Vyuziti afinitnich interakci pri separaci makromolekul

antigeny
== o

"R T

protilatka




komplex bilkovina-ligand

N

specificky stabilni reverzibilni

Interakce mezi DNA a endonukleasou

zakladni typy interakci + prostorove usporadani
(iontové, hydrofilni a hydrofobni) (3D struktura aktivniho centra)
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Vyuziti afinitni interakce

« afinitni chromatografie
o afinitni srazeni

« afinitni elektroforesa

o afinitni rozdélovani

studium aktivniho mista enzymu, modifikace, kineticka méreni atd.



Afinitni chromatografie

Oddalujici clanek

Nerozpustna matrice



Idealni nosi¢ (matrice)

»Nemél by interagovat s proteiny (separovanou latkou)
»Velké mnozstvi funkénich skupin (pfipojeni ligandu)
»Mechanicka a chemicka stalost

»>Volna, porovita struktura

»Castice stejnorodé, kulového tvaru s dobrymi pratokovymi vliastnostmi



celulosa

Celulosa je linearni polymer D-glukosovych zbytkd (az 15000)
spojenych B(1,4)- glykosidovymi vazbami.

Vlaknity, nestejnorody charakter
Mikroheterogenita ( uspofadané x neusporadané oblasti)



dextran
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Malo poérovity

stabilita

0,2 M NaOH (60 °C)
0,02 M HCI

40 min 110 °C



polyakrylamid
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N,N’-methylen-bis(akrylamid)

Zmeény objemu naplné sloupcud zménou iontove sily



agarosa

CH,OH o

D-galaktosa 3,6-anhydrogalaktosa

VySSi teploty (nad 40 °C) a vysoke koncentrace latek
ruSicich vodikové mustky (mocovina, guanidin)

N\

gel ,taje”



spheron
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castecné hydrofobni charakter
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hydroxyetylmetakrylat

Velikost ¢astic |5 — 100 um

Velikost péru 25— 50 nm

Povrch 40 — 200 m?/g




NosiCe na bazi SiO,
Merckogel ( velikost ¢astic 0,4 — 0,063 mm)

Silasorb (LA(;HEI\/IA) velikost m2/g exkluzni
Merckogel Si (Merck) poru limit (D)
15 nm 150 50 000
vodni sklo
50 Nnm 50 400 000
l (COOH),
miyn 100 nm 15 1 000 000
!
sita
!

upraveni povrchu (~ 2% NH,F)



Oddalujici ¢lanek (raminko)




priklady
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hydrofilngjsi Clanky

Gly-Gly-Gly
Gly-Gly-Tyr
Gly-Gly-Cys



4 a méne sterické zabrany 8 a vice zvinéni ,zapleteni” raminek s ligandy

NaCl (mol/l) a nespecifické (hydrofobni interakce)
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Ligand

Substrat
analog substratu
allostericky efektor
kofaktor
inhibitor
analog inhibitoru
Nukleova kyselina
nukleotid
t-RNA
Protilatka
antigen
Protein
inhibitory proteas
enzymy
Hydrofobni ligandy
Chromofory



Ligand Bilkovina Ky (M)
antigen polyklonalni protilatka 10%-10"
antigen monoklonalni protilatka 10 - 10"
biotin avidin 10"
sacharid lektin 107 - 10
hormon, toxin vazebny protein 107 - 107"
substrat enzym 107" = 10
inhibitor enzym 107" = 107

Kpy=10"-10"M




. piiklad

(l:Hs (|3H3
CH—OH  + NAD"® —— =0 +  NADH
COOH COOH
N(l;izo oxamat — akompetitivni inhibitor AC pomoci ternarnich komplexu

C|ZOOH /
\

az po nasyceni NAD*

studium mechanismu reakce
(usporfadany x nahodny)

AMP, NAD+, NADH ' stabilita ligandu

laktat, pyruvat imobilizace malych molekul



2. priklad

vyuziti AC pfi separaci proteas

1. navazani bilkoviny hemoglobin — sepharose
albumin - sepharose

ovomukoid X trypsin

STI x karboxypeptidasy
trypsin
chymotrypsin

2. vyuziti pfirozenych inhibitoru

3. cileny vybér proteint nebo peptidi s aminokyselinovou sekvenci
odpovidajici specifité dané proteasy



Chemie afinitni chromatografie
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Bromkyanova metoda
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KOH

_ aktivace: 20 ml agarosy
oH T 20 ml dest. vody
N I 2-5 g BrCN

pH 11 (autotitrator)

H etad T 20 °C
i =l michacka doba aktivace 8 — 12 min
dalSi postup: aktivovany gel se promyje (1-51 0,1 mol/l NaHCO,)

ekvilibrace na pH néasledné reakce (0,1 mol/l NaHCO3)
pfida se ligand

michani 16 — 20 hod

v promyti sorbentu velkym objemem vody a 2 mol/l NaCl




karbodiimidova metoda
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1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl) karbodiimid




aldehydova metoda

@w —

,Schiffova base*

CH N CH
P
NaBH,,
podminky: 0,1 mol/l jodistan, aktivace 24 hod
pouziti:  aktivace nosicu na bazi sacharidl staleji alkylamid
nebo aktivace glykoproteinu N odstranéni moznosti dal$i vazby



epoxidova metoda

+—0—CH,—CH—CH,~NH—P

podminky: zvysena teplota 1
silné alkalicke prostredi



silanizace
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,Orientovana imobilizace"
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,Barevne nosice“
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,2Jrychleni imobilizace vazbou proteinu na ionex*
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Prabéh chromatografické separace

priprava sorbentu (viz. vyse)
naplnéni sorbentu do kolony

priprava vzorku a ekvilibrace kolony
eluce a jimani separovanych proteinu

- . ventil pro nanaseni vzorku
\ I pumpa

o kolona
mobilni faze

‘detektor

zapisovac

jimac frakci






Imobilizovana reaktivni barviva

z chemického hlediska Ctyri druhy:

1. dichlortriaziny (studena barviva) chromofor—N N Cl
| = \‘/
H |
NYN

Cl
2. monochlortriaziny (horka barviva) crromofor—|\|| N Cl
~
H |
NYN
NHR
3. sulfoetery chromofor —S0O,CH,CH,OSO;H
4. trichlorpyrimidin chromofor —N N Cl
Py y '~ Y
PP
N

Cl



historie:

50-léta barvivo

68. znacka pro GPC

71. prvni imobilizované barvivo

A280 t
1,5
1,0 — Ciba-dextran /
Mr 2000 kDa
0’5 | A Lﬂ
ML

v
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NAD’ Cibacron Blue

Thompson et al. Proc. Nat.Acad. Sci. 72, 669, 1975



Imunoafinitni chromatografie

~""antigen *+  protildtka

(protil atka) (antigen)

Oddalujici €lanek
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Nerozpustna matrice



problémy:
1. pfi navazani pfilis velkeého mnozstvi ligandu (protilatky popf. antigenu)

muZzou vznikat problémy pfi eluci (nemuze dojit ke konformacnim zménam)

2. pozmeénéni vazebného mista pro antigen (protilatku) pfi imobilizaci na matrici

|lze fesSit vhodnou imobilizacni technikou
nebo imobilizaci komplexu antigen-protilatka

3. disociace adsorbované latky maze byt velmi obtizna

\

eluce Casto za ,drastickych* podminek



eluce

1. specificka desorpce (nadbytkem haptenu)

2. nespecificka desorpce
a) zmena pH
b) sniZeni hydrofobnich interakci
c¢) denaturacni Cinidla

d) chaotropni ionty

typicke elucni faze:

glycin/HCI pH 2,5
fosfat/citrat pH 2,8

1 M kys. propionova
50% etylénglykol

8 M mocovina

4,5 M MgCl, pH 7,0
SCN;, I



hydrofobni afinitni chromatografie

imunoglobuliny
_ ovalbumin
BSA

~_~_ hydrofobni ligand + B—laktoglobulin

hydrofobni “kapsa”
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hydrofobni x iontové interakce

1. nosiC: imobilizovany 4-fenylbutylamin (PBA)
izolovany protein: a-chymotrypsin
eluce: 50% etylénglykol

2. nosic: imobilizovany 4-aminobutan
izolovany protein: glykogenfosforylasa b
eluce: deformujici tlumivé roztoky

L ~nwforgd )

-~ NH-{CH,—NH,
y\

3. nosi¢: imobilizovany N-(3-karboxypropionyl) aminodecyl

izolovany protein: BSA
eluce: 0,5M NacCl
1,5% SDS
10 % butanol

—QCHﬁl—o N H~<CH2§2COO'




Kovalentni afinitni chromatografie

1. priklad: imobilizovany p-chlormerkuribenzoat

N HCO@ HgCl + Hs—protein

Hg Q eluce nadbytkem cysteinu nebo HgCl,
s J




2. priklad: aktivace dipyridyldisulfidem

. Q0

ekwhbrace nosice

ﬁwo 0 — =

\/\/s—s—protei n

l eluce nadbytkem SH-latky

“\/\/SH + Hs—protan



ligand: 2-amino- p-nitrofenylmethylfosfonat

@)
I
CH,4
enzym: acetylcholinesterasa
nanaseni vzorku }
0
-~ NH—CH;~CH,~O— ||3—Enzym + 2PAM
CH,4
elucni Cinidlo: 2-(hydroxyiminomethyl)-1-methylpyridinium jodid
eluce (min. 16 hod) \
T
-~ NH—CH;~CH,-O— (F|;H— 2PAM + Enzym
3




Chelatacni afinitni chromatografie

Chelata¢ni sorbent = kovovyion «§== separovana latka

N-(2-pyridylmethyl) glycin aminokyseliny, peptidy a proteiny
Tris (karboxymethyl) ethylendiamin s His, COO- zbytkem
Karboxymethyl aspartat

Iminodiacetéat
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Komplexy s chelatacné vazanym kovovym iontem
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komplex aminokyseliny



provedeni

1. imobilizace kovového iontu

2. navazani separované latky

ekvilibrace pufrem se zvySenou iontovou silou

3. eluce

a) snizeni pH
b) kompetitivni ligand (histidin, imidazol)
c) kovovy iont



Cu”

Ni*
Zn*

Ve (ml)

sorbent: iminodiacetat-Sepharosa nasycena prislusnym kovovym iontem
pufry: 0.2 mol/l NaAc + 0.5 mol/l NaCl pH 7.0, 6.0, 5.0, 4,0

vzorek: hrachovy homogenat

sledovany protein: diaminoxidasa (Sipka)



¢ purifikace rekombinantnich proteini pomoci His tagu

¢ refolding

0,5 mol/l imidazol
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ekvilibrace kolony: 20 mM TRIS, 0,5 M NaCl, 5mM imidazol, 6 M urea, pH 8,0

promyvani:
refolding:
purifikace:

20 mM TRIS, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, 6 M urea, pH 8,0
lin. gradient moc¢oviny z 6 M na O M pri pratoku 0,1 az 1 ml/min
20 mM TRIS, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0

linearni gradient imidazolu do 0,5 M



vyhody

nevyhody

-vyuziti nosice pro imobilizaci ruznych kovovych iontu
-vysoka odolnost nosic¢e vuci bakterialni kontaminaci
-vysoka vacebna kapacitapro bilkoviny (0,1 — 10 uM/ml gelu)

-moznost HP-IMAC a tandemoveé chromatografie

-moznost nespecifickych (iontovych) interakci

-moznost uvolhovani kovovych iontd ze sorbentu



Boronatova afinitni chromatografie
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A415
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| —
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ekvilibrace: 250mmol/l acetat amonny + 50 mmol/l MgCl,

eluce:

eluce

15

pH 8,0
100 mmol/l TRIS + 200 mmol/l sorbitol

5.A

vaz

% Gly-Hb =
201.A..+ 5.A

vaz

Ve (ml)

x 100



AZBU
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glukosa
1.5
fruktosa
1,0 —
0,5 +
5 15

Ve (ml)



1.8 T

0,5 T

5-S-cysteinyl DOPA

DOPA

Dopamin




L (ligand)
NAD*,NADP* dehydrogenasy
ATP, AMP dehydrogenasy
Kinasy




K, distribuéni (rozdélovaci) konstanta

[EL]
Kd =
[E]
[EL]
Kd =
[Eo]-[EL]
[Lo]
Kd =
[ K]

enzym ligand K komplex enzym:ligand

[E] + [L] = [EL]

K, disociagni konstanta komplexu enzym:ligand

[E].[L]
"~ [EL]

[E]=[E,]-[EL]
[LI=[L,]J-[EL]

[E,-EL] [L,-EL]
- [EL]

pro[L,] » [E,]

eluéni objem mrtvy objem

V., =V, + K.V, K,

_ [E-EL]

(EL] [Lo]

[ L]
K.



Afinitni srazeni (afinitni precipitace)

-2
*



1."semi" afinitni precipitace

OH OH

5-p-(fluorosulfonyl) benzoyl-8-azidoadenosin

2. precipitace dehydrogenas a kinas
a/ bis NAD [N2-adipodihydrazido-bis (N6-carbonylmethyl-NAD)]
b/ bis Cibacron blue

3. precipitace vyuzivajici interakce "kov-protein”

O /
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N-G—$rO—¢—g N
H H H H \\ O—H
H=O~c—cHh, n  CH,—C{
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Afinitni elektroforéza

gel bez afinitniho ligandu gel s ligandem

I X,I

<

-metoda vhodna pro kvantitativni studium interakce mezi proteinem a imobilizovanym
popf. volnym ligandem

-ziskané disocia¢ni konstanty komplexu protein - ligand jsou srovnatelné s hodnotami
ziskanymi kinetickym méienim



gel bez ligandu gel s koncentraci ligandu L

Stanoveni disociacni konstanty

X<

3
1/x-x"

x-vzdalenost, kterou protein urazi v
gelu bez ligandu 2 =
x'-vzdalenost, kterou protein urazi za
stejnou dobu v gelu o koncentraci
ligandu L 1 L
K-disocia¢ni konstanta komplexu
protein volny ligand -1/K

0 hY

-0,2 013 018

1/L (10° /mol)



Fazove separace

rozdéleni smési proteini mezi dvé faze

(nejcastéji dextran 500000 x PEG 8000)

vyuziti: 1. déleni podle ligandu = afinitni rozdélovani

2. déleni celych bunék



Postup:

1.

oOghAWN

pfiprava zasobnich roztoku

(20% dextran, 40% PEG, 0,1 M fosfatovy pufr, faze s ligandem)
namichani fazi (nejCastéji 29)

pridani vzorku

promichani na tfepacce ( cca. 5 min)

centrifugace (urychleni rozdéleni fazi) 2000g 2 min

odebrani frakci a proméreni aktivity
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Fazovy diagram PEG8000/Dx500
Vliv teploty
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Fazovy diagram PEG8000/Dx500
Vliv iontové sily
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PEG
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Dextran (% w/w)



