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logicky aktivnich latek

proteomika

slozité systémy — vysoké pozadavky
na pouzite separacni metody

separachni ucinnost
selektivita
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Typy afinitnich ligandu

* Ligandy pro mono-specifické separace
strukt. a biol. pribuzné s cilovou molekulou
specificky ligand pro kazdy jedn. pripad

 Ligandy pro skupinove-specifické separace
Sirsi aplikovatelnost
komercne dostupnejsi



Skupinoveé
selektivni ligandy

Specifita

Glukopyranosyl-

manopyranosylové
skupiny

Ribosomalni RNA

Serinové proteasy

Benzamidin

Serinove proteasy

Lipoproteiny,
hormony, steroidni
receptory...




bezpeci stérickych interferen
ndem nebo nizka pristupno
ovaci ramenko (spacer arm)

Spacer arm principle

Afinnity ligand Spacer arm
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IMAC
Immolized Metal Affinity Chromatography

Afinitni chrornaitografie na vazanych
Kovovycn lontech
« afinita nékt. bilkovin k iontum TK, které

jsou imobilozovany na pevném nosici
chelatovym komplexem

Cu?t Co?t

* CiSténi rekombinantnich proteinu
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rhit

finitni stacionarni faze

podobuje inhibitor serinové prot
asa, krevni koagulacni faktory...

0,5 M NaCl + 2 mM CaCl, v 50 mM Tris.HCI

Eluce zménou hodnoty pH | pufru na 2,8.




Ze sacharidove slozky
koproteinu
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initni stacionarni faze

| stacionarni faze

aktivace  ~ NosicC S akti.v. Imobilizace
skupinami afinitniho ligandu

A 4

Blokace nezreg.
funk¢.skupin

naplnéni kolony

\ 4

Afinitni
stacionarni faze




finitni chromatografii

ni nespecificke interakce

a stabilita

* mechanicka stabilita
* pH stabilita

* teplotni stabilita




Silikagel

nutna modifikace povrchu:
volné silanolové Si-OH skupiny — zavedeni
reaktivni funkcni skupiny (epoxy)

snese 1 tlaky

omezene pH: 2<pH<8

nespecificke interakce
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oxidy Al,O,, TiO, a ZrO,

rfnich a krystalickych forem

pousti pfi pH>12 a pH<3
* TiO, a ZrO, snasi i extrémni podminky pH




Agarosove nosice a jejich derivaty

2 polysacharidové jednotky, (3-(1,4)-O

> S80Narossa
pH 4-9, hydrofilni, ¥ nespecifické interakce
nestabilni za 1 tlaku |

o

mikrobialni atak O tLom Y
O CH,
'O@/O\b\ O’/
- O

OH

n

Varilova T. et al.: Curr. Proteomics 3 (2006) 55.
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rylarmidové gely

polymery na bazi akrylamidu
° Bio-Gely
* pH 1-10
» chemicky stabilni (sul, mocovina, Gdn.HCI)
* nizky stupen porozity

ﬁ
C

HzC\\C/ \

NH,




methakrylatové nosice

ery
thylmethakrylat

CH-G-CO-0-CH GH;~0-CO-G-CH,
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GHa CH, CH,
OH'CHfCHz'O'co"?'Cﬁa cu,—g-co-o-cu,—cn,—ou
CH, CH,
CHyC-CO-0-CHyCH;-0-CO-C-CHy
CH, CH,

Coupek J., Vin$ I.: J. Chromatogr. A 658 (1994) 391.

e Tovopearl pH 2-12, nizSi nespec.interakce




Dextranove gely

glukosoveé jednotky a-1,6/ vétvené 1,2/1,3/1,4

Sepnadex, Superdex —

> nejsou mechanicky stalé

‘/ N
\OH °
OH

glykosidicke vazby —
hydrolyza pri | pH
nachylné k bakterialnimu utoku
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Varilova T. et al.: Curr. Proteomics 3 (2006) 55.
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Celulosa

tky B-1,4
— vyuziti v pramyslové

* vlaknita — vazba pro DNA




Monolitické faze

* kolona je zcela vyplnéna polymerem o def. porovitosti

* | spotreba vzorku a rozpoustedel

* rychle separace,
+ pro labilni latky

fn iy b L 5
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Monoliticky disk (scanning electron mikroscopy)
Tennikova T.B.: J. High Resol. Chromatogr. 23 (2000) 27.
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> 4

ViiStene polymery (imprinted polymers)

zalozene na molekulovem rozpoznavani
In-situ polymerace v kolone

v polymeru zustanou obtisky po vtisténé
molekule

chiralni separace
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Aktivace nosicu
* Epoxy skupinami (bisoxiranem)

* Divinylsulfonem (DVS)

* Organickymi sulfonylchloridy
tosylchlorid ... p-toluensulfonylchlorid
tresylchlorid ... 2,2,2-trifluoroethansulfonylclorid

nosic¢ aktivace vazba afinant

— OH + | O-CN +H,N-ligand — O-CNH-ligand

= OH  +CISO,CH,CF; | 0. CH.CF, + H,N-ligand | NH-ligand

+ HOSO,CH,CF,

25
upraveno podle Stulik K. a kol.: Analytické separaéni metody, Karolinum, Praha 2004



Irmobilizace afinitnino ligandu

Aktivni skupina | Reaguijici Reakcni
skupiny ligandu | podminky
epoxy - NH, pH 5-12
- OH doba 4 - 72 hod
- SH teplota 4 - 60° C
- COOH
- NH, pH 7 -10,
doba 1 - 12 hod,
teplota 4 - 25° C
- NH, pH 6 - 11,
-OH doba 2 - 24 hod
- SH teplota 4 - 25° C
tresyl - NH, pH 7 -9,

doba 2 - 16 hod,
teplota 4 - 25° C

upraveno podle Turkova J.: Bioaffinity Chromatography, 2.vydani, Elsevier, Amsterdam 1993.
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agovanych fukénich skupi

dné latky na zbytkove aktivni
sice
glycin, glycerol, ethanolamin

* hydrolyza zbytkovych aktivnich skupin
v OH- prostredi




a blokace zbylych s

— OCH,CH,SO,CH==CH,  HEMA-BIO VS

+ qglycin + 3.5 - dilodo-L-tyrosin

|— OCH,CH,S0,CH,CHNHCH,COOH | — OCH,CH,SO,CH,CHNHCHCH, & Ny o

COOH

Vafilova T. et al.: J. Sep. Sci 29 (20



tvi imobilizovaného ligan

lyza

skopie
« kysela/enzymova analyza
hydrolyza vazby mezi nosiCem a ligandem
« elementarni analyza
S,I,N,P
* Radioaktivita
3H, 32p 57Co



klady pouziti

v komplexnich smesich

« oblast ZP (napf. pesticidy a toxiny)

* aplikace v lekarstvi (enzymy, hormony, viry
a jejich geneticky fond, rakovinotvorne
markery, protilatky, proteiny semenne
plazmy, Iéky/drogy...)

 proteomika
» stanoveni vazebnych konstant




> ligarnd
3,5-dijodo-L-tyrosin
* blokace nezreag.skupin
glycin
 vzorek
praseci pepsin A
lidsky pepsin Praseéi pepsin A na koloné HEMA
° elucie vzorku Vafilova T. et al.: J. Chromatogr. A 1084

t [min]




sernenné plazmy

560

g 320
» vzorek |
proteiny semenne
plazmy:
kanci, bycCi a lidské
 eluce vzorku
zmenou pl mob. faze Lidska semenna plazma.

Varilova T. et al.: J. Sep. Sci 29 (2



Glykoproteiny

Toyopearl E
Toyopearl T

2 ligand
konkanavalin A

glycin

* vZorek
4-nitroder. sacharidu
glykoproteiny
vybrane alergeny

pridavek
manopyranosidu

t [min]

Pylovy alergen Phleum pratense na
koloné Toyopearl E-Con A.
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Papain

—— Frotein
—&— Inhibitor

311
[ ]
=)

400

papain

e vzorek
papainove inhibitory z
bramborove stavy

* eluce vzorku

Total Protein (mg/ml)

200

Activity of Inhibitor (U/ml}

6 M mocovinou Membrana ze sklenénych vlak
imobilizovanym papainem.

Guo . W. and Ruckenstein E.: J. Membr. Sci. 215 (2



Zaveér

ografie
olace latek

 specifické interakce (molekulove
rozpoznavani)

e nove stacionarni faze

* miniaturizace techniky (afinitni membrany)




ékuiji
za
pozornost!




