INZYNIERIA BIALEK TERAPEUTYCZNYCH — CWICZENIE II

Chromatografia powinowactwa — oczyszczanie biatek

Wprowadzenie

Dla wyjasnienia budowy i roli poszczegdlnych struktur subkomérkowych w procesach
metabolicznych jest niezbedna ich izolacja, oczyszczenie 1 doktadna charakterystyka.
Frakcjonowanie organelli komérkowych polega na homogenizacji, czyli zniszczeniu bton
komorkowych na drodze mechanicznej 1lub chemicznej, rozdzieleniu frakcji
wewnatrzkomorkowych w  zaleznosci od masy, powierzchni 1 cigzaru wiasciwego.
Homogenizacj¢ przeprowadza si¢ najczesciej na drodze mechanicznej, przez wprowadzenie w
ruch zawiesiny komorek lub tkanek, w odpowiednim do tkanki homogenizatorze, tak aby
wystepowaly sily tarcia dostatecznie duze do rozerwania duzych bton, lecz zbyt mate do
uszkodzenia bton matych organelli komoérkowych. Konieczne jest zachowanie odpowiednio
niskiej temperatury oraz zastosowanie roztworu izotonicznego z cytoplazma podstawow3g i
obojetnego chemicznie w stosunku do organelli. W wirowaniu roznicowym zawiesing podaje
si¢ najpierw wirowaniu przy niskich obrotach (40000g) i przez krotki okres czasu (30 min), a
nastepnie zawiesing nad uzyskanym w ten sposob osadem przenosi si¢ do innej probowki i
wiruje si¢ dtuzej (60 min) przy wigkszych obrotach (100000g), aby oddzieli¢ czaski mniejsze.
W ten sposob niejednorodng zawiesing mozna podzieli¢ na kilka frakcji bardziej jednorodne -

frakcje cytosolowa, ktora stanowi supernatant i mikrosomalna, ktora jest osad po wirowaniu.

Chromatografia powinowactwa jest to szczegdlny typ chromatografii adsorbcyjnej, w
ktorej wykorzystuje si¢ wzajemne powinowactwo dwodch réznych substancji. Jedna z nich,
chemicznie zwigzana z nierozpuszczalnym nosnikiem i zwana ligandem, specyficznie
adsorbuje drugg substancje, znajdujaca si¢ w mieszaninie innych zwigzkoéw. Oddzialywanie
substancji rozpuszczonej w fazie ruchomej z unieruchomionym ligandem moze mie¢ rézny
charakter, jak migedzy 1) hormonem a receptorem 2) enzymem a substratem, 3) enzymem a
inhibitorem, 4) przeciwcialem a antygenem lub haptenem, 5) komplementarnymi odcinkami
kwasow nukleinowych 6) kwasami nukleinowymi a biatkami 7) lektynami a cukrowcami, 8)

dopetiaczem a przeciwciatami grupy IgG.



Schemat przebiegu chromatografii powinowactwa:
a) chemiczne wigzanie ligandu ze ztozem (immobilizacja ligandu)
b) specyficzne wigzanie substratu do unieruchomionego ligandu oraz odmycie
niespecyficznie zaadsorbowanych czasteczek biatkowych

c) elucja specyficznie zwigzanego substratu
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Zwiazki izolowane metoda chromatografii powinowactwa mozna eluowaé rOwniez w sposob
niespecyficzny, za pomoca buforéw o niskim lub wysokim pH (np. bufor octanowy, bufor
weglanowy itp.), roztworéw o duzej sile jonowej (2,5 M roztwér NaCl) czy zwigzkow
rozrywajacych wigzania wodorowe (4-8 M roztwor mocznika, 6 M roztwor guanidyny).
Zastosowanie zaroOwno specyficznych , jak i niespecyficznych eluentéw pozwala uzyskaé
czysty preparat izolowanej substanciji.

Jako nos$niki w chromatografii powinowactwa sa stosowane zloza, ktore tradycyjnie
wykorzystuje si¢ do filtracji zelowej z tym, ze przed uzyciem konieczna jest odpowiednia ich
aktywacja. Sg to pochodne dekstranowe (Sephadex), agarozowe (Sepharose, Bio-Gel A) lub
poliakrylamidowe (Bio-Gel P). Do aktywacji zeli dekstranowych i agarozowych powszechnie
stosuje si¢ reakcj¢ z halogenocyjanami. Oprécz nos$nikow, ktore mozna przygotowaé we
wlasnym zakresie (Sephadex, Sepharose, Bio-Gel A), dostgpne sa roéwniez zloza juz
przystosowane do chemicznego wigzania ligandu, np. CNBr-activated-Sepharose 4B lub Affi-
Gel 10. Rodzaj wigzania mig¢dzy ligandem i no$nikiem zalezy zaréwno od rodzaju substancji

uzywanej jako ligand, jak i od no$nika. Ugrupowania karboimidowe, powstajace podczas



aktywacji zelu bromocyjanem, reaguja wylacznie z grupami aminowymi przytaczanej
substancji. Z aktywnym no$nikiem mozna nastgpnie zwigza¢ chemicznie wszystkie typy
biopolimerow, tj biatka, kwasy nukleinowe oraz wielocukrowce zawierajace grupy aminowe.
Ligandy biatkowe wigzg si¢ takze za pomoca grup karboksylowych (Glu, Asp),
hydroksylowych (Tyr, Ser, Thr), sulthydrylowych (Cys). Kwasy nukleinowe przylacza si¢ do
nosnika za posrednictwem reszt fosforanowych lub grup enolowych zasad azotowych, a
cukrowce - przez grupy wodorotlenowe reszt cukrowych. W tabeli podano rodzaje no$nikow
oraz reagujace z nimi grupy funkcyjne ligandéw.

Tabela 1. Zestawienie najczesciej stosowanych zt6z gotowych do kowalencyjnego

wigzania ligandu.

L.p. Ligand Grupa funkcyjna Nazwa handlowa zloza
ligandu uzyta do
wigzania z no$nikiem
1. Biatka, peptydy, aminokwasy, kwasy Aminowa CNBr-activated Sepharose 4B
nukleinowe, polinukleotydy Activated CH-Sepharose 4B
Epoxy-activated Sepharose 6B
CH-Sepharose 4B
Affi-Gel 10
Affi-Prep 10
2. Biatka, peptydy, aminokwasy Karboksylowa AH-Sepharose 4B
Affi-Gel 102
3. Cukrowce Hydroksylowa Epoxy-activated Sepharose 6B
Affi-Gel Hz
4. Biatka, peptydy, aminokwasy, Tiolowa Thiopropyl Sepharose 6B
nukleotydy zawierajace siarke Activated Thiol Sepharose 4B
Affi-Gel 501
5. Antybiotyki, hormony, koenzymy, inne | Grupy dystansowe: CH-Sepharose 4B
matoczasteczkowe buiomolekuty aminowa, tiolowa,, | AH-Sepharose 4B
hydroksylowa, Epoxy-activated Sepharose 6B
karboksylowa Activated Thiol Sepharose 4B
Thiopropyl Sepharose 6B
Affi-Gel 601

Chromatografia kowalencyjna jest to szczegdlny przypadek chromatografii powinowactwa.
Chromatografia kowalencyjna znalazta szczegodlne zastosowanie w przypadku izolowania
czasteczek zawierajagcych grupy tiolowe. U podstaw tego rodzaju chromatografii
powinowactwa lezy mozliwos¢ utworzenia kowalencyjnego wigzania miedzy czasteczkami,
ktore zawierajg grupy tiolowe, z wolnymi grupami tiolowymi znajdujacymi si¢ w obrebie ztoza.

Wigzanie takie jest spontaniczne 1 odwracalne.




Innym wariantem chromatografii powinowactwa jest chromatografia chelatujaca. U podstaw
tego rodzaju chromatografii powinowactwa lezy mozliwos¢ odwracalnego wigzania
(chelatowania) jonow metali przez specjalnie przygotowany nosnik. Jony metali (Zn, Cu, Cd,
Hg, Co lub Ni) zwigzane ze ztozem moga z kolei specyficznie adsorbowaé peptydy i biatka
wykazujace do nich powinowactwo. Jako nosnik stosuje si¢ zwykle ztoze Epoxy-activated
Sepharose 6B, do ktorego mozna trwale przylacza¢ ligand chelatujacy jony, np. kwas
iminodiooctowy, albo gotowe ztoze Chelating Sepharose 6B, ktore ma zwigzany z

powierzchnig ligand zdolny do tworzenia kompleksow chelatowych z jonami metali.

S-Transferazy glutationowe

Transferazy glutationowe (GST) [EC 2.5.1.18.] stanowig rodzing wielofunkcyjnych
biatek, ktore dziataja jako wazne enzymy detoksykacyjne oraz wewnatrzkomorkowe biatka
wiazace, petnigc funkcje transportowe. Jako enzymy katalizuja one reakcje sprz¢gania miedzy
nukleofilowym zredukowanym glutationem i duzg liczbg zwigzkow elektrofilowych. Ponadto
wiazg one liczne zwiazki, ktorych nie metabolizuja (niestabilne ligandy) i sugeruje sie, ze
dzialajg jako biatka magazynujace oraz wewnatrzkomorkowego transportu dla zwigzkow, ktore
majg ograniczong rozpuszczalno§¢ w wodzie. Transferazy glutationowe wystepuja
powszechnie w $wiecie zywych organizmow. Znaleziono je wsrdd wigkszosci tlenowych
mikroorganizmow, u wszystkich badanych dotad zwierzat i ros§lin. Najwyzsze st¢zenia tych
enzymow wykazuja tkanki ssakow, gdzie na przyklad stanowia one 5% i ponad 10% zawarto$ci
wszystkich bialek cytosolowych watroby cztowieka 1 szczura, odpowiednio. Inaktywacja
zwigzkow kancerogennych zachodzaca przy udziale GST polega na tworzeniu kwasow
merkapturowych, ktére sa nastepnie wydalane z moczem. W pierwszym etapie nastgpuje
enzymatyczne przeniesienie przez transferazy glutationowe aktywnej grupy kancerogenu
(zawierajacej elektrofilowy atom N,S,C) na nukleofilowa grupg tiolowa zredukowanego
glutationu frakcji cytosolowej watroby i nerek. Takie koniugaty glutationu usuwane sg
aktywnie z komorek lub ulegajg kolejnym przeksztalceniom poprzez enzymatyczng hydrolize.
Odlaczona zostaje reszta y-glutamylowa przez y- glutamylotranspeptydaze i w dalszej
kolejnosci reszta glicynowa przez dipeptydaze. Powstaly koniugat cysteinowy ulega N-
acetylacji. Produktem jest kwas premerkapturowy, ktéry w stabo kwasnym S$rodowisku
samorzutnie przechodzi w kwas merkapturowy. GST wykazuja tez niekatalityczne wlasciwosci
w detoksykacji szkodliwych substancji. Wysoce reaktywne elektrofilowe metabolity zwigzkoéw
kancerogennych (np. niektore metabolity benzo[a]pirenu jak: 3-hydroksy-benzo[a]piren,
dihydrodiole w pozycjach 4,5-, 7,8-, 9,10-) moga bez udziatu



glutationu wigza¢ si¢ niekowalencyjnie poprzez nukleofilowa grupe samego enzymu. Ten
sposob wychwytywania elektrofilowych czasteczek lipofilowych umozliwia ich transport w
obrebie komoérki i wydalanie na zewnatrz. Transferazy glutationowe wyizolowane z
cytoplazmy komorek ssakow sg dimerami a mikrosomalne trimerami o masie czasteczkowej
podjednostek 25kD i1 17kD, odpowiednio. Kazda podjednostka sktada si¢ z dwoch domen,
ktorych miejsca aktywne spetniajg rézne funkcje. Domena I odpowiada za polarng interakcje
(w tzw. miejscu G) migdzy glutationem i enzymem, a domena II wigze elektrofilowy substrat
(w tzw. miejscu H). W wyniku poréwnania pierwszorzedowych struktur izoenzymoéw GST
stwierdzono wigksza zmienno$¢ w domenie II, co prawdopodobnie wigze si¢, z ré6znymi
wlasciwosciami katalitycznymi. W obrebie danej klasy enzymy moga wystepowaé w formie
hetero- i homodimerow. Istnieje wiele form transferaz glutationowych, a kazda z nich ma

okreslone cechy takie jak:

- szeroka i naktadajacg si¢ specyficzno$¢ substratowa,

- wlasciwosci immunochemiczne,

- aktywnos¢ katalityczna.

Dalsze cechy rdznicujace rodzing transferaz glutationowych to:

- homologia sekwencji aminokwasow,

- lokalizacja na chromosomie,

- punkt izoelektryczny,

- specyficznos¢ tkankowa.

Te podobienstwa i1 roznice doprowadzily do wytonienia nastgpujacych klas enzymow
cytozolowych: a ( GST A), u (GST M), = (GST P), 6 (GST T), « (GST K),  (GST 2), oraz
formy mikrosomalnej (MIC 1). Homologia sekwencji aminokwasow w tej samej klasie wynosi
ponad 50% (zwykle ponad 75%), a pomiedzy klasami 25-30% niezaleznie od gatunku ssaka.
Transferazy glutationowe cztowieka oprocz wykazywania specyficznosci tkankowej réznia si¢
dystrybucja w tkankach ptodowych i tkankach ludzi dorostych, wykazuja takze zr6znicowanie
mig¢dzyosobnicze. Charakterystyczny dla kazdej tkanki sktad izoenzymow GST oraz aktywnos¢
katalityczna mogg zmieniac si¢ w rozwoju osobniczym pod wptywem czynnikow endogennych
(hormony, interferon) i egzogennych (kancerogeny i specyficzne induktory). IloSciowe i
jakosciowe rdéznice w dystrybucji izoenzymoéw s3a wazne dla wrazliwosci tkanki na

kancerogeny.



Izoenzymy klasy o ulegaja silnej ekspresji w watrobie, nerkach i tkankach nadnerczowych, z
kolei nie wykazuja ekspresji w ptucach, mézgu, erytrocytach i tozysku na zadnym etapie
rozwoju. lzoenzymy klasy p sg grupa najpowszechniej ulegajacag ekspresji. Ich obecno$é
potwierdzono w watrobie, mozgu, phlucach, sercu, $ledzionie, nerkach, mig$niach
szkieletowych, zotadku, $luzéwce jelit 1 limfocytach, a brak w watrobie plodowej i
nadnerczach. Izoenzymy klasy n wystepuja w wiekszosci narzadow, z wyjatkiem watroby.
Jednakze w watrobie i nadnerczach ptodowych glowng forma GST jest izoenzym klasy 7. Dla
stosunkowo niedawno wydzielonej klasy 6 GST, potwierdzono ekspresjc w watrobie i
erytrocytach. Cytoplazma watroby szczura zawiera przynajmniej 6 gldéwnych klas transferaz o
okreslonych wilasciwo$ciach enzymatycznych. Watroba myszy zawiera 3 gléwne transferazy,
a ludzka zawiera od jednej do kilku podstawowych form. Transferazy glutationu podobnie jak
wiekszos¢ enzyméw 1 i II fazy biotransformacji rowniez wykazuja polimorfizm. Sposrod
transferaz glutationowych polimorfizm genetyczny wykazuja enzymy nalezace do klas M1,
M3, P11 T1. Czgstos¢ polimorfizmu zmienia si¢ wraz z rasa. | tak zmniejszajaca si¢ kolejnosé
przypadkéw GST MI1 null jest nastgpujgca: Malezyjczycy 64%, Chinczycy 63%, biali
Amerykanie 50%, Indianie i Amerykanie pochodzacy z Afryki 20% .

Gen GST M1 odgrywa istotng rol¢ w detoksykacji elektrofilowych metabolitow PWA.
Zaobserwowano zwigzek migdzy wystgpowaniem null GST M1 a wrazliwoscig na choroby
takie jak rak pluc lub rak pgcherza zalezny od palenia. Benzo[a]piren jest gldownym sktadnikiem
dymu tytoniowego i jego kancerogenny metabolit (+)-anti-7,8-dihydrodiol-9,10- epoksyd jest
dobrym substratem dla GST M1.

Dane dotyczace zaleznosci polimorfizmu enzyméw z wrazliwoscia na choroby sa ciagle
gromadzone, ale zwigzek przyczynowy miedzy substratami wykorzystywanymi przez
poszczegolne produkty genu 1 chorobami zwigzanymi z polimorfizmem tego genu wcigz nie
jest wyjasniony.

Metody stosowane do badania ekstraktow tkankowych S-transferaz glutationu obejmuja albo
bezposrednio analiz¢ immunochemiczng albo rozdzial izoenzymoéw 1 ich identyfikacj¢ oraz
oceng iloSciowa poprzez oznaczanie zawartosci biatka lub aktywnos$ci enzymatyczne;.
Metody immunochemiczne zwlaszcza stosujace przeciwciata monoklonalne pozwalajg na
doktadne oznaczenie izoenzymoéw GST, ale powazng trudnoscia jest uzyskanie przeciwciat,
ktore bytyby w stanie rozrdzni¢ miedzy wysoce homologicznymi biatkami i jak dotychczas
nie zostaty opisane monospecyficzne przeciwciata zdolne do zidentyfikowania wszystkich

opisanych juz podjednostek. Metody stosujace rozdzial izoenzymow réwniez nie sg idealne.



Gtowng ich wada jest to, ze trudno jest oceni¢ wszystkie straty jakie wystepuja na

poszczegolnych etapach wchodzacych w sktad danej procedury.

Obecnie do oczyszczania izoenzymow GST stosuje si¢ chromatografie powinowactwa
wykorzystujac  preparaty ~ S-heksyloglutathione-Sepharose albo GSH-Sepharose jako
adsorbenty. Uzyskane eluaty poddaje si¢ nastepnie rozdzialowi za pomocg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej stosujagc kolumny z odwrocong fazag lub jonowymiennej
chromatografii f.p.l.c. (fast protein liquid chromatofocusing) na anionitach i kationitach.
Identyfikacj¢ oraz wyznaczanie mas czasteczkowych rozdzielonych frakcji przeprowadza sig¢
za pomocg ogniskowania izoelektrycznego, filtracji zelowej na kolumnach z Sephadexem lub
elektroforeza na zelu poliakryloamidowym. Ostatnio dla oceny czysto$ci 1 okreslenia mas
czasteczkowych izoenzyméw GST zaproponowano technikg jonizacji przez rozpylanie w polu
elektrycznym w polaczeniu ze spektrometria masowa (elektrospray ionization mass

spektrometry ESI/MS).



Przebieg ¢wiczenia:

1. Oczyszczanie GST metoda chromatografii powinowactwa przy zastosowaniu

sefarozy 4B sprzezonej z glutationem (Glutathione Sepharose 4B)

Zasada metody:
Do oczyszczania GST wykorzystywano chromatografi¢ powinowactwa przy zastosowaniu
sefarozy 4B sprzezonej z glutationem (Glutathione Sepharose 4B).

Odczynniki:
+ Bufor A:
150 mM KClI
50 uM fluorek fenylometylosulfonowy
1mMEDTA
2 mM ditiotreitol (DDT)
10 mM bufor fosforanowy (K2HPO4/KH2PO4), pH 7.0

» Bufor B:
5 mM GSH
1mMDTT

50 mM Tris-NaOH pH 9.1

» Sefaroza 4B sprz¢zona z glutationem

Buforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS)

Postgpowanie:

0,5 ml sefarozy sprzgzonej z glutationem przemy¢é w proboéwce 5-10 objetosciami
roztworu PBS. Uzyskang zawiesing wirowac przy 500 g przez 5 minut, nadsacz odrzu¢,
a do osadu doda¢ 0,5 ml buforu A, miesza¢ i wirowa¢ przy 500 g przez 5 minut. Po
przemyciu do sefarozy doda¢ 0,1 ml frakcji 1 inkubowac przez 30 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnie proby wirowac, nadsacz odrzucié, a do osadu doda¢ 0,5 ml buforu
A. Po doktadnym wymieszaniu, wirowaé. Po przemyciu buforem A do osadu doda¢ 0,5
ml buforu B, inkubowa¢ 10 minut w temperaturze pokojowej i wirowa¢. Nadsgcz (eluat)

przenies$¢ do czystej probowki typu Eppendorf.



2. Oznaczanie bialka we frakcji cytozolowej oraz w eluatach zebranych w
probowkach Eppendorf metoda Lowry (rozcienczenie w eluacie 1X |

rozcienczenie we frakcji cytozolowej 10x)

Zasada metody:

W metodzie tej wykorzystuje si¢ czulg rekacje jaka daja wigzania peptydowe
i aminokwasy aromatyczne z odczynnikiem Folina-Ciocalteu. Przebiega ona w dwoéch
etapach:

| etap — reakcja biuretowa wigzan peptydowych z miedzig w §rodowisku zasadowym

Il etap — redukcja kwasu fosforomolibdenowego i fosforowolframowego do
odpowiednich tlenkéw przez miedZz zwigzang z biatkiem oraz przez aromatyczne

aminokwasy wystepujace w biatku: tyrozyne i tryptofan.

Wykonanie:

Skladnik Proéba przed Préba po Proba wzorcowa Proba Slepa
0Czyszczaniem 0Czyszczeniu

Eluat - 150 pl - -

Frakcja 150 pl - - -
cytozolowa

Woda - - - 150 pl
destylowana

Roztwor - - 150 pl -
wzorcowy biatka
(0.1 mg/ml)

Odczynnik C 770 ul 770 ul 770 ul 770 ul
(zasadowy r-r
CuS0y)

Proby pozostawi¢ na 10 min inkubacji w temperaturze pokojowej

Odczynnik 77 ul 77 ul 77 ul 77 ul
Folina-Ciocalteu

e Zawarto$¢ wszystkich probowek nalezy doktadnie wymieszaé, pozostawi¢ na
10 min w ciemnym miejscu. Odczyta¢ warto$¢ absorbancji prob badanych oraz
wzorcowej wzgledem proby $lepej przy A=750nm.

e Obliczy¢ stezenie biatka w analizowanych probach wg nastgpujacego wzoru:

Chiatka [M@/MI] = (Abad/ Awz) X stez. wzorca (0.1 mg/ml) x rozcienczenie proby

Zakres stgzenia biatka oznaczanego metoda Lowry’ego: 0.01-0.5 mg/ml



3. Oznaczanie aktywnosci S-transferaz glutationowych (GST) w cytosolu oraz w

eluacie metoda z CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzenem)

Zasada metody:

Podstawa pomiaru aktywnosci GST sg zmiany absorbancji zachodzace w wyniku reakcji

sprzg¢gania 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu z glutationem.

Odczynniki:

1. 40 mM 1-chloro-2,4-dintrobenzen (CDNB)
2. 20 mM glutation (GSH)

3. 0,2 M bufor fosforanowy o pH 6,5

Schemat oznaczenia:

SKEADNIKI PROBA BADANA PROBA KONTROLNA
REAKCJI [miI] [mi]
Bufor fosforanowy 1,0 1,0
Woda destylowana 0,45 0,5
GSH 0,5 0,5
Frakcja cytozolowa/eluat 0,05 0,05
CDNB 0,05 -

Reakcje zapoczatkowuje dodanie CDNB. Pomiaru absorbancji dokonuje si¢ przy
pomocy spektrofotometru w czasie 1 minuty od chwili zapoczatkowania reakcji w
temperaturze 30°C przy dlugosci A=340nm wobec proby kontrolne;.

Aktywnos¢ GST wyraza si¢ 1loscig nmoli CDNB sprzg¢zonego z glutationem w ciggu

1 minuty w przeliczeniu na 1mg biatka we frakcji cytosoloweyj.



Obliczenia
Aktest [nmol/min/mg] = AA x 19,792 x 1000 / st¢z.biatka (mg/ml)

19,792-molowy wspdiczynnik absorbancji

4. OKreslenie efektywno$ci oczyszczania GST 2z wykorzystaniem techniki

chromatografii powinowactwa



