Affinity chromatography, AC

AFINITNi CHROMATOGRAFIE

biospecificka afinitni, bioafinitni
- specidni metoda i zol ace biol ogicky aktivnich latek

- vyuZziva vyjimeené biol ogické schopnosti nékterych 1atek-
afinantd, ligandu ¢i afinantnich ligandi- specificky a
reverzibilng vézat jiné latky

Afinant se kovaletni vazbou navaze navhodny nerozpustny
inertni nosié.

Princip déleni analyta p¥i AC: kolona se naplni nosi¢em
s navazanym afinantem. Biologicky aktivni 1&tka se zachyti,
latky bez afinity k pouZitému afinantu projdou kolonou
nezadrzeny.

Létky jsou zadrzovany v poméru svych afinit za danych
experimenta nich podminek.

Specificky sorbovana 1dtka miize byt vymyta vhodnym
eluénim ¢inidlem, tj roztokem o odliSném pH ¢&i iontové sile,
nebo r ozpusténim rozpustného afinantu.

Prvni aplikace AC: izolace protil&ek pomoci celul 6zy
s kovalentné navazanym antigenem

K rozSiteni AC prigpélo objeveni univerzalni metody
koval entni vazby afinantu na agarézu.

Pouzti AC:
izolace enzymu pomoci jejich inhibitord, substréta,
kofaktort nebo efektori
protil&ek pouzitim antigeni
NK, bilkovin, hormoni ajejich receptori pomoci
vhodnych afinantt

Uspéch metody AC zévisi na schopnosti napodobit interakce
slozek jako kdyby byly ve vodném roztoku.

Podminky AC seli§i podle druhu izol ované biologicky aktivni

latky.

Obecné pozadavky metody AC:
1. povaha pevného nosice
2. vybeér afinantu ajeho vazba nanosi¢
3. podminky adsorpce a €l uce izolovanych latek

1. VOLBA PEVNEHO NOSICE

Nosi¢ musi spliiovat nad edujici podminky:

a) volna, pérovita struktura umoziiujici pohyb
makromol ekul

b) c&éstice stejnorodé,pravidel ného kulového tvaru, pevné,
s dobrymi pritokovymi vlastnostmi

) inertni vagci izolovanym |&kéam, aby nedochézelo
k jejich nespecifické sorpci

d) pritomnost funkénich skupin, které lze aktivovat pro
koval entni vazbu afinantu nebo modifikovat

€) dostatecné mnozstvi funkéni skupin v matrici, aby po
navazani ligandu byl a dostate¢né vysoka koncentrace
aktivnich mist pro vazbu izolované Iatky

f) mechanické a chemicka stélost nosi¢e béhem vazby
ligandu, adsorpce a eluce

PeEVNE NOSICE PRO AC

1. Agar6zové derivaty

Agar6za: neutrdni linearni polykondenzat D-gal akt6zy a 3,6-
anhydro-L -gal aktézy
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- nejvice pouzivany nosi¢ v AC (Sepharosa, Bio-Gel A)

- pouzivasei v GPC amaodifikovanav IEC

- hydrofilni gel se strukturou podobnou pryskyti¢nym
ionexdm, ale s mnohem v&tSimi pory

- stabilni v rozmezi pH 4 - 9 ateplot 0- 40 °C
kompatibilni s organickymi rozpoustédly (az 50 %)

- skladovani pii 4 °C s pridavkem antibakteridniho ¢inidla

2. Polyakrylamidové a hydr oxyalkylmethakrylatové gely

- inertni hydrofilni gely

- neobsahuji nabité funkéni skupiny, nedochézi k iontové
vymeng

- b&zné se pouzivgji v GPC

- syntetické materidly, nejsou napadany mikroorganismy

- stédévrozmezi pH 1-10 (PAM)
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Polyakrylamid

- volné amidové
skupiny slouzi pro
vazbu afinantu k nosici
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HEMA gely maji obdobné chemické vlastnost jako
agar6zové gely, jsou chemicky a mechanicky stabilni.
- ve forme kulicek o velikosti 100 - 200 um

3. Celulézové derivaty

Celuléza: linedrni polymer, D-gluk6zové jednotky spojené
vazbou B - 1,4, popt. 1,6
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- ngjstarsi nosi¢ pro afinanty, vétSinametod vazby byla
vypracovana pravé pro celul6zu

- typické fyzikalni strukturas velkymi pory, vysoce hydrofilni

- komeréni celulézovy nosi¢ sjiz navazanymi aktivnimi
funkenimi skupinami

4, Skla

Afinant je kovalentné navézan na povrch skla diky volnym
silanol ovym skupinam. VyuZiva se pro navazani afinantu
velmi Spatné rozpustného ve vodé.

5. Komer éni afinanty vadzané na nosié

- urgeny pro konkrétni bioseparace
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2. VOLBA AFINANTU A JEHO VAZBA

Volba afinantu zavisi na druhu a vlastnostech izolované | &tky.

Na vhodny afinant seizolovana létka véze pevné, specificky
areverzbilné.

Priklad afinanti: hormony, antibiotika, NK substréty,
inhibitory, koenzymy, kofaktory,

Vybér afinantu ovliviiuje:
a) povaha amechanismusinterakce ligandu
s makromol ekulou
b) afinitaligandu k makromolekule
C) zpisob pripgjeni afinantu k nosici
d) koncentrace ligandu

Pro dosazeni dostatecné izol ace biologicky aktivnich latek je
dulezitd volba spravného mista vazby afinantu k nosi¢i a
prostor ova p¥istupnost afinantu pro makromol ekulu.

Mezi afinant a povrch nosice se ¢asto vkladatzv. spacer.
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Obrézek 1: Vyznam zpisobu pfipojeni ligandu k matrici.
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Obrazek 2: Vliv spaceru naimobilizaci afinantu.

Vybeér afinantu ovliviiuje koncentrace ligandu.

Pokud je koncentr ace afinantu nanosi¢i nedostateéna,
pouZzivaji se chromatografické kolony s dostatecnou délkou.

V piipadé priliS silné afinity izolované latky je nutné sniZit
koncentraci navazaného afinantu. Nosi¢ s afinantem se naredi
gistym nosicem.

3. PODMINKY SORPCE A ELUCE
Sorpceizolované latky zavisi najeji povaze ainter akci
simobilizovanym afinantem.

Kondicionace nosiée s afinantem by méla probihat pii
optimalnich podminké&ch interakce (iontova sila, pH).

Sorpce je ovlivnéna prittokovou rychlosti e u¢niho ¢inidlaa
davkovaného vzorku a teplotou.

Eluce sorbované Iatky | ze doséhnout zménou pH, iontové sily
nebo teploty pufra, u enzyma roztokem inhibitoru ¢i
substratu.

Zpisob eluce zavisi na druhu sorbované Iétky, nosice a
afinantu, druhu aintenzité interakce a experimentdnich
podminkéch izolace.

Zpusoby eluce: 1. frontani
2. vytésiovaci
3. elueni

1. Frontalni analyza
Vzorek se nanéSi nakolonu tak dlouho, az se jim stacionérni

féze nasyti.

2. Vytésiovaci analyza

Vzorek je nanesen na kol onu, mobilni féze se nesorbuje na
kolong. Nakolonu je téZ nanesen piebytek vytéstiovaciho
ginidla Vytésnovaci ¢inidlo pred sebou tlagi zonu vzorku.

3. Eluéni analyza
Vzorek nadavkovany nakolonu se vymyva ¢istou mobilni

fazi.
- izokraticka eluce
- gradientova eluce
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