chy-

Trypsyna z
rem aktywnosci
motrypsynowej

Izolacja inhibitorow trypsyny (28, 30, 45)

SBTI-Sepharose 4B
(Pierce)

Sojowy inhibitor tryp-
syny

Izolacja i oczyszczanie trypsyny, izolacja proteaz z soku trzu-
stkowego (3)

6-Aminocapryl-D-Argi-
nine-Sepharose 4B
(Pierce)

G-amino-kaproilo-D-
-arginina

Izolacja karboksypeptydaz A i B od innych proteaz, rozdziat
obu karboksypeptydaz (2, 46)

CBZ-D-Phenylalanine-
-TETA-Sepharose 4B
(Pierce)

Karbobenzoksy-D-fe-
nyloalanino-tréjetyle-
no-czteroamina

Izolacja pepsyny, obojetnych metalo-endo-peptydaz, subtyli-
zyny 1 alfa-chymotrypsyny (16, 17, 18)

Wheat Lectin-Sepharose
6MB (Pharmacia)

Lektyna kielkéw psze-
nicznych

Rozdzial komorek, elementéw subkomérkowych i czasteczek
zawierajgcych weglowodany (10, 21, 27)

Helix pomatia Lectin-
-Sepharose 6MB
(Pharmacia)

Lektyna slimaka
(Helix pomatia)

Chromatografia powinowactwa komdarek, frakeji subkomor-
kowych i makroczgsteczek zawierajgcych weglowodany (13,
25)
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2. Metodyka
powinowactwa

procesu chromatografii

Metodyka rozdzialu w chromatografii powinowac-
twa jest podobna do tej, jakiej wymaga sie w innych
rodzajach chromatografii cieczowej. Podstawowsg
czynnoscig dla poprawnego przeprowadzenia procesu
bywa dobranie kolumny z odpowiednia pojemnoscia
zloza, zapewniajgcej iloSciowe zwigzanie izolowanej
substancji. W nalezycie dobranych warunkach wy-
odrebniany skltadnik absorbuje sie w gérnej 1—2 cm.
warstwie wypelnienia. W wiekszosci przypadkéw wy-
magane sg kolumny o dlugosci 15—30 em. Przy pa-
kowaniu kolumn obowigzuja te same zasady jak w
chromatografii jonowymiennej.

Sktad buforu wyjsciowego, w kidrym rozpuszcza
sie poddawang rozdziatowi mieszanine, powinien by¢
tak dobrany, aby izolowany skladnik byl silnie ab-
sorbowany, tzn. wychwytywany w pierwszych war-
stwach wypelnienia kolumny. Rodzaj buforu =zalezy
$cisle od stosowanego ukladu i powinien okre§laé
warunki pH, zawartos¢ jonoéw metalicznych oraz in-
nych czynnikéw wplywajgcych na swoisto§¢  wigza-
nia. Ogoélng wskazowka przy sporzadzaniu buforéw
sa fizjologiczne warunki wzajemnego wigzania sie
skladnikéw uktadéw.

Istotny wplyw na rozdzial chromatograticzny wywie-
ra sila jonowa stosowanych buforéw, Lktéra moze
wplywaé na nieswoistg desorpcje polielektrolitéw, po-
wodujac zwigzanie ze sprzezonym ligandem jednej
tylko interesujgcej nas substancji (lub grupy zwigz-
kéw).

Objetos¢é wprowadzonej do kolumny proby nie ma
wplywu na wyniki rozdzialu, jezeli substancja jest
tak silnie wiazana, ze zostanie wychwycona w 1—2 ¢m
warstwie zloza kolumny. Stabo wiazgce skladniki po-
winny byé wprowadzane w malej objetoSci — wy-
noszacej ok. 50% objetosci wypelniania kolumny —
aby zapobiec wyplukiwaniu niezaadsorbowanego ma-
teriatu.

Metody elucji uprzednio zwigzanej substancji z ko-
lumny mogg byé¢ albo nieswoiste lub’ natury swoistej.
W wiekszos$ei przypadkow wzrost sily jonowej lub
zmiana pH jest wystarczajgca dla wywolania dysoc-
jacji (desorpcji) kompleksu i wymycia substancji z
kolumny. Uwolnienie zwigzanego biatka enzymatycz-
nego moze by¢é wywolane w sposéb bardziej swoisty
przez dodanie do buforu elucyjnego substratéow, ko-
enzymoéw lub odwracalnych inhibitorow (elucja po-
winowactwa). Obie metody sa szeroko stosowane.
Ostatnia z nich ma jednakze pewne ograniczenia
spowodeowane tym, ze swoiste dodatki musza byé z
kolei usuniete dla umozliwienia dalszych badaft wy-
eluowanego bialka.

Warunki przechowywania zwigzanych z nosnikiem
ligandow zalezg od wlasciwosci samego ligandu.
Ogoélnie biorge, musza one by¢ przetrzymywane w
obecno$ci czynnikéw bakteriostatycznych, bez zamra-
Zzania, w temp. ponizej 281 kelwinow (8°C). Nalezy
przy tym unikaé ekstremalnych wartoSci pH.

3. Chromatografia k o-
morek

powinowactwa

Przy frakcjonowaniu i oczyszczaniu réznych komé-
rek, chromatografia powinowactwa wykorzystuje swo-
istos¢ grup wiazgeych, zlokalizowanych na powierz-
chni ich blon. Z grupami tymi — podobnie jak w
przypadku izolacji czasteczek chemicznych — reaguje
bioswoiécie odpowiedni ligand (zwykle bialkowy im-
munoadsorbent) — sprzezony z nierozpuszczalnym no-
$nikiem. Reakcja kompleksu ligand-noénik z odpo-
wiednim rodzajem komoérek powoduje zatrzymanie
ich w kolumnie chromatograficznej. Wszystkie inne
komdrki, do ktérych ligand nie wykazuje powino-
wactwa, sg wymywane. Uwolnienie wczesSniej zatrzy-
manych komorek nastepuje po zmianie warunkéw
elucji lub enzymatycznym strawieniu ligandu.

W chromatografii powinowactwa komorek stosuje
si¢ najczesciej gruboziarnistg sefaroze 6MB — sprzeg-
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nieta z ligandem lektynowym (lektyny — bialka,
zwykle roslinne, wigzace weglowodany) (14, 20, 49).
Z duzym powodzeniem technike te wykorzystuje sie
do izolacji i rozdzialu limfocytéw B i T (25).
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