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PRZEGLAD METOD SEPARACJI I OCZYSZCZANIA BIALEK
PRZYDATNYCH W BADANIACH I ANALIZIE ZYWNOSCI

Streszczenie

Dokonano przegladu nowoczesnych metod separacji i oczyszczania biatek przydatnych w badaniach i
analizie zywnoS$ci. Proces oczyszczania bialek obejmuje cztery gléwne etapy: wybodr zrddia biatka,
ekstrakcj¢ biatka z materiatu biologicznego, oczyszczanie wyekstrahowanego biatka z wykorzystaniem
technik chromatografii kolumnowej oraz jego przechowywanie do czasu analizy.

Zawarto$¢ biatka w materiale biologicznym 1 jego rozmieszczenie jest jednym z czynnikéw
decydujacych o wyborze zrédta biatka. Znaczne ilosci biatlek mozna uzyska¢ wykorzystujac techniki
rekombinacji DNA, ktére prowadza do ich zwigkszonej ekspresji w komoérkach bakteryjnych. W
przypadku izolacji bialek wewnatrzkomoérkowych nalezy zastosowaé¢ dodatkowe zabiegi majace na celu
rozbicie zaréwno tkanek, jak i komdrek. Komorki znajdujace si¢ w zawiesinie rozbija si¢ za pomoca
szeregu metod. W przypadku biatek integralnych, zwigzanych z blona biologiczna, btona biologiczna
zostaje poddana dziataniu detergentu anionowego, takiego jak Tryton X-100, ktéry nie denaturuje biatka i
zapobiega jego inaktywacji.

Przed przystapieniem do dalszego oczyszczania bialek nalezy okre$li¢ ich przeznaczenie, wymagany
stopien czystosci oraz aktywno$¢. W zaleznosci od przeznaczenia produkt finalny moze mie¢ trzy stopnie
czystosci: bardzo wysoki >99%, wysoki 95-99% oraz umiarkowany <95%.

Techniki chromatograficzne sa wykorzystywane do separacji makromolekul na podstawie takich
parametrow, jak: wielko$¢ i ksztalt, hydrofobowos¢, tadunek powierzchniowy czy powinowactwo.
Pierwsza z tych technik - saczeniem molekularnym zwanym takze filtracja zelowa - rozdziela si¢ biatka
na podstawie wielkosci i1 ksztattu ich czasteczek. Separacja biatek za pomoca chromatografii
jonowymiennej polega na wykorzystaniu réznic w ladunku powierzchniowym czasteczek biatka. W
chromatografii oddziatywan hydrofobowych uwzglednia si¢ réznice w hydrofobowosci biatka, natomiast
w chromatografii powinowactwa wykorzystuje si¢ powinowactwo dwdch substancji, np. enzymu i
substratu, z ktérych jedna jest unieruchomiona na nosniku.

Dyskutowano takze stopien czystosci biatka jako produktu finalnego w zalezno$ci od jego
potencjalnego zastosowania.

Stowa Kkluczowe: zrédto biatka, wyodrgbnianie bialek, metody chromatograficzne, przechowywanie
biatek
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Wprowadzenie

Zywno$é stanowi skomplikowana matryce zwiazkéw chemicznych, czesto
labilnych. Dla analityka badanie sktadnikéw zywnos$ci stwarza okreS§lone trudnosci i
wymaga zastosowania albo specyficznych metod, albo bardzo doktadnego
wyodrgbnienia analizowanych zwiazkéw w stanie mozliwie niezmodyfikowanym, w
szczegoOlnosci biatek.

Staly postgp w zakresie rozwoju technik i metod separacji oraz oczyszczania
biatek ma istotny wplyw na wiele dziedzin nauki i przemystu. Wymagany stopien
czystosci biatka jako produktu koncowego jest rézny w zalezno$ci od jego
potencjalnych zastosowan, np. wysoki stopien czystosci jest konieczny w przypadku
zastosowan terapeutycznych i badan krystalograficznych, natomiast nizszy w
przypadku dodatkéw w przemysle spozywczym [17].

Oczyszczanie bialek jest procesem, w ktérym wyrdznia si¢ nast¢pujace etapy:
wybor zrodta biatka, izolowanie i ekstrakcja biatka z wybranego materiatu
biologicznego, oczyszczanie wyizolowanych biatek na drodze chromatografii
kolumnowych, przechowywanie oczyszczonego biatka.

Wybér zrédia biatka

Po ustaleniu biatka docelowego dokonuje si¢ wyboru zrédta biatka. Materiatem
wyjSciowym moga by¢ tkanki ro$linne, zwierzgce, drozdze oraz bakterie. O wyborze
materiatu biologicznego decyduje zaré6wno rozmieszczenie biatka, jak i jego zawarto$é
W SUrowcu.

Biatka wystgpujace w materiale biologicznym mozna podzieli¢ na trzy grupy, w
zalezno$ci od umiejscowienia:
=  bialka rozpuszczalne, obecne w ptynach ustrojowych;
=  biatka wystgpujace wewnatrz komorki:

— W cytozolu;
— w organellach komérkowych;
=  biatka nierozpuszczalne lub potaczone z czgsciami statymi komorki:
— bialka btonowe;
— bialka strukturalne.

Znaczne ilosci biatek mozna uzyskac¢ stosujac techniki rekombinacji DNA, ktére
prowadza do ich zwigkszonej ekspresji w komodrkach bakteryjnych czy
eukariotycznych. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku biatek rzadko
wystepujacych lub wystepujacych w matych ilo$ciach.

Izolowanie i ekstrakcja biatka z wybranego materiatu biologicznego

Kolejnym etapem, po ustaleniu odpowiedniego zrédia, jest uwolnienie
oczyszczanego biatka do roztworu. Ma to istotne znaczenie w przypadku biatek
wystepujacych np. w organellach komoérkowych czy zwiazanych z blonami
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biologicznymi. W przypadku izolacji tych biatek nalezy zastosowa¢ dodatkowe zabiegi
majace na celu rozbicie zarowno tkanek, jak i komoérek. Komoérki znajdujace si¢ w
zawiesinie rozbija si¢ za pomoca szeregu metod (tab.1).

Tabela 1
Metody uwalniania biatek z materiatu biologicznego do roztworu

Methods of extracting proteins from biological material and introducing them into a solution

Metody uwalniania biatek Zrédto biatka
Methods of extracting and introducing proteins Source of protein
Lagodna
Gentle method
Erytrocyty, E.coli, okotoplazmowe: biatka

Liza komorki (szok osmotyczny) wewnatrzkomoérkowe
Cell lysis (osmotic shock) Erythrocytes, E.coli, periplasm: intrarcellural
proteins
Trawienie enzymatyczne Bakterie: biatka wewnatrzkomérkowe
Enzymatic digestion Bacteria: intracellural proteins
Reczna homogenizacja Tkanka watroby
Manual homogenisation Liver tissue
Siekanie (mielenie) Mig$nie
Mincing (grinding) Muscles
Umiarkowana

Moderate method
Tkanka mig$niowa, wigkszo$¢ tkanek ro$linnych i

Homogenizator Blade’a zwierzgcych
Blade’s homogeniser Muscle tissue, the majority of animal and plant
tissues
Mielenie ze $cieraniem, np. piaskiem Bakterie, tkanki roslinne
Grinding using abrasive materials, e.g. sand Bacteria, plant tissues
Energiczna
Vigorous method
Ultradzwigki Zawiesina komoérek
Ultrasonication Cell suspension
Homogenizator Manton-Gaulina Zawiesina komorek
Manton-Gaulin homogeniser Cell suspension
Prasa Frencha Bakterie, komorki roslinne
French press Bacteria, plant cells
Lizat komoérek, przeciwciata monoklonalne, biatka
Precypitacja frakcyjna zewnatrzkomérkowe
Fractional precipitation Cells lysate, monoclonal antibodies, extra-cellular
proteins

Zrédto: / Source: [17]

Sposrod metod fizycznych stosuje si¢ najczegSciej homogenizacjg, sonikacje
(dzialanie ultradzwigkéw), badz tez dziatanie wysokich cisnien (prasa Frencha). Inna
metoda rozbijania komoérek jest tzw. ,bomba azotowa”, wykorzystujaca gwalttowna
dekompresj¢ zawiesiny komoérek nasyconej rozpuszczalnym gazem, najczesciej
azotem, pod wysokim ci$nieniem. Z innych metod mozna wymieni¢ ogrzewanie,
dzialanie zasadami czy detergentami oraz rozpuszczalnikami organicznymi. Inna
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prosta metoda rozbicia komoérek i uwolnienia zawartosci cytoplazmy jest liza
osmotyczna, polegajaca na rozerwaniu komoérek na skutek dyfuzji wody z roztworu
izotonicznego do bardziej stgzonego — cytozolu, wskutek czego dochodzi do
pecznienia i rozerwania komorki [7].

Dodatkowy etap oczyszczania stosuje si¢ w przypadku biatek zwiazanych z
btonami (rys 1).

biatko integralne
integral protein

detergent
detergent

Pe

_—

histko rozpuszczalne

soluble protein

Rys. 1. Mechanizm uwalniania biatek blonowych za pomoca detergentéw.
Fig. 1. Mechanism of releasing membrane proteins using detergents.

Stanowia one w przyblizeniu 1/3 wszystkich biatek zakodowanych w genomie,
jednak mniej niz 1% ma poznana strukturg. Wysoko wydajna krystalografia zwigksza
mozliwosci poznania struktury tych bialek. Do celéw krystalograficznych niezbedne
jest otrzymanie biatka o wysokim stopniu czystosci [12]. W przypadku biatek
integralnych, zwiazanych z hydrofobowym rdzeniem, btona biologiczna zostaje
poddana dziataniu detergentu anionowego, takiego jak Tryton X-100, ktéry nie
denaturuje biatka i zapobiega jego inaktywacji.

W wyniku dziatania detergentu dochodzi do uszkodzenia podwdjnej warstwy
lipidowej i uwolnienia do roztworu integralnych bialek btonowych, ktére zostaja
okryte warstwa czasteczek detergentu, co zapobiega agregacji biatka. Wybdr
detergentu jest jednym z czynnikéw majacym wplyw na czysto$¢ uzyskanego biatka.
Istnieje wiele réznych detergentéw w codziennym uzyciu w biochemii, ale kilka o
dopiero co poznawanych wtasciwosciach. Mieszaniny detergentéw sa szczegdlnie
przydatne, z niedenaturujacymi dodatkami, ktére czesto odgrywaja krytyczna rolg w
procesie oczyszczania [12]. Natomiast peryferyjne biatka blonowe, ktére niezwigzane
sa z rdzeniem hydrofobowym btony biologicznej, mozna usunaé bez dezintegracji
dwuwarstwy lipidowej, przez przemywanie bton roztworem o duzej sile jonowej, np. 1
M NaCl lub o wysokim pH, na skutek zerwania oddzialywan jonowych i wodorowych,
przytrzymujacych biatka peryferyjne na powierzchni btony [2, 5, 7, 8, 13].
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Oczyszczanie wyizolowanych bialtek na drodze chromatografii kolumnowych

Przed przystapieniem do dalszego oczyszczania bialek nalezy okresli¢ ich
przeznaczenie, wymagany stopien czystosci oraz aktywno$¢. W zalezno$ci od
przeznaczenia produkt finalny moze mie¢ trzy stopnie czystoSci: bardzo wysoki >99%,
wysoki 95-99% oraz umiarkowany <95% (tab. 2).

O zaakceptowaniu okre§lonego stopnia czysto$ci decyduje réwniez rodzaj
zanieczyszczenia, ktéry pozostal w preparacie biatkowym. Moga by¢ tolerowane tylko
te, ktore sa nieszkodliwe. Gorzej, jesli wykazuja one aktywno$¢ biologiczna i ich
obecno$¢ moze wiazaé si¢ z powaznymi problemami zaréwno w analityce, jak i
zastosowaniach terapeutycznych. Dlatego wazne jest wczesne rozpoznanie rodzaju
zanieczyszczen i stwierdzenie, ktére musza by¢ bezwzglednie usunigte, a ktére moga
pozosta¢ w preparacie na akceptowalnym poziomie. Wazne jest wczesne usunigcie
wszelkich czynnikéw powodujacych straty biatka i obnizenie jego aktywnosci
biologicznej, np. proteazy [17].

Tabela 2
Wymagany stopien czystosci preparatu biatkowego w zaleznosci od jego przeznaczenia.
A required purity degree of a protein product depending on its application.

Bardzo wysoki > 95% Badania in vivo, zastosowania terapeutyczne

Extremely high degree > 95% In vivo studies, therapeutic application

Wysoki 95 — 99% Krystalografia oraz wigkszos¢ metod fizykochemicznych

High degree 95 — 99% X-ray crystalography and the majority of physical & chemical

characterisation methods

Antygen do produkcji przeciwcial, sekwencjonowanie biatka od

Umiarkowany < 95% N-Kofica

Moderate degree < 95%

Antigen to produce antibodies, N-terminal sequencing

Zrédto: / Source: [17]

W celu wlasciwego oczyszczania bialek obecnych w materiale biologicznym
wazna jest znajomo$¢ wilasciwosci biatka docelowego oraz zanieczyszczen, ktére
nalezy usunaé. Dotyczy to zaréwno technik separacji, jak i warunkéw oczyszczania,
tak aby straty biatka spowodowane jego inaktywacja byly mozliwie najmniejsze.
Warunkiem otrzymania biatka o wymaganej aktywnoS$ci biologicznej i niezmienionej
strukturze jest zapewnienie warunkéw podobnych do naturalnych, jakie wystgpuja w
materiale biologicznym. Pomimo duZzej ostroznosci stosowane procedury oczyszczania
moga powodowa¢ zmiang warunkow $rodowiskowych, co nierzadko ma negatywny
wplyw na stabilno$¢ oczyszczanych biatek. Znajomo$¢ parametrow srodowiska
krytycznych dla stabilnosci biatka ma istotne znaczenie w zminimalizowaniu zmian
podczas doboru buforéw do ekstrakcji i przy dalszych etapach oczyszczania. Dotyczy
to zwlaszcza takich parametréow, jak: pH, sita jonowa, wtasciwosci redukujace,
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obecno$¢ kofaktorow czy takich czynnikéw fizycznych, jak czas, temperatura,
ci$nienie [17]. Istnieje wiele zwiazkéw, ktére majq stabilizujacy wptyw na strukture
biatka. Zwiazki redukujace, takie jak ditiotreitol (DTT) czy [-merkaptoetanol
zapobiegaja utlenianiu grup tiolowych, dzigki czemu chronia biatko przed zmianami
konformacyjnymi czy utrata aktywnosci enzymatycznej. Kolejnym waznym
czynnikiem majacym wpltyw na stabilno$¢ biatka i jego rozpuszczalno$é jest pH
srodowiska. Jes$li pH $rodowiska jest identyczne z punktem izoelektrycznym biatka,
wowczas rozpuszczalno$¢ biatka maleje i fatwo ulega ono agregacji. Jednym z
kluczowych parametréw, ktéry nalezy bra¢ pod uwagg, jest sita jonowa Srodowiska.
Niekorzystne stgzenie soli w buforze moze prowadzi¢ do agregacji bialek. Przy sile
jonowej w przedziale od zera do warto$ci fizjologicznych (0,15-0,2 M) niektére biatka
wykazuja tendencje do tworzenia precypitatéw na skutek niewystarczajacych
tadunkéw powodujacych odpychanie si¢ czasteczek biatka. Natomiast, gdy stezenie
soli jest za wysokie, wOwczas biatka ulegaja wysalaniu. Jesli biatko wykazuje
stabilno$¢ temperaturowa, to mozna wykonywaé wszelkie czynno$ci w nizszej
temperaturze [10]. Wazna jest tez wiedza o wrazliwosci na dzialanie enzyméw
proteolitycznych, co ma wpltyw na podjgcie decyzji o usunigciu proteaz lub tez dodatku
inhibitoréw. Réwnie wazna jest znajomos$¢ wlasciwos$ci majacych bezposredni wplyw
na dobdr techniki separacji (tab. 3), takich jak: masa czasteczkowa (saczenie
molekularne), tadunek powierzchniowy biatka (w celu ustalenia warunkéw
chromatografii jonowymiennej), powinowactwo (wybér ligandu do chromatografii
powinowactwa), hydrofobowos¢ (wybér medium do chromatografii hydrofobowej)
[10, 17].

Bardzo istotne jest opracowanie metod analitycznych umozliwiajacych
monitoring dobrze przeprowadzonego procesu oczyszczania biatka. Dotyczy to
zaréwno samego biatka, jak i metod identyfikacji krytycznych zanieczyszczen. 1los¢
biatka oznacza si¢ zwykle za pomoca metod Lowry’ego [14] czy Bradforda [3]. W
eluacie biatko moze by¢ mierzone na podstawie pomiaru absorbancji $wiatla o
dtugos$ci fali 280 nm, absorbowanego przez tyrozyng, tryptofan i fenyloalaning. Z
innych metod mozna wyrézni¢: metody immunochemiczne, takie jak ELISA czy
immunoblotting [20], metody elektroforetyczne, szczegdlne przydatne do okres$lania
efektywnosci oczyszczania (SDS-PAGE, NATIVE) czy metody chromatograficzne
HPLC [16]. Ponadto, jesli oczyszczane biatko wykazuje aktywnos$¢ biologiczna,
woweczas ta jego wlasciwos$¢é moze by¢ wykorzystana do okreslania stopnia czystosci.

Tabela 3
Wtasciwos$ci biatka majace wptyw na dobor parametréw oczyszczania.
Properties of proteins and their effect on the selection of the purification process parameters.
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Préba i whasciwosci biatka docelowego
Sample and properties of a target protein

Wplyw na strategi¢ oczyszczania
Type of the effect on the purification strategy

Stabilno$¢ temperaturowa
Temperature stability

Mozliwo$¢ pracy w nizszej temperaturze
It is possible to work at a lower temperature

Stabilnos¢ pH
pH stability

Wybdr buforéw do ekstrakcji i oczyszczania, ustalenie
warunkow chromatografii jonowymiennej, powinowactwa
i odwréconej fazy
Selecting buffers for extraction and purification,
identifying conditions of the ion exchange, affinity or
reversed phase chromatography

Wymagania dotyczace detergentéw
(zwykle niejonowych)
Requirements referring to detergents
(usually non-ion detergents)

Wplyw na stabilnos¢ biatka, izolowanie biatek btonowych
Effect on the protein stability; separation of cell proteins

Stezenie soli (sita jonowa $rodowiska)
Concentration rate of salts (ion strength)

Ustalenie warunkéw precypitacji oraz warunkéw
oddziatywan hydrofobowych
Identifying precipitation conditions and conditions of the
hydrophobic interaction chromatography

Obecnos¢ kofaktoréw w celu zapewnienia
stabilnosci i aktywnosci
Presence of co-factors to ensure the stability
and activity

Wybér dodatkéw, pH, soli, buforéw
Selection of additives, pH, salts, and buffers

Wrazliwos$¢ na dziatanie proteaz
Protease sensitivity

Usunigcie proteaz lub dodatek inhibitoréw
Fast remowal of proteases or addition of inhibitors

Wrazliwos¢ na jony metali
Sensitivity to metal ions

Dodatek zwiazkéw chelatujacych do buforéw (EDTA lub
EGTA)
Addition of EDTA or EGTA to buffers

Wrazliwos$¢ na utlenianie
Redox sensitivity

Dodatek reduktoréw wigzan S-S (2-merkaptoetanol, DTT)
Addition of bond reducing agents (2-merkaptoethanol,
DTT)

Masa czasteczkowa
Molecular weight

Wybér medium do saczenia molekularnego
Selection of gel filtration media

Ladunek powierzchniowy biatka
Surface charge of the protein

Ustalenie warunkéw chromatografii jonowymiennej
Identifying and determining the ion exchange conditions

Powinowactwo
Bio-specific affinity

Wyb6r ligandu do chromatografii powinowactwa
Selecting a ligand for the affinity chromatography

Wybér medium do chromatografii oddziatywan

Hydrofobowos¢ hydrofobowych
Hydrophobicity Selecting a medium for the hydrophobic interaction
chromatography

Przy podejmowaniu decyzji odnosnie do oczyszczania biatka bardzo wazne jest
zastosowanie procedury wykorzystujacej jak najmniejsza liczbg technik, jednocze$nie
zapewniajaca uzyskanie produktu o wymaganym stopniu czysto$ci i wymaganej
aktywnosci. Wynika to m.in. z ryzyka utraty znacznych ilo$ci biatka oraz jego
aktywnos$ci na poszczegllnych etapach oczyszczania, a takze istnieje mozliwos¢
znacznego wydluzenia czasu i tym samym zwigkszenie kosztéw finalnych catego
procesu oczyszczania. Przyktadowo, jesli préba ma niska silg¢ jonowa Srodowiska,
wowczas w pierwszym etapie moze by¢ oczyszczana przy zastosowaniu IEX (tab. 4).
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Tabela 4

Poréwnanie warunkow poczatkowych i koncowych stosowanych technik chromatograficznych.
Comparison of the starting and closing conditions for the chromatographic techniques applied.

Technika

Technique

Warunki poczatkowe

Starting conditions

‘Warunki koncowe

Closing conditions

Chromatografia jonowymienna
(IEX)

Ion exchange chromatography

Niskie stezenie soli, objetosé¢
proby nielimitowana
Low ionic strength, sample
volume not limited

Wysokie st¢zenie soli lub zmiana
pH, préba zaggszczona

High ionic strength or pH change,
concentrated sample

Chromatografia oddziatywan
hydrofobowych (HIC)

Hydrophobic interaction
chromatography

Wysokie stgzenie soli, objgtos¢
proby nielimitowana
High ionic strength, sample
volume not limited

Niskie stgzenie soli, proba
zageszczona,

Low ionic strength,

concentrated sample

Chromatografia powinowactwa
(AC)

Affinity chromatography

Warunki charakterystyczne
wigzania do ligandu, objetos¢
proby nielimitowana

Specific binding conditions,

Warunki charakterystyczne dla
elucji, préba zaggszczona

Specific elution conditions,
concentrated sample

sample volume not limited

Ograniczona objgtos¢ proby <5%

catkowitej objetosci kolumny Wymiana buforu, préba

Saczenie molekularne (GF) rozcieficzona

Gel filtration Limited sample volume <5% total

Buffer exchange; diluted sample
column volume)

Zrédto: / Source: [17]

Po elucji z kolumny IEX préba znajduje si¢ zwykle w buforze o wysokiej sile
jonowej i w nastgpnym etapie moze by¢ oczyszczana na kolumnie HIC (w razie potrzeby
mozna ustali¢ pH oraz dodac¢ soli). I odwrotnie, jesli préba jest eluowana z kolumny HIC,
wowczas ma wysokie stezenie soli i niekiedy nalezy ja rozcienczy¢ lub wymieni¢ bufor
do poziomu umozliwiajacego zastosowanie IEX [17]. Kolejny przyktad, precypitacja
siarczanem amonu stanowi czgsto pierwszy etap klarowania i zaggszczania biatka i w tej
sytuacji HIC, ktéra przebiega w warunkach wysokiego st¢zenia soli niezbgdnego do
zwiazania bialek w matrycy kolumny, stanowi idealng technike w pierwszym etapie
oczyszczania. Stezenie soli oraz objgto$¢ koncowa proby zostanie znacznie zmniejszona
po elucji z kolumny HIC. Rozcienczanie frakcji lub szybka wymiana buforu, z
zastosowaniem kolumienek do odsalania Sephadex G-25, przygotowuje proby do etapu
oczyszczania na IEX lub AC. Z kolei technika saczenia molekularnego jest szczegdlnie
przydatna po technikach zagegszczajacych (IEX, HIC, AC), z uwagi na ograniczenia
objetosci nanoszonych prob [17].

Bardzo czgsto frakcjonowanie biatek przeprowadza si¢ stosujac zwiazki
chemiczne powodujace precypitacje (tab. 5).

Tabela 5
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Przyktady stosowania zwiazkéw chemicznych do precypitacji biatek.
Examples of chemical compounds used in the protein precipitation process.

Zwiazek precypitujacy Rodzaj préby Komentarz

Precipitation agent Sample type Comment
Stabilizuje biatka, nie denaturuje,

>1mg biatka/ml, szczegdlnie supernatant bezposrenio
Siarczan amonu immunoglobuliny kierowany na HIC
Ammonium sulphate >1mg /ml proteins, especially Stabilizes proteins; no
immunoglobulins denaturation, supernatant can go
directly to HIC

Nie denaturuje biatka, supernatant
bezposrednio kierowany do IEX

Glikol polietylenowy Biatka plazmy Iub AC.
Polyethylene glycol Plasma proteins No protein denaturation;
supernatant goes directly to IEX or
to AC
Precypitacja peptydéw lub zaggszczanie
biatek do elektroforezy Moze denaturowac biatka
Aceton . . LT . .
Useful in the peptide precipitation or nieodwracalnie
Acetone . . . . . .
while concentrating proteins for the Can irreversibly denature protein

electrophoresis process

Zrédto:/Source: [17]

Najczgsciej stosuje si¢ siarczan amonu, ktérego zaleta jest to, ze zachowuje
natywna strukturg biatka. W technice tej wykorzystuje si¢ fakt, ze w obecnosci duzego
stezenia soli rozpuszczalno$¢ wigkszosci biatek maleje. Przy odpowiednio duzym
stezeniu soli biatko wypada z roztworu, czyli ulega precypitacji. Wielko$¢ obszarow
hydrofobowych w strukturach wysalanych biatek wplywa bezposrednio na
zastosowanie niezbg¢dnego st¢zenia soli. Biatka o wigkszych obszarach hydrofobowych
ulegaja wysalaniu szybciej niz te o mniejszych obszarach hydrofobowych. Stad tez jest
mozliwe zastosowanie tej procedury do frakcjonowania mieszaniny biatek. Wysalanie
stosuje si¢ rowniez w pézniejszych etapach procesu oczyszczania, aby zagescié
rozcienczony roztwor biatka, poniewaz biatko po precypitacji moze zosta¢ ponownie
rozpuszczone w mniejszej objetosci buforu [17].

Techniki chromatograficzne sa wykorzystywane do separacji makromolekut na
podstawie takich parametrow, jak: wielko$¢ i ksztalt, hydrofobowo$¢, tadunek
powierzchniowy czy powinowactwo [1].

Saczenie molekularne

Stosujac saczenie molekularne, zwane takze filtracja zelowa, rozdziela si¢ biatka
na podstawie wielko$ci i ksztaltu ich czasteczek. W technice tej mata objgtos¢ préby,
stanowigca < 5% objetosci kolumny, jest nanoszona na szczyt kolumny, ktoérej
wypelnienie stanowia porowate ziarna nierozpuszczalnego polimeru, takiego jak
poliakryloamid. Ponadto stosuje si¢ ziarna, ktérych podstawowym skladnikiem jest



14 Mariusz Rosinski, Dorota Piasecka-Kwiatkowska, Jerzy R. Warchalewski

dekstran (Sephadex). Do syntezy ziaren zelu Sephadex stosuje si¢ dekstran o $redniej
masie czasteczkowej 30-50-10° Da. Otrzymane ziarna maja zdolno$é wiazania wody w
granicach 25 ml/ml. Zele serii G stosowane sa do rozdziatu substancji w $rodowisku
wodnym i glicerolowym, natomiast w §rodowiskach polarnych stosuje si¢ Sephadex
LH-20. Innym zwiazkiem do produkcji ziaren jest agaroza, a otrzymany zwiazek —
Sepharose — jest przeznaczony do rozdzielania czastek o masie powyzej 100-10* Da
[11]. Podczas rozdzialu male czasteczki, takie jak jony, dyfunduja w giab zZelu i
poruszaja si¢ wolniej w kolumnie, natomiast czasteczki wigksze lub o wydtuzonym
ksztatcie wyptywaja z kolumny jako pierwsze (rys. 2).

mieszanina bhiatek porowate ziarna
protein mixture porous beads

0 ® gold _0
nolgey
“.l.foo
l.o He
L J 0.0.
o "o@

0
0 0

najwigksze czgsteczki najmniejsze czgsteczki
the largest molecules the smallest molecules

Rys. 2. Mechanizm separacji czasteczek na podstawie wielkosci 1 ksztattu przy zastosowaniu saczenia
molekularnego.
Fig.2.  Mechanism of separating molecules by their sizes and shapes in a gel filtration process.

W przeciwienstwie do pozostatych technik chromatograficznych czasteczki nie
wiaza si¢ z wypetniaczem kolumny, dlatego sktad buforu nie ma wptywu na rozdziat.
Zaleta tej metody jest takze fakt, ze warunki rozdzialu moga by¢ dostosowane do
rodzaju préby, a takze warunkéw wymaganych w kolejnych etapach oczyszczania,
analizy czy przechowywania.

Technika ta szczegdlnie nadaje si¢ do oczyszczania biatek wrazliwych na zmiany
pH czy wystgpowanie jonéw metali. Sam rozdzial moze by¢ prowadzony w obecnosci
niezbednych jondw, kofaktoréw, detergentéw, mocznika, przy wysokiej lub niskiej sile
jonowej, a oczyszczone biatka moga znajdowac si¢ w dowolnym buforze [6].

Chromatografia jonowymienna

W chromatografii jonowymiennej rozdziat biatek uzalezniony jest od ich
powierzchniowego fadunku i polega na odwracalnej wymianie jonowej ze
znajdujacymi  si¢ w  roztworze, obdarzonymi tadunkiem = przeciwnym,
unieruchomionymi jonami wymieniacza jonowego. Pierwszym etapem jest kalibracja,
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podczas ktérej wymieniacz jonowy jest doprowadzany do warunkéw poczatkowych,
dotyczy to pH oraz sity jonowej $rodowiska, ktére zapewniaja wymiang jonowa
pozadanych czasteczek z buforem inicjujacym. Na tym etapie grupy wymieniacza sa
zwiazane z przeciwjonami buforu startowego (zwykle CI” lub Na®). W drugim etapie
nastgpuje naniesienie proby na kolumng oraz adsorpcja znajdujacych si¢ w roztworze
czasteczek o tadunku przeciwnym do tadunku grup wymieniacza. Obdarzone
tadunkiem czasteczki biatka wypieraja zwigzane z wymieniaczem przeciwjony i wigza
si¢ z nim odwracalnie. Niezwigzane substancje moga by¢ wymyte z kolumny za
pomoca buforu startowego. Nastepnie, zwigzane biatka sa usuwane z kolumny na
drodze wymiany jonowej z buforem wymywajacym. Osiaga si¢ to zwykle przez
zwigkszenie sity jonowej (wzrost st¢zenia soli) buforu eluujacego lub przez zmiang
jego pH. W przypadku zwigkszania stgzenia soli desorpcja nastgpuje wraz ze
zwigkszaniem gradientu soli, a zwiazane czasteczki sa uwalniane z kolumny w
zalezno$ci od sity wiazania z wymieniaczem (rys. 3).

Najstabiej zwiazane substancje sa eluowane jako pierwsze. Oprdcz elucji
gradientem NacCl, biatka mozna wymywac¢ zmieniajac pH buforu, co powoduje zmiang
stanu jonizacji bocznych reszt aminokwaséw, a co za tym idzie tadunku biatka. Po
zakonczonym rozdziale kolumne regeneruje si¢ w celu usunigcia z niej substancji
niewymytych, na drodze elucji buforem o wysokiej sile jonowej, a nastgpnie
przeprowadza si¢ kalibracj¢ do warunkéw poczatkowych [17].

Do rozdziatu biatek obdarzonych tadunkiem ujemnym stosuje si¢ kolumny
zawierajace dodatnio natadowane grupy dietyloaminoetylowe (DEAE), takie jak
DEAE-celuloza lub DEAE-Sephadex. Jest to typ chromatografii anionowymienne;j.
Natomiast do rozdziatu bialek o fadunku dodatnim stosuje si¢ kolumny zawierajace
wypelnienie obdarzone tadunkiem ujemnym grup karboksymetylowych (CM), np.
CM-celuloza lub CM-Sephadex. Jest to typ chromatografii kationowymiennej [7, 9,
11].
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Rys. 3. Przyktad rozdzialu biatek za pomoca techniki chromatografii jonowymiennej w gradiencie soli.

Fig. 3. Example of separating proteins with the use of ion exchange chromatography in a salt gradient.

Chromatografia oddzialywan hydrofobowych

Wazna technika oczyszczania biatek, wykorzystujacaq ich hydrofobowa naturg,
czgsto stosowana w polaczeniu z chromatografia jonowymienna oraz saczeniem
molekularnym, jest chromatografia oddziatywan hydrofobowych.

Technika chromatografii oddzialywan hydrofobowych rozdziela biatka na
podstawie réznic w sile oddzialywania obszaréw hydrofobowych biatka z jeszcze
bardziej hydrofobowymi grupami ligandéw, umocowanymi na powierzchni no$nika
pozbawionego fadunku elektrycznego. Wiazanie biatka do no$nika hydrofobowego jest
osiagane przez stosowanie buforow o wysokiej sile jonowej $rodowiska, np. 1,5 M
roztwdr siarczanu amonu, a uwalnianie biatek nastgpuje przez ich wymywanie buforem
0 zmniejszajacym si¢ gradiencie soli [2, 12, 17, 19]. Mechanizm oczyszczania biatek
za pomoca techniki chromatografii oddzialywan hydrofobowych przedstawiono na rys.
4. Inny sposéb elucji polega na zwigkszeniu pH buforu czy dodatku komponentéw
wykazujacych silne powinowactwo do ligandu lub zwigkszajace hydrofilno$¢ biatek,
np. alkohole i aminy alifatyczne lub detergenty niejonowe.



PRZEGLAD METOD SEPARACJI I OCZYSZCZANIA BIALEK PRZYDATNYCH W BADANIACH... 17

mieszanina hiatek w warunkach
wysokiego stezenia soli malejgcy gradient NaCl

protein mixture in conditions decreasing NaCl gradient

of high salt concentration

s e
(; <8
8
g 8
N
ziarno z <8
hydrofobowsg 6 6
owvierzchni
zead with ! Q Q 6 : 6
<8<8 hydrophohic 8‘8 6 e
<8<8 surface ‘8 <8 e €
& & ¢
G0 G g0 @
& @ P

niezwigzane biatka
unbound proteins

Rys. 4. Oczyszczanie bialek za pomoca techniki chromatografii oddziatywan hydrofobowych.
Fig. 4.  The protein purification process with the use of hydrophobic interaction chromatography.

Chromatografia powinowactwa

Technika rozdziatu wykorzystujaca wzajemne powinowactwo dwdch substancji
jest chromatografia powinowactwa. Umozliwia ona rozdzial bialek na podstawie
odwracalnej reakcji dwéch wykazujacych specyficzne powinowactwo substancji, z
ktérych jedna — ligand zwiazana jest ze stalym no$nikiem. Dzigki tej technice mozna
oczyszcza¢ nastgpujace substancje: enzym-substrat, enzym-inhibitor, przeciwcialo-
antygen, hormon-receptor, kwasy nukleinowe-biatka [1, 4, 11, 15, 21]. Na rys. 5
przedstawiono schemat oczyszczania biatek technika chromatografii powinowactwa.

W chromatografii powinowactwa wyrdznia si¢ nastgpujace etapy: kalibracja,
adsorpcja biatka 1 elucja niezwigzanego materialu, zakonczenie wymywania
niezwigzanego materialu, elucja zwiazanych bialek, zakonczenie wymywania
zwiazanych biatek, kalibracja kolumny.
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Rys. 5. Oczyszczanie biatek za pomoca techniki chromatografii powinowactwa.
Fig.5.  Protein purification with using affinity chromatography.

Jedna z najskuteczniejszych technik oczyszczania biatek jest chromatografia
immunopowinowactwa, wykorzystujaca unieruchomione przeciwciala. Wysokie
powinowactwo przeciwciala do antygenu moze by¢ wykorzystane do wysoce
selektywnej adsorpcji biatek. W chromatografii immunopowinowactwa zastosowanie
maja dwa rodzaje przeciwcial: przeciwciata poliklonalne i przeciwciata monoklonalne.
Przeciwciata poliklonalne, otrzymane w wyniku immunizacji zwierzgcia, sa mieszaning
przeciwcial o rdéznej specyficznosci, wiazacych rdézne epitopy antygenu [21].
Przeciwciata te sa relatywnie tatwe do otrzymania, jednak maja takze kilka wad. Ze
wzgledu na duze zréznicowanie przeciwcial pod wzgledem specyficznosci istnieje
niebezpieczenstwo wystapienia reakcji krzyzowej, czyli wiazania bialek majacych
identyczny lub zblizony strukturalnie epitop, co w konsekwencji uniemozliwitoby
skuteczne oczyszczanie danego biatka. Ponadto, produkcja przeciwcial poliklonalnych
nie jest powtarzalna ze wzgledu na cechy osobnicze immunizowanych zwierzat tego
samego gatunku, co wiaze si¢ z dodatkowymi etapami usuwania niepozadanych
przeciwcial. Poza tym trudno jest uzyska¢ odpowiednig ilo$¢ krwi — w zaleznosci od
gatunku zwierzecia od kilku do kilkudziesigciu cm’. Natomiast przeciwciata
monoklonalne, mimo ze ich otrzymanie jest znacznie drozsze i bardziej ztozone, maja
wiele zalet, dzigki ktérym doskonale nadaja si¢ do oczyszczania bialek. Po pierwsze, do
ich produkcji nie potrzeba antygenu o wysokim stopniu czystosci. Poza tym moga by¢
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otrzymywane potencjalnie w nieograniczonej iloci oraz, co jest bardzo istotne, dzigki
identycznej specyficznosci, tj. wiazaniu tego samego epitopu z identyczna sila,
zapewniaja powtarzalno$¢ procesu oczyszczania, dotyczaca zwlaszcza warunkow
wiazania i elucji biatek [4].

Ze wzgledu na site oddziatywania miedzy antygenem i przeciwcialem dos¢ trudno
jest wymy¢ antygen z kolumny immunopowinowactwa. Jednak mozna tego dokonaé
na kilka sposobéw, np.: zastosowanie skrajnych wartosci pH (3 lub 10), uzycie
zwiazkow denaturujacych (8 M mocznik lub 6 M chlorowodorek guanidyny) lub
zwiazkéw chaotropowych (3 M KSCN). Aczkolwiek nalezy liczy¢ si¢ z tym, ze elucja
w tych warunkach prowadzi bardzo czgsto do zmian strukturalnych biatka, co jest
niepozadane, zwtaszcza w przypadku biatek wykazujacych aktywnos¢ biologiczna, np.
enzymow [4].

Przechowywanie oczyszczonego biatka

Warunki w jakich przechowuje si¢ biatko maja istotny wptyw na zachowanie jego
niezmienionej struktury oraz aktywnosci biologicznej przez caly okres
przechowywania. Okres ten moze wynosi¢ od kilku dni do ponad roku w zaleznosci od
natury biatka oraz warunkéw przechowywania. Czynnikami, ktére maja najwigkszy

wplyw na stabilno$¢ biatka podczas przechowywania sa: temperatura, czas
przechowywania, czystos¢ preparatu. Poréwnanie warunkéw przechowywania
przedstawiono w tab. 6.
Tabela 6
Poréwnanie warunkéw przechowywania biatek.
Comparison of the protein storage conditions.
25-50% glicerol Zamrozone w
Roztwér w lub glikol temp. ?,d ~20°Cdo Liofilizowane
Warunki temp. 4°C etylenowy w ._80 C lub W (zwykle zamrozone)
p o y
przechowywania Solution at temp. -20°C cieklym aZOoCIe Lyophilised
Storage conditions 4°C 25-30% glycerol | Frozen at ._20, C‘to (usually frozen)
& ; or ethylene -80°C or in liquid
glycol at -20°C nitrogen
Czas przechowywania 1 miesiac 1 rok Kilka lat Kilka lat
Storage period 1 month 1 year Several years Several years
Wymagania dotyczace
sterylnosci lub dodatku
substancji anytbakteryjnych Tak Zwykle tak Nie Nie
Requirements with regard to Yes Usually yes No No
sterile conditions or
antibacterial agents added
Rozmrazanie préby Wiele razy Wiele razy Jeden raz Jeden raz
Defrosting of the sample | Many times Many times Once Once

Zrédto: / Source: [18]
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Biatka do czasu wykonania analiz powinny by¢ przechowywane w temperaturze
ponizej 4°C w czystych, autoklawowanych szklanych pojemnikach lub probéwkach
polipropylenowych. Przechowywanie w temperaturze pokojowej prowadzi bardzo
czesto do degradacji i obnizenia aktywnosci biologicznej biatka, gldwnie na skutek
obecnosci drobnoustrojéw. Natomiast w temp. 4°C biatka mozna przechowywaé od
jednego dnia do kilku tygodni. Obnizenie temp. do przedzialu od -20°C do -80°C
wydtuza okres przechowywania biatka nawet do kilku lat. W tym przypadku nalezy
unika¢ rozmrazania i ponownego zamrazania preparatu, poniewaz prowadzi to do
obnizenia stabilnosci biatka, a w rezultacie do obnizenia jego aktywnosci. Dlatego
preparat biatka przeznaczony do zamrozenia nalezy przechowywac¢ w matych porcjach,
ktore nie beda ponownie zamrazane [18].

Na stabilno$¢ biatka wplywa réwniez stezenie biatka w preparacie. Biatko o
stgzeniu ponizej 1 mg/ml jest bardziej podatne na inaktywacj¢ i straty ze wzgledu na
niski poziom wiazania do §cianek naczynia, w ktérym jest przechowywane [18].
Dlatego najlepszym sposobem jest przechowywanie biatka w bardziej skoncentrowane;j
formie albo dodanie biatka stabilizujacego, takiego jak oczyszczona albumina serum
krwi bydlecej (BSA) do koncowego stezenia 10-15 mg/ml, co pozwoli ochronié¢
przechowywane biatko przed stratami.

Wiele sktadnikéw moze mie¢ wptyw na okres przechowywania biatka [18], np.:

— substancje krioochronne, takie jak glicerol lub glikol etylenowy w stezeniu 25—
50%, pomagaja stabilizowa¢ biatko przez zapobieganie tworzeniu si¢ krysztatow
lodu, ktéry niszczy strukture biatka przechowywanego w temp. -20°C i nizszej;

— inhibitory proteaz, ktére zapobiegaja degradacji proteolitycznej biatka;

— substancje antybakteryjne, takie jak azydek sodu (NaNs;) w stezeniu 0,02-0,05%
hamuja wzrost mikroorganizméw;

— zwiazki chelatujace w stgzeniu 1-5 mM zapobiegaja utlenianiu grup —-SH
indukowanemu przez metale;

— zwiazki redukujace, takie jak DTT, czy 2-merkaptoetanol w stgzeniu 1-5 mM
zapobiegaja utlenianiu cysteiny, stabilizujac tym samym struktur¢ przestrzenna
biatka.

Podsumowanie

Wyizolowanie biatka z zachowaniem jego aktywnosci biologicznej i struktury
natywnej jest zadaniem trudnym, wynikajacym z koniecznoS$ci zapewnienia warunkéw
zblizonych do naturalnych podczas samego procesu oczyszczania i przechowywania.
Ograniczenie, tam gdzie to jest mozliwe, liczby etapdw oczyszczania sprzyja
zmniejszeniu strat oczyszczanego biatka. Dlatego tez stosowane metody powinny by¢
starannie dobrane i na tyle tagodne, aby zminimalizowa¢ degradacj¢ czasteczek biatka,
a ponadto powinny charakteryzowac¢ si¢ bardzo wysoka specyficznoscia rozdzielcza
biatek wystgpujacych w materiale biologicznym, co pozwala na wysoki stopien ich
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oczyszczenia. Ma to duze znaczenie zaréwno w badaniach, jak i w analityce zywnosci,
a takze w poznaniu ich wtasciwo$ci funkcjonalnych, szczegélnie w przypadku biatek
stosowanych jako dodatki do ZywnoSci.
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THE REVIEW OF PROTEIN SEPARATION AND PURIFICATION METHODS APPEARING
USEFUL IN RESEARCH AND FOOD ANALYSIS

Summary

In this paper, some up-to-date methods of protein separation and purification appearing useful in
research and food analysis were reviewed. The protein purification process includes four major phases:
selecting a source of protein, isolating and extracting protein from the biological material, purifying the
extracted protein using a column chromatography technique, and, finally, storing the protein obtained
until it is taken for further analysis.

The content of protein in a biological material and its distribution is one of the factors determining the
protein source to be selected. It is possible to win considerable amounts of proteins by employing a DNA
recombination technique leading to their increased expression in bacterial cells. When isolating
intracellular proteins, it is necessary to utilize additional measures in order to destroy both the tissues and
the cells. The cells present in a suspension are destroyed using several methods. With regard to integral
protein bound to a biological membrane, an anionic detergent, for example Tryton X-100, is applied to
such a biological membrane since this anionic detergent does not cause the denaturation of protein, and it
prevents inactivation of the proteins.

Prior to starting the purification process of proteins, it is necessary to determine the application of the
final proteins to be obtained, the required degree of their purity, and their activity. Depending on its
applications, the final protein product can have three degrees of purity: very high > 99%, high, ranging
between 95 and 99%, and moderate < 95%.

Chromatographic techniques are employed to separate macromolecules on the basis of such
parameters like: size and shape, hydrophobicity, surface net charge, or affinity. The first of those
techniques is molecular sieving chromatography, also known as a gel filtration. If this technique is
applied, macromolecules are separated according to their sizes and shapes. The other technique is ion
exchange chromatography and with it, proteins are separated according to differences in the surface net
charge of protein macromolecules. While applying the hydrophobic interaction chromatography, the
separation of proteins is based on differences in the protein hydrophobicity, whereas the affinity
chromatography utilizes the affinity of two substances, for example an enzyme and a substrate, and one of
these two substances is carrier-bound, thus, immobilized.

In the paper, the purity degree of protein as a final product was discussed with regard to the potential
application of such a protein product.

Key words: source protein, protein isolation, chromatographic methods, storage of proteins



