Glutathione (GST) affinity chromatography
Il metodo si basa sull’affinità di proteine glutatione-dipndneti per il glutatione immobilizzato sulla resina. L’uso della glutatione S-transferasi (GST) come tag di affinità risale all’ormai lontano 1988, e da allora è divenuta una scelta estremamente popolare per la produzione di proteine ricombinanti. 
Il legame al glutatione è reversibile e le proteine possono essere eluite in condizioni blande, non denaturanti, aggiungendo glutatione ridotto al tampone. Una volta che si sia proceduto alla carica del campione sulla colonna ed ad un estensivo lavaggio, tale da eluire tutte le proteine non specificamente legate alla resina, si può quindi eluire lea proteine legate per competizione, utilizzando tamponi contenenti glutatione ridotto. 

Questa tecnica costituisce quindi un processo di purificazione estremamente semplice e in condizioni che non alterano la struttura nativa delle proteine.
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Dopo aver tracciato il profilo di eluizione della cromatografia, si può valutare quali e quante frazioni riunire..

[image: image1.emf]La colonna, una GSTrapTM HP column, è collegata ad un sistema  AKTA FPLC
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La resina viene equilibrata in tampone PBS, pH 7.3 (140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.3), ad un flusso di 1 ml/min, con almeno 5 volumi di colonna.
2. Si conservano in una provetta eppendorf 50 μl del campione da caricare, mentre il rimanente, viene caricato sulla colonna attraverso la valvola di iniezione.
3. Si raccolgono frazioni di 1 m di volume.

4. Il programma prevede un lavaggio con 20 ml di tampone di equilibrio (pompa A), in modo da far eluire le proteine che non interagiscono con la resina. 
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Il programma procede con l’eluizione con 50 mM Tris-HCl, 10 mM glutatione, pH 8.0. un gradiente lineare di imidazolo, da 5 a 500 mM, nel tampone iniziale. A tal scopo un tampone fosfato di sodio 20 mM, 500 mM imidazolo, 0.5 M NaCl, pH 7.4, è collegato alla pompa B ed il programma prevede un gradiente dallo 0 al 100% di B in 5 ml.
6. è quindi previsto un lavaggio della colonna con 5 ml di tampone B e la colonna è poi riequilibrata con 10 ml del tampone A.
Il sistema cromatografico utilizzato è in grado di registrare la conducibilità del campione in uscita della colonna, parametro che può essere utilizzato per controllare che si sia formato un gradiente lineare.
L’eluizione viene seguita registrando l’assorbanza a 280 nm.
Immobilized metal ion adsorption chromatography (IMAC)

La cromatografia di affinità per metalli (IMAC) si rivela in questi casi un utilissima strategia di purificazione per proteine che presentino elevata affinità per metalli, tanto che è molto comune ingegnerizzare proteine con code di istidine per aumentarne l’affinità per metalli.

In questa tecnica la matrice, Chelatin SepharoseTM High Performance, consiste in agarosio cross-linked, modificato con acido iminodiacetico, in grado di chelare ioni metallici, ed un braccio spaziatore.

La resina viene quindi caricata con un metallo, e le proteine si legheranno ad essa in ragione della presenza di istine, cisterne e triptofani sulla superficie proteica, grazie alla affinità per gli ioni metallici legati. (Proteine con “code” di istidina esposte sulla superficie, quali appunto quelle introdotte mediante ingegnerizzazione proteica, formeranno quindi complessi con gli ioni immobilizzati sulla resina).

La forza dell’interazione tra la proteina ed il metallo dipende da numerosi fattori, il tipo di metallo immobilizzato ed il pH del tampone.

Una volta che si sia proceduto alla carica del campione sulla colonna ed ad un estensivo lavaggio, tale da eluire tutte le proteine non specificamente legate alla resina, si può quindi eluire le proteine legate per competizione, utilizzando tamponi contenenti imidazolo, o semplicemente riducendo il PH del tampone.

Dopo aver tracciato il profilo di eluizione della cromatografia, si può valutare quali e quante frazioni riunire. 

La colonna, una HisTrapTM Chelating HP column, è collegata ad un sistema  AKTA FPLC
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7. La resina viene equilibrata in tampone fosfato di sodio 20 mM, 5 mM imidazolo, 0.5 M NaCl, pH 7.4 ad un flusso di 1 ml/min.
8. Si conservano in una provetta eppendorf 50 μl del campione da caricare, mentre il rimanente, viene caricato sulla colonna attraverso la valvola di iniezione.

9. Si raccolgono frazioni di 1 ml di volume.

10. Il programma prevede un lavaggio con 20 ml di tampone di equilibrio (pompa A), in modo da far eluire le proteine che non interagiscono con la resina.

11. Il programma procede con l’eluizione con un gradiente lineare di imidazolo, da 5 a 500 mM, nel tampone iniziale. A tal scopo un tampone fosfato di sodio 20 mM, 500 mM imidazolo, 0.5 M NaCl, pH 7.4, è collegato alla pompa B ed il programma prevede un gradiente dallo 0 al 100% di B in 5 ml.

12. è quindi previsto un lavaggio della colonna con 5 ml di tampone B e la colonna è poi riequilibrata con 10 ml del tampone A.
Il sistema cromatografico utilizzato è in grado di registrare la conducibilità del campione in uscita della colonna, parametro che può essere utilizzato per controllare che sisia formato un gradiente lineare.

L’eluizione viene seguita registrando l’assorbanza a 280 nm.

