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1. Uvod

Membranové filtrace patii mezi bézné pouzivané techno-
logie v biochemickém a farmaceutickém prtimyslu. V biotech-
nologiich jsou fazeny na riznych stupnich danych procest —
pri sklizni bunék, separaci biomakromolekul, pii koncentraci
nebo dialyze produktl. Jednd se o jednoduché, rychlé a eko-
nomické procesy, které vyZaduji mélo energie. Jednou z vari-
ant membrdnové filtrace je ultrafiltrace, coz je metoda zalo-
Zend na schopnosti membran separovat molekuly na zdkladé
rozdilné relativni molekulové hmotnosti. Tato metoda prodé-
lala v neddvné dobé obrovsky rozvoj. Soucasny vyvoj v poly-
mern{ chemii a konstrukci filtracnich modulti dal vznik ultra-

,ﬁ'af"v{l‘ makromolekuldrni afinitn{ ligand
O

O l balastni bilkovina

purifikovana bilkovina

A

Rt

O

o o

promyvani

O

o ©

inkubace eluce

Obr. 1. Princip afinitni ultrafiltrace
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filtratnim membrandm s vysokou chemickou a fyzikdlnf sta-
bilitou v kombinaci s velkou plochou, a tim i vysokymi
prutoky. Ultrafiltracni zafizeni prosla postupné etapami od
michanych ultrafiltra¢nich cel, pfes tangencidlni ultrafiltra¢n{
systémy az po zafizeni na bdzi dutych vldken, ¢imz byly
odstranény problémy s koncentracni polarizaci separovanych
biomakromolekul na membrdndach. Jistym omezenim této me-
tody je nizké rozliSeni nebot pro vzdjemnou separaci biomakro-
molekul je potiebny minimdlné desetindsobny rozdil v jejich
relativnich molekulovych hmotnostech.

2. Afinitni ultrafiltrace

Pro dosazeni vyssi selektivity pfi zachovdni vysokych
objemovych kapacit byla ultrafiltrace spojena s afinitnimi
interakcemi do metody jediné — metody afinitni ultrafiltrace'.
Obecné schéma této metody je uvedeno na obrdzku 1. Za
normdlnich podminek purifikovand i balastni bilkovina piislus-
nou ultrafiltracni membranou prochdzi. Pokud je vsak do je-
jich roztoku pridan makromolekuldrni afinitni ligand, jehoz
relativni molekulovd hmotnost je vét$i nez jsou péry membra-
ny, dojde k vytvoreni makromolekuldrniho afinitniho komple-
xu s purifikovanou bilkovinou, ktery je membranou zadrZen.
Po vymyti balastnich bilkovin, které membranou prochdzeji,
je afinitni komplex rozdisociovadn a uvolnénd purifikovand
bilkovina rovnéz projde ultrafiltracni membranou. Makromo-
lekuldrni afinitni ligand je ndsledné regenerovan pro opako-
vané pouZziti.

Ucinnost afinitni ultrafiltrace je siln& ovlivnéna relativni
molekulovou hmotnosti makromolekuldrniho afinitniho li-
gandu a purifikované bilkoviny a separa¢nim limitem ultrafil-
tracni membrany. Obdobné jako v piipadé klasické ultrafiltra-
ce musi byt relativni molekulovd hmotnost makromole-
kularniho afinitniho ligandu desetkrdt vétsi nez je relativni
molekulovd hmotnost separovanych bilkovin. Velikost pori
ultrafiltracni membrany by méla byt takovd, aby jednak nedo-
chédzelo k pronikani makromolekuldrniho afinitniho ligandu
pres membranu a soucasné, aby tato membrana byla propustnd
pro purifikovanou i pro balastn{ bilkoviny.

Pted vlastni{ afinitn{ ultrafiltraci je vhodné otestovat cho-
véni jak samotného makromolekuldrntho afinitniho ligandu,
tak i separovanych bilkovin na piislusné ultrafiltracni mem-
brané. Na membrdné totiZ mize dochdzet k sorpcim, coz silné
ovliviiuje jeji separacni vlastnosti. Tuto skutecnost lze elimi-
novat pouzitim ultrafiltracnich membran, které nesou na svém
povrchu ionizovatelné skupiny. Nezanedbatelné jsou rovnéz
vzdjemné interakce mezi separovanymi bilkovinami, které 1ze
potlacit vhodnym sloZenim pufru pouZitého pro inkubaci.

3. Postup pri afinitni ultrafiltraci

Cely proces afinitn{ ultrafiltrace 1ze rozdélit do nasleduji-
cich krokd:
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3.1. Vznik afinitn{ vazby

Inkubaci separovanych bilkovin s makromolekuldrnim afi-
nitnim ligandem lze provést dvéma zptisoby:

— pifimym smichdnim vzorku s roztokem makromolekular-
niho afinitniho ligandu v ultrafiltracnim zafizen{, pfipadné
v reak¢ni nddobé, ze které je vysledny roztok priveden do
ultrafiltra¢ntho zafizeni (obr. 2a). Tento zpisob je vhodny
pro relativneé Cistsi vzorky, které neobsahuji pevné Castice.
Inkubace u vétSiny doposud publikovanych praci byla
provadéna pravé timto zpisobem.

— paralelnim protékdanim vzorku a roztoku makromolekular-
ntho afinitniho ligandu na opac¢nych strandch membrény,
pricemz k vazbé dochazi po prechodu purifikované bilko-
viny membrdnou (obr. 2b). Roztok obsahujici vznikly
afinitni komplex je poté pfiveden do vlastniho ultrafiltra-
¢niho zafizeni. Tento zplsob je vhodnéjsi pro hrubé ex-
trakty, ptipadné pro média po kultivacich. Membrana totiz
tvori pro makromolekuldrni afinitni ligand ochranou ba-
rieru jak proti pevnym ¢dsticim, na kterych mdze dochézet
k jeho sorpcim, tak i proti infekénim agens. Uvedeny
postup se s Uispéchem vyuzivd v kontinudlnich procesech.
Vazebny proces je do zna¢né miry ovliviiovan koncentrac{

makromolekuldmiho afinitniho ligandu. Vazebnd kapacita po-
stupné s jeho zvysujici se koncentraci vzrista az pii urCité
koncentraci dosahuje maxima, nebot ligand se stdva stéricky
nepiistupnym pro vazbu purifikované bilkoviny. Obdobny jev
byl pozorovin i u afinitni chromatografie.

3.2. Promyvdni{

Promyvéni afinitniho komplexu se provadi v diafiltracnim
modu tj. pfi zachovdni konstantniho objemu vzorku v ultrafil-
tra¢nim zafizeni. Balastni bilkoviny prochdzeji pies membra-
nu a jejich koncentrace v ultrafiltracnim zatizeni se postupné
snizuje. Pfi promyvani vSak rovnéz dochdzi ke ztratam purifi-
kované bilkoviny. Na pocdtku promyvani se totiz v ultrafil-
tra¢nim zafizen{ ustaluje rovnovdha mezi volnou a navdzanou
purifikovanou bilkovinou. Koncentrace volné purifikované
bilkoviny se vS§ak promyvdnim sniZuje, coZ vyvoldva jeji dalsi
uvoliiovdni z komplexu. Jednou z moznosti jak tyto ztrty
eliminovat je provést promyvani velkou filtra¢ni rychlosti, coz
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vsak pfichdzi v dvahu pouze u afinitnich systéma s dostatecné
silnou interakci. Pokud vzorek obsahuje balastni bilkoviny
o vysoké relativni molekulové hmotnosti, je vhodné pred afi-
nitn{ ultrafiltraci provést prostou ultrafiltraci a tyto bilkoviny
ze vzorku pfedem odstranit.

3.3. Eluce

P1i eluci je vazebny pufr v ultrafiltraénim zafizeni postup-
né nahrazen pufrem disocia¢nim. Dochdz{ tak k pozvolnému
uvoliovéani purifikované bilkoviny z afinitniho komplexu a je-
jimu prichodu ultrafiltraéni membranou. Dtlezitou podmin-
kouje, aby se purifikovand bilkovina uvoliiovala zkomplexu bez
nutnosti pouZzit nadmérné mnozstvi disociacniho pufru.

Stejné jako v pripadé afinitni chromatografie lze eluci
provést specificky volnym ligandem, pfipadné nespecificky
zménou pH, iontové sily, polarity roztoku atd. Elu¢ni podmin-
ky pfitom musi byt piiznivé jak pro purifikovanou bilkovinu,
tak pro ultrafiltracni membrdnu. Specifickd eluce vice vyho-
vuje tomuto pozadavku, nebot jsou pfi ni zachovdany podmin-
ky, které byly pouZity pro vznik vazby a tedy pro uchovdvani
biologické aktivity purifikované bilkoviny. Nevyhodami vSak
jsou cena pouzitého kompetitivniho ligandu a to, Ze roztok
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Obr. 2. Moznosti inkubace separovanych bilkovin s makromole-
kuldrnim afinitnim ligandem
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Obr. 3. Schéma afinitni ultrafiltrace ve vsidkovém usporadani
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Tabulka I

Prehled aplikacf afinitni ultrafiltrace vyuzivajicich nerozpustné makromolekuldrni afinitni ligandy
Nosic Velikost Ligand Cilovd bilkovina Ref.
Saccharomyces c. 5 um sacharidy konkanavalin A 1
Streptococcus 5 um protein G IgG 2
Skrob 1-10 pm Cibacron Blue ADH? 3
Silikagel 12 nm Cibacron Blue ADH?, LDH" 4
Agarosa 45-165 um Cibacron Blue lidsky albumin 5
Agarosa neudéno PABTG® B-galaktosidasa 6
Sepharosa 45-165 um heparin laktoferin 2
Sepharosa 45-165 um protein G IgG 2
Liposomy 2 wm biotin avidin 7.8
Liposomy 6 um p-aminobenzamidin trypsin 9

* ADH - alkoholdehydrogenasa, ® LDH — laktitdehydrogenasa, “ PABTG — p-aminobenzyl-1-thio-B-galaktopyranosid

Tabulka II

Prehled aplikaci afinitni ultrafiltrace vyuzivajicich rozpustné makromolekuldrni afinitni ligandy

Nosic Velikost (MW) Ligand Cilova bilkovina Ref.
Dextran 2 000 000 Protein A IeG 10
Dextran 2 000 000 estradiol 3-oxosteroid isomerasa 11
Dextran 2 000 000 p-aminobenzamidin trypsin 12
Dextran 2 000 000 STI* trypsin 13
Polyakrylamid >100 000 m-aminobenzamidin trypsin 14-17
Polyakrylamid >100 000 m-aminobenzamidin urokinasa 18
Chitosan 2 000 000 N-acetyl-glukosamin lysozym 19
Inhibitor trypsinu ze s6ji promyvin
purifikované bilkoviny obsahuje po eluci volny ligand. Nespe- > | T < eluéni
cifickd eluce je samoziejmé levnéjsi, avSak elucni podminky //’/ ‘ pufr
nemusi byt pfili§ vhodné pro purifikovanou bilkovinu i pro } Iy
samotnou ultrafiltracni membranu. Proto je v tomto piipadé t odpady v
nezbytné, ihned po eluci zménit sloZen{ roztoku obsahujiciho inkubace eluce
purifikovanou bilkovinu. L L
- 11 Pl =S
vzorek == e = produkt
3.4. Regenerace =
f '
Makromolekuldrni afinitni ligand je po eluci ziskdn ve regenerace
volném stavu a lze jej tedy pouzit opakované. Pied opakova- N
nym pouzitim je v8ak nutné provést jeho regeneraci, pii které ligand == < H{,.-"/ P — vazebny
je disocia¢ni pufr nahrazen Cerstvym vazebnym pufrem, nej- n pufr

Iépe ptimo v ultrafiltranim zafizeni.

Proces afinitn{ ultrafiltrace mtize probihat vsdadkovym zpd-
sobem nebo kontinudlné. V prvém piipadé probihd cely postup
— inkubace, promyvani, eluce i regenerace v jediné reakcéni
nddobé, do které jsou postupné privadény vzorek, vazebny
pufr obsahujici makromolekuldrni afinitni ligand, promyvaci
a ndsledné i disociacni pufr. Roztok z této reakéni nddoby je
recirkulovén jedinou ultrafiltracni jednotkou (obr. 3).

Pti kontinudlni afinitn{ ultrafiltraci je vyuZzit systém néko-
lika nezdvislych ultrafiltracnich moduli, ve kterych postupné
dochdzi k promyvani, eluci a regeneraci. Makromolekuldrn{
afinitni ligand je pfiveden do tohoto systému jednorazové na
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Obr. 4. Schéma afinitni ultrafiltrace v kontinualnim usporadani

pocdtku celého procesu, v dal$im pribéhu je jiz vyuZivand
jeho regenerovand forma (obr. 4).

4. Makromolekularni afinitni ligandy

nitni ultrafiltrace, je volba makromolekuldrniho afinitniho
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ligandu. Makromolekuldrn{ afinitni ligand by mél pfitom spl-
novat urcité pozadavky — mél by se ddt lehce rozpustit, piipad-
né rozsuspendovat ve vodném roztoku tak, aby ho bylo mozné
pumpovat danou ultrafiltracni aparaturou; mél by mit velky
specificky povrch; mél by byt dostate¢né stabilni vici pod-
minkdm pouZivanym pii inkubaci a eluci a nemél by vykazo-
vat nespecifické interakce. Nezanedbatelnd je i jeho cena.

Ve vétsiné pripadt nelze pro danou aplikaci najit odpo-
vidajici makromolekuldrni afinitni ligand. Tento problém se
ve vétsiné pripadi fesi navdzanim nizkomolekuldrniho afinit-
niho ligandu na inertni makromolekuldrni nosi¢. Timto no-
si¢em mohou byt Cdstice nerozpustné ve vodé, piipadné ve
vodé rozpustny polymer.

Jako ¢astice byly pouzity usmrcené bakteridln{ a kvasni¢ni
buiiky, Skrobovd zrna, agarosové a silikagelové chromatogra-
fické sorbenty nebo liposomy. Velkou nevyhodou ¢dstic je
jejich mald mechanicka stabilita a maly specificky povrch, coz
se vSak podafilo odstranit pouzitim liposomi. Jako polymery
byly pouzity dextran, rizné polyakrylamidové derivdty a chi-
tosan. Jejich vyhodou je moznost dosazeni mnohem vyssi
hustoty ligandu na povrchu polymeru a snazsi tvorba afinitni-
ho komplexu, coz se odrdzi ve vyssi vazebné kapacité. Pri
ultrafiltracich v§ak mus{ byt pouzivany membrdny s menSimi
pory, coZ zpusobuje niZ3{ filtradni pratok. Prehled nékterych
aplikacf afinitni ultrafiltrace je uveden v tabulkach I a II.

Jak jiz bylo uvedeno, je efektivita afinitni ultrafiltrace ddna
predevsim volbou vhodného makromolekuldarniho afinitniho
ligandu. Pro jeji zvySeni se rovnéZ nabizi moznost purifikace
vice bilkovin z jediného vzorku, a to vyuzitim skupinové
specifického makromolekularniho afinitniho ligandu v kom-
binaci s riiznymi elu¢nimi podminkami, pfipadné pii sekven-
¢nim pouziti nékolika makromolekuldrnich afinitnich liganda.

5. Zavér

Metoda afinitni ultrafiltrace kombinuje vysokou objemo-
vou tc¢innost filtra¢nich metod se selektivitou danou metoddm
zalozenym na afinitnich interakcich. Jejimi hlavnimi vyhoda-
mi jsou predevsim nizké provozni ndklady, rychlé a snadné
provedeni a moznost piimé prace s hrubymi bilkovinnymi
extrakty. Nezanedbatelnd je rovnéZ moznost kontinudlniho
uspofddani. V tomto sméru lze predpoklddat jeji dalsi rozvoj
jako mozné alternativy afinitni chromatografie predevsim v po-
loprovoznich a provoznich aplikacich. Afinitni interakce tak
mohou byt fazeny i v ranéjsich stadiich téchto procest, coz je
v piipadé klasické afinitni chromatografie problematické.
Timto zptisobem lze zna¢né zjednodusit pouzivané purifikac-
ni postupy.
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Z. Glatz (Department of Biochemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Brno): Affinity Ultrafiltration of Pro-
teins

Affinity ultrafiltration combines high-volume processing
capability of membrane filtration with high selectivity, which
can be achieved in affinity methods of protein purification.
This technique is based on the principle that when a protein to
be purified is free in solution, it passes through the ultra-
filtration membrane, whereas when it is bound to a macromo-
lecular affinity ligand placed on one side of the membrane, it
is constrained to that side of the membrane. Compounds which
do not bind to the ligand pass freely through the membrane
and are thus separated from the protein-ligand complex. After
all the undesired components have been removed, the protein
is desorbed from the ligand by addition of an appropriate
dissociating medium and then recovered in the filtrate. The
review describes basic principles and characteristics of the
method. In addition, some applications of affinity ultrafiltra-
tion for protein purification are given.



