Afinitni Chromatografie
(Affinity chromatography, AC)

biospecifickd afinitni, bioafinitni chromatografie (specificky typ LSC)
metoda izolace biologicky aktivnich ldatek a studia interakci biopolymerd
vyuzivdme vyjimecné biologické schopnosti nékterych ldatek- afinantd
(afinantnich ligandl)- specificky a reverzibilné vazat komplementarni latky
(bilkoviny, nukleové kyseliny)

Princip AC
afinant navdZzeme kovaletni vazbou na vhodny nerozpustny inertni nosic
naplnime kolonu nosi¢em s navdzanym afinantem

biologicky aktivni latka s afinitou se zachyti, latky bez afinity
k pouzitému afinantu projdou kolonou nezadrzeny

latky se zadrzuji podle svych afinit za danych experimentdlnich
podminek

sorbované latky uvolnime vhodnym elu¢nim Cinidlem nebo rozpusténim
rozpustného afinantu
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Prvni aplikace AC: izolace protildtek na celulose s kovalentné navdzanym
antigenem

Rozsireni AC: zavedeni metod kovalentni vazby afinantu na agarosu
(pres N-hydroxysukcinimid, bromkyan CNBr, N,N” -karbondiimid, epoxid, thiol)

Vyuziti AC: izolace
- enzymi pomoci jejich inhibitort, substrdtl nebo koenzymu
protildtek pouZitim proteinovych antigent (a naopak)

lektint pomoci oligo(poly)sacharidu, glykoproteint

DNA pomoci histont nebo komplementdrnich nukleovych kyselin
hormond, toxinl pomoci vazebnych proteint
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Afinitni chromatografie

1. Analog substratu

Afinitni Enzym

o+ 35-00

Nosi¢  Raménko Enzym véazany v aktivnim misté

2. Imunoafinitni chromatografie
Protilaitka  Proteinovy epitop

Nosi¢  Raménko Antigen vazany na protilatku
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VYVOJ METODY AC

1. vybér pevného hydrofilniho nosice
2. vybér afinantu a jeho vazby na nosic
3. podminky adsorpce a eluce izolovanych latek

1. VOLBA PEVNEHO NOSICE

a) porovita struktura umoznujici pohyb makromolekul

b) Cdstice stejnorodé, pravidelného kulového tvaru, pevné, s dobrymi
pritokovymi vlastnostmi, velky povrch

c) inertni vici izolovanym latkdm (nizka nespecificka sorpce)
d) pritomnost funkcnich skupin, které Ize aktivovat pro kovalentni
vazbu afinantu

e) dostatecné mnozstvi funkcni skupin - dostatecnd koncentrace
afinantu pro vazbu izolované latky

f) mechanickd a chemickad stdlost nosi¢e béhem vazby ligandu,
adsorpce a eluce

g) odolnost vii¢i mikrobidlnim a enzymatickym G&inkam
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NOSICE PRO AC

hydrofilni, porézni, omezend mechanickd odolnost, omezend chemicka
odolnost, napaddny mikroorganismy a enzymy - prirodni organické polymery

1. Agarosové gely

nejvice pouzivany nosi¢ v AC (SEPHAROSA)
pouzivd se i v SEC a TEC

hydrofilni gel s dostatecné velkymi pory
nizké nespecifické interakce

komercéné dos‘rupné aktivovand Sephar'osa (aldehyde, CNBr, epoxy, thiol,
N-hydroxysuccinimide; N,N”-carbondiimide activated Sepharose)

stabilni v rozmezi pH 4 - 9 a teplot O - 40 °C
kompatibilni s organickymi rozpoustédly (az 50 %)
mala mechanickd odolnost, mikrobidlni atak

2. Celulosové gely

struktura s velkymi pory, vysoce hydrofilni (Perlosa)
dostupnd a levnd, vhodnd pro primyslové aplikace

vldknitou celulosu pouZivdme pro vazbu DNA o
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3. Dextranové gely

Sephadex, Superdex

hydrolyza vazby mezi glukosovymi jednotkami pri nizkém pH
mald mechanicka odolnost

ndchylné k mikrobidlnimu ataku

4. Komercéni afinanty vdzané na nosic
urceny pro konkrétni bioseparace

Con A Sepharose 4B: agarosa s navdzanym konkanavalinem A pro
analyzu glykoproteint
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NOSICE PRO AC

hydrofilni, porézni, mechanicky a chemicky odolné, odolné vici
mikroorganismim a enzymatickym G¢inkliim - syntetické organické polymery

NH,

5. Polyakrylamidové gely |

C—0
inertni hydrofilni gely (Bio-Gel) —oncucn-ch-cn-u—
neobsahuji nabité funkéni skupiny, nedochdzi | |
k iontové vymeéné L,
nizka porozita (bohuzel) +H
Sy!:l'l',eTi cke ma’r'eriély, nejsou napaddny mikr'oor'gan,ismy P S
stalé v rozmezi pH 1 - 10, mechanicky odolné ¢=o ¢=o

1LH2 +H

6. Hydroxyalkylmethakryldatové gely

inertni hydrofilni gely, syntetické OH
stabilni chemicky (pH 2-12) a mechanicky H
o__0
HEMA (ethylendimethakryldt a hydroxyethylmethakrylat)
SPHERON (ethylenglykolmethakryldtovy gel) TN\

TOYOPEARL (nizsi nespecifické interakce) — —n



NOSICE PRO AC

porézni, mechanicky a chemicky odolné, odolné vii¢i mikroorganismim a
enzymatickym Gcinktm - anorganické oxidy

7. Porézni skla
afinant kovalentné vdzan na povrch skla pres volné -SiOH skupiny
vhodnd pro navdzdni afinantu velmi spatné rozpustného ve vodé
|ze pouzit organickad rozpoustédla

8. Anorganické oxidy
Silikagel
porézni SiO,
modifikace povrchu zavedenim reaktivni epoxy skupiny
mechanicka odolnost, pH stabilita 2-8
vykazuje nespecifické interakce

Anorganické oxidy: TiO, a ZrO, snesou extrémni podminky, Al,O; se
rozpousti pri pH<3 a >12
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2. VOLBA AFINANTU A JEHO VAZBA

volba afinantu zdvisi na druhu a vlastnostech izolované latky (povaha
a mechanismus interakce, afinita k ligandu)

na vhodny afinant se izolovanad latka vaze pevné, specificky a
reverzibilné

priklady afinantl: heparin pro lipasy ¢i lipoproteiny, nativni protein
A (pFip. rekomb. protein G) pro IgG, borondt pro cis-dioly (véetné
nukleotidl a 9|yk0pep1‘idﬁ), polymyxin (polypeptidové antibiotikum) pro
endotoxiny

Afinanty pro skupinové specifické izolace
Sirsi aplikovatelnost, komeréni dostupnost
konkanavalin A + glykoproteiny

Afinanty pro monospecifické izolace

strukturné a biologicky pribuzné s cilovou molekulou, specificky
ligand pro kazdy jednotlivy pripad
pepsin + 3,5-dijodo-L-tyrosin
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Skupinové specifické
afinanty

Specifita

konkanavalin A

glukopyranosyl- a
manopyranosylové
skupiny

lysin

ribosomdlni RNA

arginin

serinové protedzy

p-aminobenzamidin

serinové protedzy

heparin

lipoproteiny, steroidni
receptory, hormony

konkanavalin A
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TSKgel ABA-5PW
Ligand: p-aminobenzamidin (ABA), napodobuje inhibitor serinové proteasy
Aplikace: trypsin, krevni koagulaéni faktory, urokinasy

+NH;

%NH

Adsorpcni kapacita: 3-4 mg trypsinu na ml gelu

TSKgel Heparin-5PW

Ligand: 4-6 mg heparinu/mL gelu
Aplikace: koagulacni faktory, lipoproteiny a lipasy, Co000P
RNA polymerasy a jiné enzymy

Adsorpcni kapacita: 2-3 mg lidského antithrombinu ITI na ml gelu

COONa CH,050,Na

0 0
0OH 0—\OH 0

0SO;Na  HNOSOuNa|

TSKgel Boronate-5PW

Ligand: m-aminofenylboronova kyselina

Aplikace: glykoproteiny, nukleasy, nukleotidy, katecholaminy, sacharidy, tRNA
Adsorpcni kapacita: 40 umol sorbitolu na ml gelu

TSKgel Chelate-5PW
Ligand: ~20 pymol iminodioctové kyseliny/mL gelu

Aplikace: proteiny z krevni plazmy, laktoferin, proteinasy (kolagenasa),
granuldrni proteiny, interferony (proteiny nespecifické imunity)

Chelata¢ni kapacita: ~ 20 pmol Cu?* nebo Zn?*na ml gelu

TSKgel Tresyl-5PW

G5000PW - O-R
B=0H
/
HO
GS000PW U-HH
CH,CO0H

Ligand: 20 umol -CH,0S0,CH,CF;/mL gelu
Aplikace: aktivovany hosi¢ pro imobilizaci ligandl s reaktivni amino, thiol,

G5000PW)- 0-R — CH,050,CH,CF,

fenol nebo imidazolovou skupinou

5.10.2004 ©Jana Sobotnikova



5.10.2004 ®Jana Sobotnikova
nosic s bl blokace naplnéni
| aktivace aktivnimi |mf? _I |z,:ce nezreag. kolony afinitni
nosié | ——> CUnkE. annitnine | ——> 1 fikenich | > | stacionarni faze
. : ligandu .
skupinami skupin
Aktivace nosice —
Aktivai | Reoguiic
: L : Kubi skupiny Reak¢ni podminky
= epoxy skupinami (bisoxiran) skupina | et Pt
- epoxy -NH,, -OH, | pH 5-12, doba 4-72 hod
= divinylsulfonem (DVS) SH, -COOH | teplota 4-60 °C
= organickymi sulfonyloxidy -NH, pH 7-10, doba 1-12 hod
. teplota 4-25 °C
tosylchlorid —
| If lchlorid divinyl | -NH,, -OH, pH 6-11, doba 2-24 hod
(p-toluensu onyichlort ) sulfon | -SH teplota 4-25 °C
tresylchlorid ol | N pH 7-9, doba 2-16 hod
(2,2,2-trifluoroethansulfonylchlorid) resy 2 teplota 4-25 °C
(BWEE)-0-R-0-CH,CH,0S0,CH,CF, + HN - Ligand
nosiC  aktivace vazba afinant y e
(HW-55)-0-R-0-CH,CH,-NH-Ligand + CF,CH,SO.H
= Stable secondary amine linkage
— OH + — O-CN +H,N-ligand ~[— O-CNH-ligand
(FW-55)-0-R-0-CH,CH,0S0,CH,CF, + HS-Ligand
}7 OH | = C|SOQCHECF3 }7 8020H20F3 + H2N-Iigand }7 NH—I[gand Toyopearl AF 4 e

-D-R-0-CH,CH, S-Ligand + CF,CH,S0,H
Stabla sutfida linkage

+ HOSO,CH,CF,

R = hydrophilic polymer



Imobilizace afinantu ha nosic
metoda vazby
sprdvné vazebné misto

prostorovd pristupnost
koncentrace ligandu

Pro dosaZeni dostateéné izolace biologicky aktivnich ldatek je dulezitd
volba sprdvného mista vazby afinantu k nosici a prostorova pristupnost
afinantu pro makromolekulu.

Mezi afinant a povrch nosi¢e ¢asto vkldddme tzv. spacer (oddalovaci
raménko).

VOLBA SPRAVNEHO MISTA VAZRBY

N \N
(0) 0] M ‘ )
NH(CH,)¢NH NH(CH,) o—ﬂ o—|1>|—ocH2 N N/
(0]
NZ N (|)_ <|)_ K \I
A , ‘
N N
CH,0—P—0O OH  OH
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VLIV SPACERU F{%W

OH

(0]
I H,OH
NHCH,CH,NHCCH,NH S ¢ %,%
Afinnity ligand Spacer arm ‘R(’):F{

| | CH,OH
|~NHCH2CH2CHZNHCHZCHZCHzNHCCHZCHZCNH S‘k’:'/%jm
o)

0)

OH

Aktivita afinantu se vazbou ha nosi¢ snizuje. I pri optimdlnim zplsobu
pripojeni afinantu k nosici je interakce s izolovanou latkou slabsi nez
pri vazbé analytu na volny afinant.
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Imobilizace afinantu na nosi¢

metoda vazby
sprdvné vazebné misto
prostorovd pristupnost

koncentrace afinantu

koncentrace afinantu na nosi¢i nedostatecnd - pouziti
chromatografické kolony s dostatecnou délkou

prilis silnd afinita izolované latky k afinantu - sniZeni koncentrace
navdzaného afinantu, smichdni s ¢istym nosi¢em

urceni mnozstvi imobilizovaného ligandu
diferencni metoda (M .k = Myezreag)
prima spektroskopie
kyseld/enzymova hydrolyza - hydrolyza vazby mezi afinantem a nosicem
elementarni analyza- S, I, N, P
analyza radioaktivnich izotopl - 3H, 32P, 57Co
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Blokace nezreagovanych funkénich skupin

= vazba vhodné latky na zbytkové aktivni skupiny nosice, napf. glycin,
glycerol, ethanolamin
* hydrolyza zbytkovych aktivnich skupin v alkalickém prostredi

Imobilizace ligandu a blokace zbylych funkénich skupin

| — OCH,CH,S0,CH==CH,  HEMA-BIO VS

¥ ~ o HEMA - BIO VS <+ 35 - dilodo-L-tyrosin =~
HEMA - BIO VS + glycin l |
|— OCH,CH,S0,CH,CH,NHCH,COOH  |||— OCHECHESOECHECHRNH?HCH? 7 N oH
) COOH

'\\_ _,-f'f




3. PODMINKY SORPCE A ELUCE

kondicionace nosice s afinantem pri optimalnich podminkdch interakce
(iontova sila, pH)
ddvkovdni vzorku z prostredi o nizké iontové sile
sorpce izolované latky zdvisi na intenzité interakce s afinantem
. . v o ’ v 7/ Ve
je ovlivnéna prutokovou rychlosti a teplotou elu¢niho ¢inidla a
ddvkovaného vzorku

eluce sorbované latky:
zménou pH, iontové sily nebo teploty pufri - nespecificka
(neselektivni) eluce
pridavkem disociaénich ¢inidel (roztok inhibitoru &i substrdtu u
enzymd) - specificka (selektivni) eluce
izokraticka eluce (stejné sloZeni mobilni fdze)
gradientova eluce (zména pH, iontové sily, koncentrace disociaéniho
¢inidla nebo teploty)
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Praktické vyuziti afinitni chromatografie
izolace/precisténi/prekoncentrace

proteomika

genomika

|ékarskd analytika: enzymy, hormony, viry a jejich geneticky fond,
rakovinné markery, protildtky, |éky, drogy

stanoveni vazebnych konstant komplexu afinat - biopolymer (popis
vazby)

dspéch metody afinitni chromatografie zdvisi na schopnosti napodobit
interakce slozek jako kdyby byly v prirozeném prostredi

podminky afinitni chromatografie volime podle izolované biologicky
aktivni latky, abychom dosdhli selektivni interakce s afinantem
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2D kapalinova chromatografie pro kvantifikaci monoklondlnich
protildtek

Flows Through

iy
et
@

Blank Injection

I
1.0
Minutes

25

R =0.9931

LEHUEEEEEEE

mAb

Minutes

Afinitni chromatografie na koloné s
imobilizovanym proteinem A, izolace
protildtky ze slozité matrice

gradientova eluce MF
A)fosforecnanovy pufr, pH 7,0 + 150
mmol dm-3 NaCl

B) HCI, pH 1,9 + 150 mmol dm-3 NaCl
UV detekce @280 nm

Reverzni chromatografie na kratké
koloné, odsoleni a zakoncentrovani
vzorku pred MS detekci

gradientova eluce, MF: A) 0,1% kyselina
mravenci, B) 0,1% kyselina mravenci v
acetonitrilu

MS detekce
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Afinitni chromatografie proteind
semenné plazmy

kolona Toyopearl s heparinem

proteiny semenné plazmy kanci (A), byci (B),
lidské (C)

eluce zménou pI (NaCl v 0,02 mol dm-3 Tris-
HCl pH 7,5)

pik 1=proteiny nevdzici se na heparin

i pik 2= proteiny vdzici se na heparin

Cux M

A 05

0,15

0 8 12 13 Fill Fh] L) X3 40 a5

L [min]
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Monitorovani obsahu glukosy v krvi afinitni boronatovou
chromatografii

koncentrace glykovaného hemoglobinu HbAlc je diabeticky marker
ziskame souhrnné hodnoty glukosy v predchozich 8-12 tydnech
glykované hemoglobiny se navazuji svymi 1,2-cis-diolovymi skupinami na
borondtovou kolonu, vznika pétic¢lenny kruh

neglykované hemoglobiny se nezadrzuji, eluuji jako prvni

glykované hemoglobiny z borondtové vazby eluujeme sorbitolem
detekce frakci fotometricky pri 413 nm

komeréné pripravené kolony pro POCT (Point of Care, laboratoF u lGzka pacienta)
automatizovany analyzdtor Premier Hb9210™ - analyza pIné krve za 66 sec

Ho_ o Ho—, Afinitni borondtova chromatografie
HO—, v oz , .
B )* el = vyuZivd kovalentni vazbu mezi
<" Cx;f-DH pH>B f’ kyselinou aminofenylboronovou a
-y, + [M;I\ *1 ,f- +  ZHO glykoproteiny za vzniku diesterd
HO oH j = reakce probiha v alkalickém prostredi,
= shizenim pH ¢i pouzitim sorbitolu jsou
l o zachycené glykoproteiny z vazby
NH; uvolnény
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Afinitni chromatografie na vazanych kovovych iontech
IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography)

vyuzivdme afinitu nékterych bilkovin k iontim kovl, imobilizovanym na
pevném nosiCi ve formé chelatu: Ni?*, Cu?*, Zn?*, Co?*

vhodné pro proteiny s atomy N, S, O nebo P

vazba proteinu ha kov pres aminokyseliny His, Cys, Trp, Glu, Asp, Tyr,
Lys, Arg

protein vytésni slabé vdzané ligandy (vodu) z komplexu a nahradi je
vysoky stupen precisténi a zakoncentrovani (az 10 000x) v jednom
stupni diky vysoké selektivité interakce

IMAC-Co* ‘-\

= izolace rekombinantnich proteint zna¢enych - x -
histidinem (His-tag) Y >¥//

= izolace a stanoveni markeru karcinomu prostaty / Q\ v /i

= chelatujici ligand je iminodioctova kyselina °“K o/\c/’ N

= koordinaéni vazba Co?*-biopolymer m.—’\/—'i/ """ />>
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