Metody izolace a purifikace
antigenu a protilatek

IMUNOCHEMIE

Zuzana Bilkova
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Cil izolace

Ziskani biopolymeru (proteiny;
polysacharidy, glykoproteiny....)
definovane cistoty.

Zachovanil biologicke akiivity,

Ziskat produkt o patricne Cistoté s vynalozenim
primerenehol (optimalniho) usilira
primereneho mnozstvi' penez

Vychoziimaterial - uskali

+ Komplexnost biologické matrice
(velke mnozstviideprovednych bilkovinia jinych
latek)

* Mala mnozstvi ciloveho produktu
+ [Labilita biologicke aktivity produktu

+ Strukturni labilita

Rozbijeni bunek; tkani, homogenizace
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Pokud mozno zpracovat co nejdrive

/. pripadeé potreby zmrazit (— 20;C, — 80:°C)
Rozmrazovani — co nejrychleji x postupneé zvysovat
teplotu?

Nizka teplota prilizolaci

Vhodne pHi+ iontova sila

Vhodna koncentrace bilkeviny,

Zabranit peneni

Omezeni proteolyticke aktivity (smes inhibitorl)
Pridavek specifickych latek (napr. ME, EDTA ...)

Separacni metody

A. Separace zalozene na velikostiimolekul
(dialyza a ultrafilirace, centrifugace v hustotnim
gradientu, gelova filtracni chromatografie)

B. Separace zalozenge na rozdilechirozpustnosti
proteint
(izoelektrickal precipitace; vysolovani‘neutralnimi
solemi, frakcionace erganickymi rozpoustedly)

. Separace zalozené na zakladeé povrchoveho
naboje
(elektroforeticke metody; iontove vymenna
chromatografie, afinitni’ chromatografie)




Separacni metody

+ Centrifugace a ultracentrifugace

+ Membranove separace (ultrafiltrace, dialyza)
+ Selektivniiprecipitace

+ |ontové vymenna chromatografie (IEC)

+ Chromatografie naimolekulovych sitech (SEC)
+ Hydrofobnil chromatografie (HIC)

+ Afinitni' chromatografie (AC, IAC, HPIAC)

* Preparativnil elektromigracniltechniky.

Selektivni precipitace

Separace zalozené na rozdilné rozpustnosti
proteinu

Rozpustnost proteinu
prudce stoupa, je-li v
roztoku o pH nizSim
nebo v.pH vyssim nez
pliproteinu

(molekuly maji stejne
naboje a odpuzuji se).
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Selektivni precipitace

1) rozpustnost globularnich proteintiovliviuje pH

shlukovat — maji 0 naboj
3) protein ma celkovy povrchovy naboj bud' kladny nebo zaporny:
(NH;* nebo COO: postrannich retézcti aminokyselin v.
proteinu)
4) princip izoelektrické precipitace - kazdy proteinimajiné pl a vysrazilse
ze smesi proteinu v roztoku, ktery ma pH = jeho pl.

PHFGAGRUNEN ST

naboj proteinu naboj proteinu

Frakcionovana precipitace -vysolovani

Hydrofilni® aminokyseliny: interaguji’ si molekulami' vody a
vytvareji s ni vodikove mustky:
(Cim vice hydrofilnich skupin, tim vice je protein rozpustny)

Pridani soli'do roztokulodebira proteinuivodniiplast

Interakee protein/protein o . o
vsolovani vysolovani

je silngjsSi nez protein/roztok

Molekuly, proteinu keaguluiji
(agreguiji) diky: hydrofébnim
interakcim

Precipitace

Bilkoviny aktivai v:nativnim' stavu, srazenim ke zmenam
konformace molekuly: (poruseni fyz.-chem.vlastnosti), musi
biol. aktivita zajistena navratem do fyziol. Podminek

Nezamenovat s denaturaci - Ireverzibilni precipitace —
sole tezkych kovu, koncentrovane mineralni kyseliny, orga-

nicke kyseliny, teplo

LLatky pouzivane pro separaci bilkovin — EtOH, NaCl,

(NH,),S0, - rozpustnost se malo méni s teplotou, saturo-
vany roztok 4 M - hustota 1,235g/cm® umoziiuje centrifugaci
agregovanych bilkovin (hustota 1,29 g/cm?), levny, Cisty

Filtrace nahrazena centrifugaci

Srazenilorganickymi rozpoustedly

Kompletne misitelne's vodou
Musi mit dobry precipitacni efekt
Srazeni za nizke teploty (< 0 *C)I1I X denaturace proteinu

EtOH, aceton, MetOH. propanol; dioxan

1) etanol snizil dielektrickou'konstantu (nizsiinez voda)
2) snizi se stupen ionizace a zvysi pritazlive sily.mezi.opacnymi
naboji, tim se snizi rozpustnost.




Srazeni organickymi polymery a slouceninami

Principidenticky jakoisrazeni's org. rozpoustedly.
+ DEAE dextran, PEG, Polyakrylova kyselina
+ Rivanol (2-ethoxy-6,9-diaminoakridinlakiat)
+ Kaprylova kyselina

Srazeni selektivnildenaturaci

+ Prilteto metode denaturujeme a souc. precipitujeme
balastni bilkeviny, cileva bilkovinai (enzym) musi zustat z
85 - 90 Y% V. nativnim stavu.

+ Denaturacnivlivy:—1; pH; org. rozpoustedia

Tepelna denaturace

¢ Pridavky nekterych latek
(substraty, koenzymy,
inhibitory) zvysuiji stabilitu
cilovych bilkovin

pH pri'tepelne denaturaci ¢
musi byt presné =
definovano

Pri vyssi'teploté muze vice
probihat proteolyza
teplota

Kapalinova chromatografie
V nizkotlakem usporadani
Low pressure liquidichromatography: LPLLC

Nizkotlaka (LPLC), strednétlaka (FPLC) a
vysokotlaka (HPLC) chromatografie

Kolonova (CC), na tenké vrstvé (TLC), na
papiie (PC), vsadkova (batch-wise)

Preparativni ucely .....

Gelova chromatografie

lonexova chromatografie
Chromatografie s hydrofébni interakci
Afinitni chromatografie

Chromatograficke metody — zakladni charakieristika

+ Distribuce slozek mezidvema fazemi - mobilni a
stacionarnifaze

Mobilni faze > kapalina (kapalinova chromatografie); plyn
(plynova chromatorafie)

Stacionarnii faze ~> castecky tuhe faze, tenka vrstva
kapaliny na casticich; kapalina v. porech chrom. nosice,
film kapaliny: na vnitrni strane kapilary

Opakovany transport slozek do stacionarni faze a zpet do
faze mobilni

Terminologie ferrin
364,000 .
Lot
B7,000
Elucni objem
Mrtvy objem
Retencni pomér

Chymatrypsirogen
25,000

Abzotbance [220nm]

cytochrome &
12,500

alanine
121

Kapacitni pomér

Uginnost kolony

(teoretické patro) i i
+ Rozliseni eluénich kfivek

(selektivita, kapacitni pomeér, u€innost)

20 a0

Instrumentace pro LPLC

* Pumpa — peristalticka nebo gravitace

+ Gradient — smeSovac mob. fazi

+ Podminky separace — izokraticke, gradientove

* [Davkovanii— primo pumpoulna kolonu

» Kolony — sklenene, plastove, kovove (nerezove)

+ Detekce — spektrofotometricka 254, 280 nm, ...nm
+ \/yhodnocovanii— zapisovac

¢ Sberac frakci — programovatelny.




hromatograficka sestava proipreparativniiticely.

KOLONY

MIKROKOLONY

1HAL
L

KOLONA

pro prep. usporadani

Castice sorbentu

\/zorovy chromatogram pro LPLC
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lontove vymenna chromatografie

Zalozena na silnych elektrostatickych silach mezi ionizovanymi
funkénimi skupinami ménice a ionty latek v okolnim roztoku (analyt,
ionty soli apod.)

Urcena pro separaci latek nesoucich kladny nebo

zaporny naboj, afinitajiontl k ionexu zavisi na velikosti

naboje

V pripade proteinu hrajeizasadni'roli pH prostredi,

mobilniifaze!
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Celulosove a dextranové nosice

Katexy — zapornynaboj > vazba kationtu
silne — sulfe (S), sulfopropyl(SP) 0S0O3-
slabe — karboxy (C), karboxymethyl (CM) COO-

Anexy — kladny' naboj = vazba aniontu
slabe — diethylaminoethyl (DEAE)
silne — triethylaminoethyl (TEAE)

Stacionarni faze

organické polymery,
materialy na bazi silikagelu

CcM

lonexova chromatografie

eluce prioeint vysokou iontovoeu silou

ib) lon-exchange chromatography
Negatively charged
protein

Positively charged
protein

J

Elute negatively
charged protein

with salt solution |, # &
(NaCl) & (@t

Collect

.
o

L}

pH < pl = bilkovina nese kladny naboj => separace na katexu
pH = pl = bilkovina nese zaporny naboj =» separaceina anexu

pH = pl = celkovy naboj bilkoviny je nulovy =» nelze provest ionexovou
chromatografiinebo.tzv. negativnilizolaci(napr.JgG ze sera)

lonexova chromatografie

+ Nanaseniivzorku — nizka iontova sila

¢ Eluce — gradientova
ZvysSovanim iontove sily:
Zmenou pH

retenci Ize ovlivnit i teplotou nebo pridavkem)org.
modifikatoru

Prakticke vyuziti
+ purifikace a zakoncentrovani' proteinu,

¢ vymena pufru, separace latek's podebnouliontovou
povahou (silne i'slabe elektrolyty)

+ separace neiontovych latek

Tiypicka ionexova ¢

Salt gradient

-\
Peak of
unbound
protein

weakly bound (I),
ly bound (II)
and tightly bound (III) proteins

10 x 100 mm

20 MM Tris-HCI pH 5.2

Buffer A with 1M Sedium Chioride
1.58 mUmin

Typicka |[EC 191 Gl Colure,

ELINE I e ]
time, min {1 mifmin]




Gelova permeacni chromatografie

+ Gelova filtracni chromatografie
+ Molekulova vylucovaci chromatografie
+ Chromatografie na molekulovych sitech

¢+ SEC - size exclusion chromatography
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Gelova permeacnii chromatografie

Poradileluce :
nejvetsi>stredni>nejmenst

molekula

Jev sterickeho vylouceni (exkluze) vetsich molekul, male mole-
kuly pronikajiido nitra castic.gelul (permeace) a zpozduji se.

Ke skutecne rovnovaze mezi koncentraciilatek vne a uvnitr castic nedochazit

Inertniimatrice gelu - chemicky stabilnil pri rtuznem pH, T

Mechanicky: stabilni gel (defermace pri tlaku)

Velikost gelovych castic nesmi byt ani priliS mala (rozdeleni
je presnejsi, ale pomalejsi) ani prilis velka (rozdelenfije
rychlejsi, ale mize byt nepresné).

Na rychloul chromatografii tedy pouzijeme gel's hrubsimi zrny:
Na vysoky stupen rozliseni pouzijeme gel s:malymilzrny.

Urcéeni Mr z kalibraéni krivky

Jednotlive frakce proteinu

se detekuji spektrofotometrem.
Unknows

MOl W 45,000

Rychlost prutokuiproteinu

je primo umernavelikosti

molekuly

Rozliseni elucnichkrivek Ize
ovlivnit pouze ucinnosti‘a
N spravnou volbou

I\ molekuloveho sita
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Odsolovani (rychlejsitalternativa k dialyze)

¢ Zaznam pribéhu odsolovani

4 Minutes

Figure 2
High speed protein desalting

Parametry kolony.

Objem vzorku < 2 % objemu kolony!!!

Celkovy objem kolony VT = VM + Vs — VGm

VGM - objem gelové matrice

VM - mrtvy objem (aplikace inertni latky na kolonu, Blue dextran -
2MDa), objem, co zaujima mobilni faze (VM = MR pro inert)

Vs - objem stacionarni faze

Kav = (VR + VM) / Vs

Kav ~ Kd distribu¢ni koeficient
VR — retencni objem (eluéni objem)

DEXTRANOVE GELY

Sephadex G-10, G-15 pro odsolovani peptidi, AMK)
Sephadex G-25, G-50 pro odsolovani proteinu

Sephadex G-75 az G-200 separace proteini podle Mr do
600 kDa

Exclusion limit
Exclusion volume

Matrice hydroxypropylované — LH -20 pro separaci TG, MK,
Stab. objem v prostfedi ethanolu, chloroformu

AGAROSOVE GELY

* Precisteny agar (zbaven polysacharidir)

» Zesitovani'2,3-dibrompropanolem; epichlorhydrinem
+ CL (cross-linked) — stupenizesitovani

* Sepharose CL-2B

POLYAKRYLAMIDOVE GELY:
* kopolymeraci akrylamidu s N,N-methylenbisakrylamidu
* Bio-Gel P-2

» BioBeads S-X1 — na bazi polystyrenu (vhodne pro!lipofilni
polymery a velke organicke latky v organickych
rozpoustedlech

Vyuziti SEC (GPC) v: praxi

¢ Skupinoeva separace (odsoleni, edstraneniiextrakeniho
cinidla, detergentu, NML od estatnich, proilabilniiproteiny.
(x dialyza)

Erakcionace (purifikacniimetoda)irozdeleniilatek:podle Mr
Stanoveni molekulove hmotnosti
Urceni distribuce biopolymeril a'syntetickychipolymernu

Analyza a monitorovani vazby:liganduina biopolymer:

Hydrofobni chromatografie (HIC)

+ [Hydrophobic interaction chromatography.

adsorpcni chromatografiel (hydrofobni povrch)
Separace na nepolannit(ebracene) fazili~ RP-LC
Nosice pro HIC jsou mené hydrofobniinez pro RP-
LC — Ize tak pouzit jemné elucni'podminky s cilem ‘
zachovat biologickou aktivitu' separovane latky.

+ vhodnai pro biopolymery.

+ (© mala selektivita (separace latek na zakladé
jejichi rozdilne hydrofobicity.

» @) dostatecna kapacita




Prl nClp Separace H I C '._. Hydrophobic groups attached to

the matrix,

Solute molecule with praminent
hydrophobic site. Strongly bound.
Solute molecule with weakly
interacting hydraphobic site

Laowe hydrophobicity solute
rnolecule. Mot bound

» sorpce molekul ,,zdanlive® hydrofilnich

proteinu na nosic's hydrofobnimi klastry
Matrix . o .,
« eluce potlacenim hydrofobnich interakci
(snizenim iontoveé sily, pridavkem org.
rozpoustedl|a, detergentu)

» nebezpeci denaturace proteinu (v pripade
silne vazby)

» interakci podporuje vysoka iontova sila
mobilni faze

Nosice pro HIC

» Matrice methakrylatove (silné hydrofobni)

+ Matrice polysacharidove (spiSe hydrofilni'pro
hydrofilni proteiny: s hydrefobnimi kapsami)
Phenyl, Octyl, Butyl'Sepharose Fast Flow (FF)
Butyli+ Methakrylatova baze

HEMA-co-EDMA
O,p—o—c nE-con,) —om, Butyl
Sepharon HEMA 6H

R—0—C HZ—E:—G HZ—OO Phenyl
oH

On—o—c rg—g-( CH,) —CH,
H

Hydrofebnil chromategrafie

¢ Stacionarnilfaze — - Cg -fenyl

+ Mobilni faze — vodne roztoky, sivysokou koncentraciisoli
(napi 1,7-M(NH,),SO,)

¢+ Eluce — snizovanim iontove sily

Wheat Germ Extract

Protein HIC PH-814, 8 x 75 mm

1.7 M Ammonium sulfets in Buffer B
©.1M Sodium phosghats, pH 7.0
0-100% Butfer 8 in 15 minutes linesr
1.1 mUmin

260 om

Pouziti
purifikace a zakoncentrovani
bilkovin, mozno pouzit primo po
vysolovani siranem;amonnym

Hydrophobic interaction chrematography: of f-glucosidase from
the digestive juice of the palm on Phenyl-Sepharose CL-6B.

Ahsorbance 280 nm ard10 nm x 107

—s—Ammonium —o—Prowin. —e—Agtivity

Co to je HILIC chromatography.?
HIC x HILIC

+ Hydrofilni interakéni chromatografie

* (Hydrophilic interaction chromatography)
pra velmi polarni a hydrofilni latky: (x RP-LE) — polanni baze,
kyseliny, AMK; peptidy, sacharidy:

Nizke pracovni tlaky, vysoke priutoky.

Dobraisymetrie piku polarnich latek

Rychla eluce hydrofobnich komponent

Stacionarni faze — velmi polarnii— silikagel, vazane polarni
faze

Mobilni' faze — jako v RP-LLC, voda, pufr, organicka
rozpoustedla

Retence — cim vyssi obsah organicke slozky, tim vetsiretence

Zakladni'zasady: purifikacnich krok

Na zacatek zaradit metody, s vysokou kapacitou a malym
vytézkem a rozliSenim — velké mnozstvi' levneho vstupniho
materialu

Pozdéeji metody, s vysekym rozlisenim a vyssim vytezkem,
kapacita menge vyznamna — ve vzorkuijiz investovana prace,
mnozstvi ciloveho proteinulje mensi

Pokud moznoiradit metody za sebou racionalne, bez nutnosti
mezikrokU' (napr. dialyza nebo ultrafilirace' = mozne snizeni
vytézku diky, ztratam)

Jednotlive separacni metody pokud mozno neopakovat

» Cim méné kroku, tim v&tsi vyt&Znost proteinu, polysacharidu!!




Praktické priklady

* Srazeni siranem amonnym (vysoka koncentrace soli ve
vzorku) = chromatografie s hydrofobni interakel

+ |onexova chromatografie (eluce vysokou iontovousilou) =
chromatografie s hydrofobni interakci

+ Gelova chromatografie se pouziva na konci'cele purifikacni

sekvence (odstranéni fragmentu arlkomplexu)

NEVHODNE
Srazeni' siranem amonnym alionexovalchromatografie
(nutno zaradit odsolovaci krok = dialyza, ultrafiltrace)

Sledovani prubehulseparace

Metoda Celko! CeIkova a Pre Vytézek
bilkovi a
extrakt

Ultrafiltrace, centrifugace a
dialyza

Separaéni metody zalozené na
rozdilné velikosti meolekul

Viembranoyve separacni metody.

* Vyuziti polopropustnych membran, které umozriuji prichod
malych molekul

+ Membranova filrace (ultrafiltrace) = rozdéleni molekul z
roztoku na zakladé jejich velikosti; zakoncentrovani
proteinll, odstranéni nizkomolekularnich latek (napf. soli).
Probiha za vyssiho tlaku

¢ Dialyza > difuze nizkomolekularnich latek membranou;
oddélenim soli po vysolovani bilkovin

DIALYZA — odstranéni nizkomolekularnich latek

) At pauilitium
Dialyzacni'strivka
(Cut offi— limitniMr)

murnbirny
Solvent

TG e
st ion

Koncentracnil gradient casticis povrchovym nabojem
Propustnost membrany; pro rozpustene latky
Velikost povrechu' membrany

Pohyb castic < 1000 Da

Elektrodialyza i AR

membrang

Cathiode \




Filtrace

Mikro Ultra Nano Reversni
Filtrace Filtrace Filtrace Osmosa

ﬂ:.vlih =dkal barva
crypto. viry tvrdost
bacterie pesticidy

3 3
$ §

Ky
ol

viry

barva

tvrdost -

pesticidy pesticidy
soli soli

Membranovalfiltrace

ULTRAFILTRACE

Ultrafiltration

Membranoya filtrace (ultrafiltrace)

specialni membrany s definovanou
velikosti port - tzv. cut-off limit

Afinitni ultrafiltrace —
| protein sotution funkcionalizace povrchu
membran;ligandem

~Semipormealle
membrane

/]

Grid to support

(fre——"Ulaliltrate
[}

Membrany:

+ Na zakladé chemického sloZeni rozeznavame membrany
organické (polymerni) a anorganické. Starsi generace

olymernich membran byla vyrobena na bazi pfirodnich
polymeru (celulosa a jeji derivaty)

syntetické polymery, napf. polysulfon, polyamid,
polyetherimid, polyethersulfon, polyvinylidenfluorid,
polytetrafluorethylen, které jsou chemicky a fyzikalné
stabilnéjsi (odolnost vici organickym rozpoustédIiim, pH,
teploté)

Posledni generaci jsou anorganické (keramicke)
membrany vyrobené z oxidu hliniku, zirkonu a titanu,

silikatovych materialu, karbidd, zeolitd apod., které vynikaji

extrémni pevnosti a odolnosti

Typy: membran

a) isotropni'membrana — homogenniivrstva

b)) asymetricka membrana - aktivni vrstva (tloustka < 1 um)
porézni nosna vrstva (~100i ym)

c) kompozitni membrana - aktivni vrstva (tloustka < 1 um)
porezni vrstva, nosnaipodlozkai(100:- 200 pm)

selektivita, propustnost
ionaktivni'membrana, afinitnifmembrana
jednosmerna filtrace, pricny tok

zanaseni membrany: (,fouling® efekt)
chemicke nebo fyzikalni'metody regenerace
sterilace; zivotnost membrany.




Eiltrace — membrany NC

filtrovany
sol

0,45 um

B 0,20 um = 20 kDa
filtrat 0,10/pm = 7 kDa

Filtrace — membrany NC

Centrifuga — vykyvny aiuhlovy: rotor
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Ultracentrifugace

+ Centrifugace se pouziva k oddéleni hrubych smési bunécnych
komponent.
P¥i kvantifikaci rychlosti pohybu molekul v roztoku v centrifugaénim poli
ame sedimentacni koeficient (s) dle rovnice:

s =m(1 - vp)/f

kde m je hmotnost Castice, v je parcialni specificky objem (reciproka
hodnota hustoty c¢astice), p je hustota média, f frikéni koeficient
(zavisi na tvaru molekuly)

(1 - vp) vyjadiuje schopnost prostredi nadnaset castice

Sedimentacni koeficient se obvykle vyjadfuje v jednotkach: Svedberg (S);
S=10"s.

Cim je hodnota S n| tim pomaleji castice sedimentuje.

Na tomto principu je zalozena gradientova nebo jinak zonalni centrifugace
vedouci k oddéleni castic na zakladé hodnoty jejich sedimentacnich
koeficientu.

Erakéni centrifugace, ultracentrifugace
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Rychlostni gradientova centrifugace
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£ roztoku CsCl, které se uiivali rejména po propichmutl dra kyvety.
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