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1. ⁄vod

Membr·novÈ filtrace pat¯Ì mezi bÏûnÏ pouûÌvanÈ techno-
logie v biochemickÈm a farmaceutickÈm pr˘myslu. V biotech-
nologiÌch jsou ¯azeny na r˘zn˝ch stupnÌch dan˝ch proces˘ ñ
p¯i sklizni bunÏk, separaci biomakromolekul, p¯i koncentraci
nebo dial˝ze produkt˘. Jedn· se o jednoduchÈ, rychlÈ a eko-
nomickÈ procesy, kterÈ vyûadujÌ m·lo energie. Jednou z vari-
ant membr·novÈ filtrace je ultrafiltrace, coû je metoda zalo-
ûen· na schopnosti membr·n separovat molekuly na z·kladÏ
rozdÌlnÈ relativnÌ molekulovÈ hmotnosti. Tato metoda prodÏ-
lala v ned·vnÈ dobÏ obrovsk˝ rozvoj. SouËasn˝ v˝voj v poly-
mernÌ chemii a konstrukci filtraËnÌch modul˘ dal vznik ultra-

filtraËnÌm membr·n·m s vysokou chemickou a fyzik·lnÌ sta-
bilitou v kombinaci s velkou  plochou, a  tÌm  i  vysok˝mi
pr˘toky. UltrafiltraËnÌ za¯ÌzenÌ proöla postupnÏ etapami od
mÌchan˝ch ultrafiltraËnÌch cel, p¯es tangenci·lnÌ ultrafiltraËnÌ
systÈmy aû po za¯ÌzenÌ na b·zi dut˝ch vl·ken, ËÌmû byly
odstranÏny problÈmy s koncentraËnÌ polarizacÌ separovan˝ch
biomakromolekul na membr·n·ch. Jist˝m omezenÌm tÈto me-
tody je nÌzkÈ rozliöenÌ neboù pro vz·jemnou separaci biomakro-
molekul je pot¯ebn˝ minim·lnÏ desetin·sobn˝ rozdÌl v jejich
relativnÌch molekulov˝ch hmotnostech.

2. AfinitnÌ ultrafiltrace

Pro dosaûenÌ vyööÌ selektivity p¯i zachov·nÌ vysok˝ch
objemov˝ch kapacit byla ultrafiltrace spojena s afinitnÌmi
interakcemi do metody jedinÈ ñ metody afinitnÌ ultrafiltrace1.
ObecnÈ schÈma tÈto metody je uvedeno na obr·zku 1. Za
norm·lnÌch podmÌnek purifikovan· i balastnÌ bÌlkovina p¯Ìsluö-
nou ultrafiltraËnÌ membr·nou proch·zÌ. Pokud je vöak do je-
jich roztoku p¯id·n makromolekul·rnÌ afinitnÌ ligand, jehoû
relativnÌ molekulov· hmotnost je vÏtöÌ neû jsou pÛry membr·-
ny, dojde k vytvo¯enÌ makromolekul·rnÌho afinitnÌho komple-
xu s purifikovanou bÌlkovinou, kter˝ je membr·nou zadrûen.
Po vymytÌ balastnÌch bÌlkovin, kterÈ membr·nou proch·zejÌ,
je afinitnÌ komplex rozdisociov·n a uvolnÏn· purifikovan·
bÌlkovina rovnÏû projde ultrafiltraËnÌ membr·nou. Makromo-
lekul·rnÌ afinitnÌ ligand je n·slednÏ regenerov·n pro opako-
vanÈ pouûitÌ.

⁄Ëinnost afinitnÌ ultrafiltrace je silnÏ ovlivnÏna relativnÌ
molekulovou  hmotnostÌ  makromolekul·rnÌho  afinitnÌho  li-
gandu a purifikovanÈ bÌlkoviny a separaËnÌm limitem ultrafil-
traËnÌ membr·ny. ObdobnÏ jako v p¯ÌpadÏ klasickÈ ultrafiltra-
ce musÌ b˝t relativnÌ molekulov· hmotnost makromole-
kul·rnÌho afinitnÌho ligandu desetkr·t vÏtöÌ neû je relativnÌ
molekulov· hmotnost separovan˝ch bÌlkovin. Velikost pÛr˘
ultrafiltraËnÌ membr·ny by mÏla b˝t takov·, aby jednak nedo-
ch·zelo k pronik·nÌ makromolekul·rnÌho afinitnÌho ligandu
p¯es membr·nu a souËasnÏ, aby tato membr·na byla propustn·
pro purifikovanou i pro balastnÌ bÌlkoviny.

P¯ed vlastnÌ afinitnÌ ultrafiltracÌ je vhodnÈ otestovat cho-
v·nÌ jak samotnÈho makromolekul·rnÌho afinitnÌho ligandu,
tak i separovan˝ch bÌlkovin na p¯ÌsluönÈ ultrafiltraËnÌ mem-
br·nÏ. Na membr·nÏ totiû m˘ûe doch·zet k sorpcÌm, coû silnÏ
ovlivÚuje jejÌ separaËnÌ vlastnosti. Tuto skuteËnost lze elimi-
novat pouûitÌm ultrafiltraËnÌch membr·n, kterÈ nesou na svÈm
povrchu ionizovatelnÈ skupiny. NezanedbatelnÈ jsou rovnÏû
vz·jemnÈ interakce mezi separovan˝mi bÌlkovinami, kterÈ lze
potlaËit vhodn˝m sloûenÌm pufru pouûitÈho pro inkubaci.

3. Postup p¯i afinitnÌ ultrafiltraci

Cel˝ proces afinitnÌ ultrafiltrace lze rozdÏlit do n·sledujÌ-
cÌch krok˘:Obr. 1. Princip afinitnÌ ultrafiltrace

makromolekul·rnÌ afinitnÌ ligand

purifikovan· bÌlkovina

balastnÌ bÌlkovina
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3 . 1 . V z n i k a f i n i t n Ì v a z b y

Inkubaci separovan˝ch bÌlkovin s makromolekul·rnÌm afi-
nitnÌm ligandem lze provÈst dvÏma zp˘soby:
ñ p¯Ìm˝m smÌch·nÌm vzorku s roztokem makromolekul·r-

nÌho afinitnÌho ligandu v ultrafiltraËnÌm za¯ÌzenÌ, p¯ÌpadnÏ
v reakËnÌ n·dobÏ, ze kterÈ je v˝sledn˝ roztok p¯iveden do
ultrafiltraËnÌho za¯ÌzenÌ (obr. 2a). Tento zp˘sob je vhodn˝
pro relativnÏ ËistöÌ vzorky, kterÈ neobsahujÌ pevnÈ Ë·stice.
Inkubace u vÏtöiny doposud publikovan˝ch pracÌ byla
prov·dÏna pr·vÏ tÌmto zp˘sobem.

ñ paralelnÌm protÈk·nÌm vzorku a roztoku makromolekul·r-
nÌho afinitnÌho ligandu na opaËn˝ch stran·ch membr·ny,
p¯iËemû k vazbÏ doch·zÌ po p¯echodu purifikovanÈ bÌlko-
viny membr·nou (obr. 2b). Roztok obsahujÌcÌ vznikl˝
afinitnÌ komplex je potÈ p¯iveden do vlastnÌho ultrafiltra-
ËnÌho za¯ÌzenÌ. Tento zp˘sob je vhodnÏjöÌ pro hrubÈ ex-
trakty, p¯ÌpadnÏ pro mÈdia po kultivacÌch. Membr·na totiû
tvo¯Ì pro makromolekul·rnÌ afinitnÌ ligand ochranou ba-
rieru jak proti pevn˝m Ë·sticÌm, na kter˝ch m˘ûe doch·zet
k jeho sorpcÌm, tak i proti infekËnÌm agens. Uveden˝
postup se s ˙spÏchem vyuûÌv· v kontinu·lnÌch procesech.
Vazebn˝ proces je do znaËnÈ mÌry ovlivÚov·n koncentracÌ

makromolekul·rnÌho afinitnÌho ligandu. Vazebn· kapacita po-
stupnÏ s jeho zvyöujÌcÌ se koncentracÌ vzr˘st· aû p¯i urËitÈ
koncentraci dosahuje maxima, neboù ligand se st·v· stÈricky
nep¯Ìstupn˝m pro vazbu purifikovanÈ bÌlkoviny. Obdobn˝ jev
byl pozorov·n i u afinitnÌ chromatografie.

3 . 2 . P r o m ˝ v · n Ì

Prom˝v·nÌ afinitnÌho komplexu se prov·dÌ v diafiltraËnÌm
modu tj. p¯i zachov·nÌ konstantnÌho objemu vzorku v ultrafil-
traËnÌm za¯ÌzenÌ. BalastnÌ bÌlkoviny proch·zejÌ p¯es membr·-
nu a jejich koncentrace v ultrafiltraËnÌm za¯ÌzenÌ se postupnÏ
sniûuje. P¯i prom˝v·nÌ vöak rovnÏû doch·zÌ ke ztr·t·m purifi-
kovanÈ bÌlkoviny. Na poË·tku prom˝v·nÌ se totiû v ultrafil-
traËnÌm za¯ÌzenÌ ustaluje rovnov·ha mezi volnou a nav·zanou
purifikovanou bÌlkovinou. Koncentrace volnÈ purifikovanÈ
bÌlkoviny se vöak prom˝v·nÌm sniûuje, coû vyvol·v· jejÌ dalöÌ
uvolÚov·nÌ z komplexu. Jednou z moûnostÌ jak tyto ztr·ty
eliminovat je provÈst prom˝v·nÌ velkou filtraËnÌ rychlostÌ, coû

vöak p¯ich·zÌ v ˙vahu pouze u afinitnÌch systÈm˘ s dostateËnÏ
silnou interakcÌ. Pokud vzorek obsahuje balastnÌ bÌlkoviny
o vysokÈ relativnÌ molekulovÈ hmotnosti, je vhodnÈ p¯ed afi-
nitnÌ ultrafiltracÌ provÈst prostou ultrafiltraci a tyto bÌlkoviny
ze vzorku p¯edem odstranit.

3 . 3 . E l u c e

P¯i eluci je vazebn˝ pufr v ultrafiltraËnÌm za¯ÌzenÌ postup-
nÏ nahrazen pufrem disociaËnÌm. Doch·zÌ tak k pozvolnÈmu
uvolÚov·nÌ purifikovanÈ bÌlkoviny z afinitnÌho komplexu a je-
jÌmu pr˘chodu ultrafiltraËnÌ membr·nou. D˘leûitou podmÌn-
kou je, aby se purifikovan· bÌlkovina uvolÚovala z komplexu bez
nutnosti pouûit nadmÏrnÈ mnoûstvÌ disociaËnÌho pufru.

StejnÏ jako v p¯ÌpadÏ afinitnÌ chromatografie lze eluci
provÈst specificky voln˝m ligandem, p¯ÌpadnÏ nespecificky
zmÏnou pH, iontovÈ sÌly, polarity roztoku atd. EluËnÌ podmÌn-
ky p¯itom musÌ b˝t p¯ÌznivÈ jak pro purifikovanou bÌlkovinu,
tak pro ultrafiltraËnÌ membr·nu. Specifick· eluce vÌce vyho-
vuje tomuto poûadavku, neboù jsou p¯i nÌ zachov·ny podmÌn-
ky, kterÈ byly pouûity pro vznik vazby a tedy pro uchov·v·nÌ
biologickÈ aktivity purifikovanÈ bÌlkoviny. Nev˝hodami vöak
jsou cena pouûitÈho kompetitivnÌho ligandu a to, ûe roztok

Obr. 3. SchÈma afinitnÌ ultrafiltrace ve vs·dkovÈm uspo¯·d·nÌ
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Obr. 2. Moûnosti inkubace separovan˝ch bÌlkovin s makromole-
kul·rnÌm afinitnÌm ligandem
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Tabulka I
P¯ehled aplikacÌ afinitnÌ ultrafiltrace vyuûÌvajÌcÌch nerozpustnÈ makromolekul·rnÌ afinitnÌ ligandy

NosiË Velikost Ligand CÌlov· bÌlkovina Ref.

Saccharomyces c. 5 µm sacharidy konkanavalin A 1
Streptococcus 5 µm protein G IgG 2
äkrob 1ñ10 µm Cibacron Blue ADHa 3
Silikagel 12 nm Cibacron Blue ADHa, LDHb 4
Agarosa 45ñ165 µm Cibacron Blue lidsk˝ albumin 5
Agarosa neud·no PABTGc β-galaktosidasa 6
Sepharosa 45ñ165 µm heparin laktoferin 2
Sepharosa 45ñ165 µm protein G IgG 2
Liposomy 2 µm biotin avidin 7,8
Liposomy 6 µm p-aminobenzamidin trypsin 9

a ADH ñ alkoholdehydrogenasa, b LDH ñ lakt·tdehydrogenasa, c PABTG ñ p-aminobenzyl-1-thio-β-galaktopyranosid

Tabulka II
P¯ehled aplikacÌ afinitnÌ ultrafiltrace vyuûÌvajÌcÌch rozpustnÈ makromolekul·rnÌ afinitnÌ ligandy

NosiË Velikost (MW) Ligand CÌlov· bÌlkovina Ref.

Dextran 2 000 000 Protein A IgG 10
Dextran 2 000 000 estradiol 3-oxosteroid isomerasa 11
Dextran 2 000 000 p-aminobenzamidin trypsin 12
Dextran 2 000 000 STIa trypsin 13
Polyakrylamid >100 000 m-aminobenzamidin trypsin 14ñ17
Polyakrylamid >100 000 m-aminobenzamidin urokinasa 18
Chitosan 2 000 000 N-acetyl-glukosamin lysozym 19

a Inhibitor trypsinu ze sÛji

purifikovanÈ bÌlkoviny obsahuje po eluci voln˝ ligand. Nespe-
cifick· eluce je samoz¯ejmÏ levnÏjöÌ, avöak eluËnÌ podmÌnky
nemusÌ b˝t p¯Ìliö vhodnÈ pro purifikovanou bÌlkovinu i pro
samotnou ultrafiltraËnÌ membr·nu. Proto je v tomto p¯ÌpadÏ
nezbytnÈ, ihned po eluci zmÏnit sloûenÌ roztoku obsahujÌcÌho
purifikovanou bÌlkovinu.

3 . 4 . R e g e n e r a c e

Makromolekul·rnÌ afinitnÌ ligand je po eluci zÌsk·n ve
volnÈm stavu a lze jej tedy pouûÌt opakovanÏ. P¯ed opakova-
n˝m pouûitÌm je vöak nutnÈ provÈst jeho regeneraci, p¯i kterÈ
je disociaËnÌ pufr nahrazen Ëerstv˝m vazebn˝m pufrem, nej-
lÈpe p¯Ìmo v ultrafiltraËnÌm za¯ÌzenÌ.

Proces afinitnÌ ultrafiltrace m˘ûe probÌhat vs·dkov˝m zp˘-
sobem nebo kontinu·lnÏ. V prvÈm p¯ÌpadÏ probÌh· cel˝ postup
ñ inkubace, prom˝v·nÌ, eluce i regenerace v jedinÈ reakËnÌ
n·dobÏ, do kterÈ jsou postupnÏ p¯iv·dÏny vzorek, vazebn˝
pufr obsahujÌcÌ makromolekul·rnÌ afinitnÌ ligand, prom˝vacÌ
a n·slednÏ i disociaËnÌ pufr. Roztok z tÈto reakËnÌ n·doby je
recirkulov·n jedinou ultrafiltraËnÌ jednotkou (obr. 3).

P¯i kontinu·lnÌ afinitnÌ ultrafiltraci je vyuûit systÈm nÏko-
lika nez·visl˝ch ultrafiltraËnÌch modul˘, ve kter˝ch postupnÏ
doch·zÌ k prom˝v·nÌ, eluci a regeneraci. Makromolekul·rnÌ
afinitnÌ ligand je p¯iveden do tohoto systÈmu jednor·zovÏ na

poË·tku celÈho procesu, v dalöÌm pr˘bÏhu je jiû vyuûÌvan·
jeho regenerovan· forma (obr. 4).

4. Makromolekul·rnÌ afinitnÌ ligandy

Nejd˘leûitÏjöÌm krokem, kter˝ urËuje ˙spÏönost danÈ afi-
nitnÌ  ultrafiltrace, je volba makromolekul·rnÌho  afinitnÌho

Obr. 4. SchÈma afinitnÌ ultrafiltrace v kontinu·lnÌm uspo¯·d·nÌ
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ligandu. Makromolekul·rnÌ afinitnÌ ligand by mÏl p¯itom spl-
Úovat urËitÈ poûadavky ñ mÏl by se d·t lehce rozpustit, p¯Ìpad-
nÏ rozsuspendovat ve vodnÈm roztoku tak, aby ho bylo moûnÈ
pumpovat danou ultrafiltraËnÌ aparaturou; mÏl by mÌt velk˝
specifick˝ povrch; mÏl by b˝t dostateËnÏ stabilnÌ v˘Ëi pod-
mÌnk·m pouûÌvan˝m p¯i inkubaci a eluci a nemÏl by vykazo-
vat nespecifickÈ interakce. Nezanedbateln· je i jeho cena.

Ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ nelze pro danou aplikaci najÌt odpo-
vÌdajÌcÌ makromolekul·rnÌ afinitnÌ ligand. Tento problÈm se
ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ ¯eöÌ nav·z·nÌm nÌzkomolekul·rnÌho afinit-
nÌho ligandu na inertnÌ makromolekul·rnÌ nosiË. TÌmto no-
siËem mohou b˝t Ë·stice nerozpustnÈ ve vodÏ, p¯ÌpadnÏ ve
vodÏ rozpustn˝ polymer.

Jako Ë·stice byly pouûity usmrcenÈ bakteri·lnÌ a kvasniËnÌ
buÚky, ökrobov· zrna, agarosovÈ a silikagelovÈ chromatogra-
fickÈ sorbenty nebo liposomy. Velkou nev˝hodou Ë·stic je
jejich mal· mechanick· stabilita a mal˝ specifick˝ povrch, coû
se vöak poda¯ilo odstranit pouûitÌm liposom˘. Jako polymery
byly pouûity dextran, r˘znÈ polyakrylamidovÈ deriv·ty a chi-
tosan. Jejich v˝hodou je moûnost dosaûenÌ mnohem vyööÌ
hustoty ligandu na povrchu polymeru a snazöÌ tvorba afinitnÌ-
ho komplexu, coû se odr·ûÌ ve vyööÌ vazebnÈ kapacitÏ. P¯i
ultrafiltracÌch vöak musÌ b˝t pouûÌv·ny membr·ny s menöÌmi
pÛry, coû zp˘sobuje niûöÌ filtraËnÌ pr˘tok. P¯ehled nÏkter˝ch
aplikacÌ afinitnÌ ultrafiltrace je uveden v tabulk·ch I a II.

Jak jiû bylo uvedeno, je efektivita afinitnÌ ultrafiltrace d·na
p¯edevöÌm volbou vhodnÈho makromolekul·rnÌho afinitnÌho
ligandu. Pro jejÌ zv˝öenÌ se rovnÏû nabÌzÌ moûnost purifikace
vÌce bÌlkovin z jedinÈho vzorku, a to vyuûitÌm skupinovÏ
specifickÈho makromolekul·rnÌho afinitnÌho ligandu v kom-
binaci s r˘zn˝mi eluËnÌmi podmÌnkami, p¯ÌpadnÏ p¯i sekven-
ËnÌm pouûitÌ nÏkolika makromolekul·rnÌch afinitnÌch ligand˘.

5. Z·vÏr

Metoda afinitnÌ ultrafiltrace kombinuje vysokou objemo-
vou ˙Ëinnost filtraËnÌch metod se selektivitou danou metod·m
zaloûen˝m na afinitnÌch interakcÌch. JejÌmi hlavnÌmi v˝hoda-
mi jsou p¯edevöÌm nÌzkÈ provoznÌ n·klady, rychlÈ a snadnÈ
provedenÌ a moûnost p¯ÌmÈ pr·ce s hrub˝mi bÌlkovinn˝mi
extrakty. Nezanedbateln· je rovnÏû moûnost kontinu·lnÌho
uspo¯·d·nÌ. V tomto smÏru lze p¯edpokl·dat jejÌ dalöÌ rozvoj
jako moûnÈ alternativy afinitnÌ chromatografie p¯edevöÌm v po-
loprovoznÌch a provoznÌch aplikacÌch. AfinitnÌ interakce tak
mohou b˝t ¯azeny i v ranÏjöÌch st·diÌch tÏchto proces˘, coû je
v p¯ÌpadÏ klasickÈ afinitnÌ chromatografie problematickÈ.
TÌmto zp˘sobem lze znaËnÏ zjednoduöit pouûÌvanÈ purifikaË-
nÌ 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.
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