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Chromatografia oddzialywan hydrofobowych
(HIC) : wykorzystanie chromatografii do
rozdzielania i izolowania makroczateczek
bialkowych

Chromatografia oddzialywan hydrofobowych (hydrophobic interaction chromatography-
HIC) jest metoda szeroko wykorzystywana do separacji oraz oczyszczania makroczasteczek
bialkowych. Bialka adsorbowane sa na zlozu dzieki wystepowaniu oddzialywan pomiedzy
hydrofobowymi fragmentami biatka z silnie hydrofobowymi grupami ligandow, ktore sa
trwale umocowane na powierzchni nosnika pozbawionego ladunku elektrycznego. Rézne
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czynniki maja wplyw na zachowanie sie czasteczek bialkowych w kontakcie z hydrofobowym
adsorbentem. Niektore z nich maja krytyczny wplyw na rozdzielczos¢ i selektywnos¢ metody,
a takze zdolnosc¢ wiazania czasteczek przez zloze [6].

Stowa kluczowe: Chromatografia oddziatywan hydrofobowych, rozdziat chromatograficzny, HIC,
ligandy, ztoze Phenyl Sepharose, a-laktoalbumina, B-laktoglobulina, ztoze Phenyl Sepharose 6FF

Przewazajaca wiekszo$¢ makroczasteczek posiada skomplikowang strukture wewnetrzna. Rozréznia
sie w nich zaréwno obszary hydrofilowe , ktére eksponowane sa na zewnatrz czasteczki w polarnym
otoczeniu wody, jak i obszary hydrofobowe tj. ukryte w jej wnetrzu i eksponowane na zewnatrz przy
zmianie Srodowiska na niepolarne. Ilo$¢ obszaréw hydrofobowych i ich umiejscowienie w strukturze
czasteczki stanowia indywidualna ceche makroczasteczek. Dzieki temu mozliwy jest ich rozdziat pod
wzgledem odmiennych wlasciwosci hydrofobowych [4], [5].

Chromatografii oddzialywan hydrofobowych

Zastosowanie techniki chromatografii oddziatywan hydrofobowych pozwala na rozdzielanie biatek na
podstawie réznic w sile oddzialywania obszaréw hydrofobowych biatka z jeszcze bardziej
hydrofobowymi grupami ligandéw. Grupy ligandéw umocowane sa na powierzchni nos$nika, ktéry
pozbawiony jest tadunku elektrycznego [7].

W celu zwiazania biatka do nosnika hydrofobowego stosuje sie bufory o wysokiej sile jonowej
srodowiska. Najczesciej stosowany jest 1,5 M roztwor siarczanu amonu, a uwalnianie biatek
nastepuje przez ich wymywanie buforem o zmniejszajacym sie gradiencie soli. Innym, powszechnie
znanym sposobem elucji jest zwiekszenie pH buforu badz dodatku komponentéw wykazujacych silne
powinowactwo do ligandu lub zwiekszajace hydrofilnos¢ biatek. W tym celu stosuje sie np. alkohole
i aminy alifatyczne lub detergenty niejonowe [7].
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Zdjecie: Oczyszczanie biatek za pomoca HIC, [7]

Zalety HIC:

- w technice gradientowej objetos¢ probki nanoszonej na kolumne moze by¢ wielokrotnie wieksza od
objetosci kolumny, a stezenie separowanych substancji moze by¢ bardzo niskie;

- HIC pozwala na wielokrotne zatezenie wyjsciowego materiatu;

- pojemnosé kolumny jest zwykle bardzo duza;

- rozdzielczos¢ metody jest wysoka.

Wady:

- sktadniki eluowane w solwencie o duzym stezeniu soli musza by¢ dializowane badZ poddawane
etapowi re-chromatografii technika filtracji zelowej, co ma na celu usuniecie nadmiaru soli [6].

a-laktoalbuminy jest biatkiem charakteryzujacym sie duza odpornoscia na wysoka temperature.
Odmiennie od albumin surowicy krwi, o -laktoalbumina zawiera oligosacharyd, ktéry jest
przytaczony do tancucha polipeptydowego przez grupe b-karboksylowa reszty kwasu
asparaginowego. Ludzka o- laktoalbumina (o masie czasteczkowej 14 176 Da) zbudowana jest ze
123 aminokwasow. Ponadto, w jej skladzie wystepuja 4 mostki disiarczkowe. Dodatkowo,
pierwszorzedowa struktura a-laktoalbuminy jest zgodna ze strukturami a - laktoalbumin u innych
gatunkow ssakéw. Biatko to pochodzace z mleka krowiego wykazuje duze podobienstwo w budowie
do a-laktoalbuminy pochodzenia ludzkiego [8].

Rozdzielanie a-laktoalbuminy i B-laktoglobuliny z zastosowaniem zloza Phenyl Sepharose
(L. Lindahl)



W obecnosci jonéw metali wiele biatek podlega znacznym zmianom konformacyjnym. Zmiany te maja
wplyw na zmiane wtasciwosci hydrofobowych. Zjawisko to jest wykorzystywane do izolowania
i oczyszczania biatek wiazacych sie z jonami metali. Proteiny obecne w mleku, a mianowicie
a-laktoalbumina i B-laktoglobulina, maja zdolnos¢ do wiazania jonow wapnia (Ca2+). Obecnos¢
jonéw miedzi powoduje, ze a-laktoalbumina jest mniej hydrofobowa niz w srodowisku ubogim w te
jony. Wtasciwosci hydrofobowe B-laktoglobuliny sa stabo zalezne od obecnosci jondw miedzi, dzieki
temu stosunkowo tatwo mozna dokonaé separacji tych dwoch biatek. W tym celu najczesciej
wykorzystuje sie ztoze Phenyl Sepharose [1], [2].

W pierwszym etapie chromatografii przez kolumne chromatograficzna przepuszcza sie mieszanine
badanych biatek w obecnosci EDTA. W takich to warunkach a-laktoalbumina wigze sie ze zlozem,
podczas gdy B-laktoglobulina przeptywa przez kolumne prawie bez oddzialywan z nia [1], [2].

W drugim etapie chromatografii pzreprowadza sie elucje zaadsorbowanych biatek, korzystajac
z buforu, ktéry w swym skladzie zawiera jony wapnia [1].

Wykonanie:

Nalezy zmiesza¢ po 500 pl (2 mg/ml) a-laktoalbuminy z 500 ul B-laktoglobuliny (2 mg/ml), po czym
do probki doda¢ 1 ml buforu Tris-HCI - 0,2 M EDTA (pH=7,5). Prébke inkubowaé¢ w temperaturze
pokojowej przez 30 minut.

W trakcie inkubacji, pobra¢ 5 ml ztoza Phenyl Sepharose 6FF, przemy¢ je 3 krotnie 20 ml wody, po
czym upakowac w plastikowej kolumnie. Przez tak przygotowana kolumne przepusci¢ 50 ml buforu
Tris-HCl - EDTA.

Na przygotowana w ten sposéb kolumne nanies¢ préobke mieszaniny biatek i rozpoczaé zbieranie
materiatu wyplywajacego z kolumny, w postaci 2 ml frakcji. Po wsiagknieciu naniesionej prébki
w zloze , nalezy kolejno przepusci¢ przez kolumne :

- 15 ml buforu Tris-HCI- EDTA

- 50 ml buforu Tris-HCI- CaCl2 (ciagle zbierajac wyptywajace z kolumny 2-ml frakcje i oznaczajac
w nich spektrofotometrycznie zawartosé biatka).

W powyzszych warunkach B-laktoglobulina powinna opusci¢ kolumne bez oddziatywania z nia,
i znalezZ¢ sie we frakcjach o numerach 2 i 3. A-laktoalbumina powinna by¢ wyeluowana w momencie,
kiedy EDTA zostanie usuniete z kolumny, a jego miejsce zajma jony Ca2+ (tj. we frakcji nr 8) [1], [2].
Po skonczonym rozdziale kolumne nalezy przemy¢ 50 ml wody destylowanej oraz 20% etanolem (15
ml). Tak przygotowana kolumne mozna przechowywaé¢ w temperaturze pokojowej- chroniac przed
nadmiernym nastonecznieniem, za$ przed kolejnym uzyciem wystarczy ja przemy¢ 50 ml wody [1],

[2], [6].

Co wazne:

- Wszystkie bufory , ktére beda stosowane do chromatografii cieczowej oraz nanoszone probki nalezy
filtrowac¢ przed uzyciem. Probki zamiast filtrowania mozna podda¢ wirowaniu w warunkach: 5000 x
g, 10 min, co ma na celu zabezpieczenie kolumny przed zatkaniem.

- Bufory dobrze jest przygotowac na kilka godzin przed uzyciem. Z kolei, bezposrednio przed ich

zastosowaniem nalezy sprawdzi¢ wartos¢ pH (i w razie koniecznos$ci ponownie doprowadzi¢ do
potrzebnej wartosci) [1].

Izolowanie enzymow z mieszaniny z wykorzystaniem zloza Phenyl Sepharose (L. Szepesy).



Obecnos¢ duzych stezen soli w roztworze biatek przyczyniaja sie do pojawienia sie licznych zmian
konformacyjnych w tych biatkach. W krancowych przypadkach zmiany te moga spowodowac
wytracenie biatek z danego roztworu. Zjawisko wysalania biatek bardzo czesto stosowane jest w celu
szybkiej i wstepnej separacji biatek. Pozostate w roztworze biatka wykazuja silne wtasciwosci
hydrofobowe, dzieki czemu mozna je rozdziela¢ stosujac w tym celu technike chromatografii
oddziatywan hydrofobowych (HIC) [1], [3].

Po niesieniu na kolumne prébki (mieszaniny biatek) znajdujacych sie w Srodowisku o duzym
stezeniu soli, dochodzi do oddzialywan hydrofobowych fragmentéw tych biatek z hydrofobowymi
tancuchami ligandéw, ktére sa trwale zwiazane z nosnikiem. Po odmyciu niespecyficznie
zaadsorbowanych bialek mozna eluowa¢ zwiazane biatka w zaleznosci od ich hydrofobowosci,
stosujac w tym celu eluenty o malejacym stezeniu soli [1], [3].

Wykonanie:

W buforze fosforanowym (zawierajacym 1,7 mol/l (NH4)2S04) mieszanine biatek standardowych tj.:
- cytochrom c o stezeniu 2 mg/ml

- mioglobine o stezeniu 4 mg/ml

- rybonukleaze o stezeniu 10 mg/ml

- chymotrypsynogen A o stezeniu 3 mg/ml [1], [3].

Nalezy pobraé¢ 5 ml ztoza Phenyl Sepharose 6FF, nastepnie przemyc¢ je za pomoca wody
destylowanej (3-krotnie, po 20 ml). Przygotowane w ten sposob ztoze upakowac¢ w plastikowej
kolumnie, za$ kolumne zréwnowazy¢ 50 ml buforu fosforanowego (zawierajacym 1,7 mol/l
(NH4)2S04).

Korzystajac z wyjsciowych buforéw nalezy przygotowac¢ 15-ml porcje buforu fosforanowego
o malejacym stezeniu (NH4)2S504 tj.: 1,3; 1,1; 0,8 oraz 0,3 M [1], [3].

Przygotowana mieszanine bialek nalezy odwirowac¢, a otrzymany po wirowaniu supernatant
w objetosci 1 ml naniesc na kolumne. Po wniknieciu w kolumne prébki, nalezy przepuscic¢ przez nia
15 ml buforu fosforanowego , zawierajacego 1,7 mol/l (NH4)2S0O4, po czym rozpoczac zbieranie
wyplywajacego z kolumny materiatu w postaci 2 ml frakcji [1], [3].

Nastepnie, wymywac¢ z kolumny zwiazane z nia biatka, stosujac w tym celu wczesneij przygotowane
eluenty w objetosci 15 ml kazdy. Eluenty stosowa¢ w kolejnosci malejacego stezenia (NH4)2S04.
Po zakonczeniu rozdziatu chromatograficznego, kolumne przemy¢ 50 ml wody oraz 15 ml 20%
etanolu. Kolumna moze by¢ przechowywana do kolejnego uzycia w temperaturze pokojowe;j.
Zbierane podczas rozdziatu frakcje nalezy oznaczy¢ spektrofotometrycznie przy A=280 nm.

Po analizie nalezy wykona¢ wykres zaleznosci gestosci optycznej poszczegolnych frakcji od objetosci
elucji [1], [3].

Podczas rozdziatu wymywane sa biatka w nastepujacej kolejnosci:
- cytochrom ¢

- mioglobina

- rybonukleaza

- chymotrypsynogen A (jako ostatni sktadnik) [1], [3].
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