Afinitni a imunoafinitni

Metody izolace a purifikace antigent a ch romatog rafie
protilatek

Afinitni chromatografie

IMUNOCHEMIE ~ AG.IAC
Affinity Chromatography

Immunoaffinity Chromatography
Zuzana Bilkova
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Princip: afinitniichromatografie
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Princip imunoafinitnii chromatografie (IAC, HPIAC)
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Elucni techniky,

Eluce = disociace komplexuiligand-cilova latka, priiidealni
eluci'by se meli cilove molekuly: tplné uvolnit z afinitnino
ligandu elucnim pufrem

Zpusoby eluce:

1) eluce nahradou liganduivelnym ligandem nebo'jeho
analogem

eluce kompetici cilove molekuly/sijejim analogem
eluce zmenou pH (krokova cillinearniigradientova eluce)
eluce zmenou iontove sily.

eluce pridavkemichaotropnihaeliontu, detergentu (napr:
thiokyanat amoenny, mocovina)
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Nosice v afinitni chromatografii

Zakladni viastnostiinesice vhodneho pro afinithichromatografii:
velky specificky povrch, makroporezni struktura

mechanicka stabilita

chemickaistabilita

snadno derivatizovatelny

povrch snadno pristupny:ligandu

chemicky: inertni povichizabranujiciinespecificke sorpci

dobré chromatograficke vlastnostil (prutokova rychlost)

jednoslozkové x slozene
vlaknita struktura: x parntikule




Nosice v afinitni chromatografii

Deleni: nosicu pro afinitni:.chromatografii:
Jednoslozkove:
A)| Organickenosice:

celulosa (Perloza MT)

dextran (Sephadex)

agarosa (Sepharosa); ajt Obr. 2: CNBr aktivovana Sepharose

B) Anorganické nosice: C) Syntetické nosice:
kfemicité nosice polyakrylamid'(Enzacryl)
sklenéné nosice, aj. metakrylat (Spheron); aj.

Slozene: polysacharid-polyakrylamid (Sephacryl HR)
magneticke castice (Magnogel)

Nosice v afinitniichromatografii

Volba nosice: zalezi na typu ligandu, pritokové rychlosti,
podminkach separace, aplikaci

Nosic Aplikace

Celulosa (vlaknita, vsadkove usporadani

granularni)

Celulosai(partikule) nizkotlaké kolonové usporadani

Dextran vhodny pro vazbu protein. a lektin. ligandu

Agarosa nizko-az strednétlake kolonove
usporadani

Polyakrylamid nizko- az strednetlaké kolonove
usporadani

Magneticke nosice vsadkove a ,,on-line* (MSEB) usporadani

Kremicité nosice vysokoucinne chromatografické separace

Skleneneé nosice vysokoucinne chromatografické separace
e ——————

Ligandy a jejich imobilizace

vilastnosti ligandu:
1) specificka a reverzibilni vazba na izolovanou latku

2) pfitomnost chemicky modifikovatelné skupiny pro vazbu
na nosic¢

pouzivané ligandy:

1) proteiny (napf. enzymy, koenzymy, Ab, Ag, protein A)

2) nukleoveé kyseliny (DNA i RNA)

3) lektiny (napf. Concanavalin A)

4) textilni barviva (napf¥. Cibacron Blue, Orange A, Green A)

Ligandy a jejich imobilizace

Postup imobilizace ligandu: vazba ligandu na nosi¢ musi byt
pevna => aktivace nosice pred vazbou ligandu

Cinidla uzivana pro aktivaci nosice:

1) Kyan bromid (CNBr-act. Sepharose 4B)
2) Oxidace jodistanem

3) Karbodiimid (napf. CDI, EDAC)+S-NHS e
4) Thiol (Thiol-act. Sepharose 4B)

5) Triazin

6) Epoxy (Epoxy-activated Sepharose 6B)
7) Hydrazidem akt. nosi¢
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Orientovana imobilizace
ligandu - glykoproteinu
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immubitized glycocnnjupate

ProteiniA (G, L) — dvojit vyuziti

Izolace IgG molekul i jejich podtrid

Imobilizace 1IgG molekul

Wash Elute

Protein A — Staphylococcus aureus
Protein G — rod Streptococcus
Protein L — ros Peptostreptoroccus

HPIAC
— highi pressure immunoaffinity: chromatography:

Fibrinogen in human
plasma, using an anti-
fibrinogen immobilized
antibody column

Kolonove usporadani

Vsadkoveé usporadani

Magneticka separace

Macroporous bead cellulose
@ 100 - 250 750 Alginate acid-coated magnetite
A (2508) particles (~-COOH)

@ 7 -10 pm (zv. 4 000 x)

Y Poly(
© 2,9 pm (5 000 x)

PolyNIPAM nanoparticles )
(-COOH) 0,29 pm (electron.’' ¢
microscopy, 50 000 x)




Magnetické mikrocastice

jako integralni soucast

prutokoveho systemu !
E

MSEB (magnetically stabilized fluidized bad)

Vyhody magnetickych nosicu

(zkraceni doby reakce, separace,
prodlouzeni zivotnosti reaktor)

Vysoka reprodukovatelnost reakcildiky nulovym ztratam
nosice

Snadna manipulace a prace seisystemem

Postup separace Setrny vuciifragilnim bilkevinam'a
bieaktivnim latkam (- centrifugace)

VSe probiha v jednom reakcnim prostredi - snizuje se
pracnost, riziko kontaminace a inaktivace substratu

Schematicky diagram strategie analyzy
proteinu

MALDI-TOF  Protein identification

L by PMF
digestion
b ®
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fractions fractions with tandem MS spectra

. Denotes where affinity chromatography may be used

Chromatografie na imobilizovanych banvivech

+ Dye-binding chromatografphy

Reaktivni barviva vazana na chromatografickych
nosicich

Barviva ¢astécné podobna nékterym kofaktordm
Izolace enzymu i neenzymovych bilkovin (napf.
albumin apod.)

Cibacron Blue 3G pro NAD+ a NADP+
dependentni dehydrogenazy

+ Procion Red HE 3B pro NADP+ dependentni
enzymy

Chelatacni afinitni' chromatografie

IMAC — immobilized metal affinity chromatography.
+\/zajemna interakce mezi biopolymerem v roztoku a ionty’kovu
vazanymi na pevne fazi
+Chelatacni ligand — napr. IDA (iminodiacetat)
+lonty ,mekkych® kovu — Zn, Cu, Ni, Co, Fe, Mn, Mg
+*Nosice — biopolymery (agaresa, sepharosa)
+Stabilita x reverzibilita
(ligand-kov. versus. ligand-peptid, protein)
+Koordinacni vazba mezi
akceptorem elektronl
(kovem) a donorem elekir.
(AMK = His, Cys, Trp —
vysoka elekironova hustota

1 krokova purifikace rekombinantnich protein(
obsahuijicich tzv. histidinovou kotvu (His-tag)

Interakce kovovych iontu (Ni2*) s exponovanymi
histidylovymi zbytky na povrchu molekuly proteinu

Vhodné i pro nekorektni formy rek. Protein(, tzv. inkluzni
téliska, jez se rozpousteji vysokou koncentraci mocoviny
nebo guanidinium chloridu, protoze se IMAC da provadét i
za denaturacnich podminek!!

Renaturace (refolding) proteint zachycenych na koloné
postupnym snizovanim denaturacniho cinidla




