Chem. Listy 99, 570 — 577 (2005)

Referaty

STACIONARNI FAZE V AFINITNi CHROMATOGRAFII

TEREZA VARILOVA

Katedra analytické chemie, Prirodovédeckd fakulta Uni-
verzity Karlovy v Praze, Albertov 2030, 128 43 Praha 2
tereza.varilova@seznam.cz

Doslo 22.7.04, ptepracovano 7.3.05, pfijato 7.4.05.

Klicova slova: afinitni chromatografie, afinitni nosic,
afinitni ligand, biologicky aktivni latka

Obsah

Uvod

Princip afinitni chromatografie

Nosice pro afinitni chromatografii

Aktivace nosicl

Imobilizace afinitniho ligandu na tuhy nosi¢
Blokace nezreagovanych aktivnich skupin
Stanoveni mnozstvi imobilizovaného ligandu
Eluce latek z kolony

Priklady pouziti afinitni chromatografie
Zaver

SO =

—_

1. Uvod

V dnesni dobé¢ se stale castéji hledaji zplisoby analyzy
a detekce biologicky aktivnich latek, hlavné peptidd, bil-
kovin, 1éCiv a drog a slozitych smési, které je potieba pie-
Cistit a rozdélit. Jednou z metod vhodnych k tomuto ucelu
je afinitni chromatografie.

Princip afinitni chromatografie je znam uz dlouho'”.
Jeji aplikaci v HPLC umoznila pfiprava afinitnich stacio-
narnich fazi, které snesou praci za vysokych tlakd, ale
nezplisobuji denaturaci bilkovin. Staciondrni faze jsou
obvykle pfipravovany na miru pro purifikaci daného pro-
teinu a kazdy separacni proces musi byt optimalizovan.

Afinitni chromatografie (ALC) je moderni separa¢ni
metoda, ktera spojuje vyhody HPLC s vyjimecnou biolo-
gickou specifinosti bioafinitni chromatografie. To je téZ
divodem, pro¢ roste zajem o biochemické a biolékarské
aplikace této metody”.

2. Princip afinitni chromatografie
Afinitni chromatografie je zaloZzena na vyjimecné

schopnosti biologicky aktivnich latek vazat specificky
a reversibilné komplementarni struktury (napf. enzym —

570

substrat, enzym — inhibitor, enzym — kofaktor, protilatka —
antigen, protilatka — hapten, hormon — receptor, lektin —
sacharid apod.). Biospecifické interakce zahrnuji vodikové
vazby, hydrofobni interakce, Londonovy disperzni sily
a coulombické interakce® . Princip separace pomoci afi-
nitni chromatografie je patrny z obr. 1.

Létka E interaguje s ligandem L za vzniku komplexu
E...L. Tvorbu tohoto komplexu popisuje rovnice (/)
a piislus$na rovnovazna konstanta XK.

E+L o E.L )
K = [E...L]
(E] -[L]
Krok 1 . ,:.
Adsorpce vzorek
_<. ,:'
Krok 2
Promyti ‘\ ,:l
@
-@
Krok 3
Desorpce \,
I~ @
Krok 4
Regenerace

Obr. 1. Princip afinitni chromatografie (upraveno podle®); Krok
1 — Nadavkovani vzorku: vzorek v roztoku je biospecificky sor-
bovan na ligand stacionarni faze. Krok 2 — necistoty jsou vymyty
z kolony a detegovany jako prvni pik. Krok 3 — molekula sorbo-
vané latky je uvolnéna disociaci (nebo desorpci) pufrem obsahuji-
cim desorpéni ¢inidlo. Krok 4 — afinitni kolona je regenerovana
a pripravena pro dalsi pouziti
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Rovnovazna konstanta K musi byt dostate¢né vysoka, aby
mohlo dojit ke tvorbé komplexu, ale ne tak vysoka, aby
znemoznila eluci latek z kolony’. Ligandy mohou byt mo-
nospecifické nebo skupinové specifické. Monospecifické
ligandy se vazou silngji nez skupinové specifické a rovno-
vazné konstanty se pohybuji fadové mezi 10° az 10° mol ™" 1.
Pokud jsou v rozmezi 10° az 10° mol™ 1, dochazi spise
k retardaci latek nez ke tvorbé stabilniho komplexu. Nad
10° mol™" 1 musi byt pouzity k eluci latek drastické pod-
minky”®.

Kinetika sorpce je v afinitni chromatografii pomalejsi
nez napf. v iontové vyménné rozdélovaci chromatografii.
Dutlezita je rovnéz otazka, zda imobilizované latky maji
stejnou biologickou aktivitu jako neimobilizované. Zatim-
co v fadé pripadii bylo potvrzeno shodné chovani, jindy
byly pozorovany odchylky, napf. stacionarni faze se zkii-
zenym albuminem pfipravené odliSnym zptisobem vykazo-
valy riizné chromatografické vlastnosti’.

Nejcastéji se pouzivaji biologické ligandy (enzymy,
receptory, protilatky, Protein A, lektiny, nukleové kyse-
liny), avSak jejich aplikace je omezena vysokou cenou
a/nebo jejich relativni nestabilitou. Proto je snaha nahradit
pfirodni ligandy syntetickymi, robustnéjSimi. Patii mezi né
nizkomolekularni ligandy jako jsou barviva, chelatotvorné
kovy, thiofilni ligandy a derivaty kyseliny borité. Syntetic-
ké ligandy vykazuji obvykle skupinovou selektivitu, in-
teraguji s rliznymi proteiny soucasné, proto je snaha zvysit
selektivitu separace'”.

Afinitni chromatografie na vazanych kovovych ion-
tech s chelatotvornymi kovy jako jsou Ni**, Cu®*, Zn**
nebo Co”" (Immobilized Metal Affinity Chromatography,
IMAC) je velmi Gc¢inna pro Cisténi rekombinantnich pro-
teind a Casto se pouziva pro stanoveni biologicky aktivnich
latek v téle'".

3. Nosice pro afinitni chromatografii

Stacionarni faze se obvykle pfipravuji chemickou
vazbou afinitniho ligandu na tuhy nosi¢. Pouzivaji se sta-
bilni hydrofilni makroporézni nebo neporézni matrice.
Jejich vyznamné charakteristiky jsou velikost ¢astic, distri-
buce velikosti port, piistupny povrch a flexibilita polyme-
ru, protoze vysoké dostupnosti ligandu lze dosahnout pou-
ze s pohyblivymi fetézci polymeru®. Matrice musi co
nejméné interagovat s analytem (minimalni nespecifické
interakce)'>' a byt teplotng, chemicky a mechanicky sta-
bilini'"*'*. Dilezita je rovnéz pH stabilita. Nosi¢ musi ob-
sahovat velké mnozstvi chemickych skupin, které mohou
byt aktivovany tak, aby umoZnily kovalentni pfipojeni
ligandu'?. N&které nosi¢e dodava vyrobee jiz v aktivované
formé, jiné je nutné pfedem aktivovat.

V urcitych ptipadech lze pouzit fyzikalné chemické
vlastnosti stacionarni fdze pro zachyceni ligandu fyzikalni-
mi silami. Tim vznika snadno regenerovatelny material za
nizkou cenu. Tak byla napt. pfipravena afinitni stacionarni
faze s barvivem Procion-Brown H-A k ¢isténi lysozymu
z vajeéného bilku'’. Podobné byl imobilizovan konkanava-
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lin A na oxid zirkoni¢ity na zéklad¢ acidobazickych in-
terakci. Stabilita stacionarni fize byla zvySena reakci
s glutaraldehydem a po pouziti snadno regenerovana od-
stranénim konkanavalinu z povrchu s moZnosti opétné
adsorpce'®.

Existuje fada komerc¢né dostupnych materiald, vhod-
nych pro ptipravu afinitnich stacionarnich fazi.

Silikagel

Silikagel je ¢asto pouzivany nosi¢ pro piipravu stacio-
narni faze. Jeho povrch je nutné nejprve modifikovat, aby
mohl byt navazan afinitni ligand (napf. zavadéni epoxy-
nebo isothiokyanatové skupiny). Takto aktivovany sili-
kagel mlze piimo reagovat sligandem, ktery obsahuje
hydroxylové, thiolové nebo aminoskupiny”. Tento material
snese i vysoké tlaky, ale je nestabilni v kyselé i alkalické
oblasti (vyuzitelny rozsah pH je omezen na oblast
2 <pH < 8). Nespecifické interakce lze pozorovat jiz pfi
pH >4 (cit.'%). Relativnd novy nosi¢ je koloidni roztok
sklenénych vlaken. Derivatizaci se eliminuji nespecifické
interakce. Jeho hlavni vyhody jsou velky povrch
(dtsledkem je velka kapacita pro vzorky), vysoka ucinnost
a mechanickd odolnost ve srovndni s mékkymi gely
(agarosa, perlova celulosa). Nevyhodou, podobné jako
u silikagelu, je omezeny rozsah pH, takze nelze pouzit
alkalické pufry, doporucované pro extrakci a precisténi
tkanovych proteind'’.

Anorganické oxidy Al, Ti a Zr

Dalsi skupinou anorganickych materiald pouzivanych
jako nosi¢e jsou riizné oxidy kovi'’, nejcasteji AlOs
(alumina), TiO, a ZrO,. AL,O;, TiO, a ZrO, existuji v mnoha
amorfnich a krystalickych formach. Jejich chemicka stabilita
je vyssi nez u silikagelu. Alumina je chemicky odolnéjsi nez
oxid kiemi€ity a rozpousti se pouze pii pH>12 a pod
pH <3. Avsak jeji povrch je heterogenni, proto kolona
s AL,O; vykazuje niz§i ucinnost oproti SiO,. TiO, a ZrO,
maji vyborné mechanické vlastnosti a chemickou stabilitu,
odolavaji vysokym tlakiim (az do 500—600 bar) a snasi praci
i v extremnich pH (1-14) (cit.').

Agarosové nosice a jejich derivaty

Nejbéznéjsim agarosovym nosi¢em je Sepharosa,
ktera obsahuje dvé polysacharidové jednotky, je stabilni
v rozmezi pH 4-9 a snese teploty az do 40 °C. Lze ji pou-
zivat i pfi velké koncentraci soli a moc¢oviny. Dale je Se-
pharosa odolna vici béznym organickym rozpoustédlim
a nevykazuje nespecifické interakce. Nevyhodou je nizka
tlakova stabilita, proto neni vhodna pro HPLC (cit.").
Agarosa s divinylsulfonem (DVS) kfizové navazanym na
agarosu (DVS-agarosa) ma vyrazné lepsi vlastnosti oproti
klasické agarose: je mechanicky stabilni, chemicky stala
v kyselém a neutralnim prostfedi a dostatecné teplotné
stabilni'®,

Polyakrylamidové gely
Jedna se o hydrofilni kopolymery'? zalozené na béazi
akrylamidu a akrylamidovych derivati. Jakozto syntetické
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polymery nejsou napadany mikroorganismy a maji delsi
trvanlivost. Jsou stalé ve zfedénych roztocich soli, deter-
gentli, mocoviny a v organickych rozpoustédlech, i kdyz
za extrémnich podminek lze pozorovat urcitou zménu
porovitosti. Mezi nejpouzivanéjsi polyakrylamidové nosi-
e patii Bio-Gely, které jsou stabilni pfi pH 1-10.

Hydroxyalkylmethakrylatové nosice

Tyto materidly se pripravuji polymeraci hydroxy-
alkylesterti kyseliny methakrylové s alkylen-bis(metha-
krylaty). Pomérem reagujicich slozek lze fidit pocet reak-
tivnich  skupin, pérovitost i velikost vnitiniho povrchu
gelu. Jejich vyhodou je chemicka i mechanicka stabilita
arezistence vic¢i mikroorganismim. Jejich nevyhodou je
Castecné hydrofobni  charakter, a tedy i nachylnost
k nespecifickym hydrofobnim interakcim'.

Mezi nejrozSifenéjSi  hydroxyalkylmethakrylatové
nosice patii hydroxyethylmethakrylat (HEMA), coz je
makroporézni  kopolymer 2-hydroxyethylmethakrylatu
a ethylendimethakrylatu. HEMA se dodava v rtizné veli-
kosti ¢astic, je stabilni az do tlaku 20 MPa a pti pH 2 az 12
a kompatibilni s vét§inou organickych rozpoustédel'”°.

Dale sem patii Toyopearl*' ™, co je hydrofilni, mak-
roporézni sorbent na bazi kopolymeru ethylenglykolu
a methakrylatu. Je stabilni pfi pH 2—12 a v teplotnim roz-
mezi 4-60 °C. Ma znacny vylucovaci limit (100 nm),
vysokou kapacitu a definovanou velikost ¢astic. Vyhodou
jsou minimalni nespecifické interakce a vysoka vytéznost
proteind, enzymil a glykoproteinti. Komer¢né dostupny je
tento nosi¢ pod nazvem TSK-gel od firmy Tosoh.

Dextranové gely

Dextran je vétveny polysacharid sloZzeny z jednotek
glukosy, ktery vznika ze sacharosy pusobenim nékterych
mikroorganismi. Rozpustny dextran obsahuje pfes 90 %
glykosidickych vazeb a-1,6 a je vétveny glykosidickymi
vazbami 1,2, 1,3 a 1,4. Trojrozmérny gel se pfipravuje
reakci rozpustného dextranu s epichlorhydrinem v alkalic-
kém prostiedi. Dextranové gely'’, komeréné znamé pod
nazvem Sephadex, jsou chemicky velmi stalé (neméni se
ani dvoumeésicnim pusobenim 0,2 M NaOH pii 60 °C).
Glykosidické vazby jsou vsak citlivé k hydrolyze pfi niz-
kych hodnotach pH a také mechanicka stabilita je nizsi.

Celulosa

Celulosa je tvofena hlavné linearnim polymerem
D-glukosovych jednotek vazanych vazbou B-1,4, ptficemz
v malém méfitku se vyskytuje i vazba 1,6. Komeréné do-
stupna mikrokrystalicka celulosa je obvykle zesiténa n¢ja-
kym cinidlem se dvéma funkénimi skupinami, napf.
epichlorhydrinem, a je znatn& chemicky stala'”.

Protoze celulosa je snadno dostupna a levna, je nejvi-
ce pouzivana v pramyslové oblasti. Perlova celulosa je
vSestranny, makroporézni, hydrofilni material s velkou
kapacitou. Ve form¢é membrany je to oblibena matrice.
Vlaknita celulosa je dilezity sorbent pro vazbu DNA
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(DNA-celulosa)®. Jeji nevyhodou je nizka mechanicka
stabilita.

Polystyren

Polystyreny' s riiznym stupndm zesiténi jsou odol-
ngjsi vuci tlaku nez polysacharidové nosice, i kdyz ve
srovnani s anorganickymi materialy vykazuji nizsi tlako-
vou toleranci. Polystyren mize bobtnat v pfitomnosti orga-
nickych rozpoustédel. Vzhledem k hydrofobnimu charak-
teru polymeru vykazuje nespecifické interakce a nizsi
ucinnost. Tyto nevyhody mohou byt ¢astecné odstranény
pokrytim polymeru vhodnou slou¢eninou nebo blokova-
nim zbytkovych funkénich skupin. Vlastnosti polystyrenu
mohou byt zménény zabudovanim fetézce polyethylengly-
kolu do malo zesitovaného polymeru. Tento novy material
dobfe bobtna v organickych i vodnych roztocich.

Nové materialy

Materialy ptipravené sol-gel technologii umoziuji
zakapsulovani ligandl pfi zachovani jejich biologické
aktivity. Ligandy nejsou vazany chemicky, pouze fyzikal-
nimi silami*. Materialy pfipravené sol-gel technologii
obsahujici proteiny byly vyuZzity jako imunoafinitni sor-
benty. Vykazovaly vyssi stabilitu z hlediska denaturace
a mikrobialni degradace i niz$i nespecifické interakce™.
Z dosavadni praxe se zda, ze optimalizaci vyrobniho pro-
cesu bude mozné zajistit, aby selektivita faze byla dana
pouze zachycenymi ligandy.

Vtisténé syntetické receptory pfedstavuji novy typ
vysoce selektivnich afinitnich staciondrnich fazi, zaloze-
nych rovnéz na molekulovém rozpoznavani. Jejich pfipra-
va spociva v polymeraci jednoho nebo vice monomera se
zesitovadlem, porogenem (rozpoustédlem) a inicidtorem
polymerace v pfitomnosti analytu (ligandu). Po polymeri-
zaci je extrahovan rozpustny analyt a v polymeru zlsta-
nou obtisky s umélymi vazebnimi misty. Takto ziskany
materidl je schopen selektivné rozpoznat a vazat vtiSt€nou
molekulu®”’,

Vtisténé syntetické receptory maji oproti biologickym
receptordm fadu vyhod. Zatimco ptirodni receptory maji
omezenou stabilitu, jejich pfiprava je obtizna a vyzaduje
purifikacni procesy, jsou syntetické receptory na bazi vtis-
ténych polymert velmi robustni a vydrzi eluci fadou roz-
poustédel. Odstranuji tak problémy spojené s nestabilitou
biomolekul a komplikovanou pfipravou afinitnich stacio-
narnich fazi. Nevyhodou mohou byt nespecifické interakce
samotného polymeru®.

Monolitické faze nasly uplatnéni i v afinitni chroma-
tografii. Jejich hlavni vyhoda proti naplilovym kolondm
spociva v extrémné rychlych separacich, dualezitych pfi
analyze labilnich latek, jako jsou proteiny. Mezi dalsi vy-
hody patii nizsi spotieba vzorku a rozpoustédel a nizsi
detekéni limit*®. Komerén& dostupné jsou i monolitické
disky, na né€Z je mozné navazat afinitni ligandy a vyuzit je
pi izolaci biologicky aktivnich latek®'. Afinitni monolitic-
ké disky byly pouZity pro separaci monospecifickych poly-
klonalnich protilatek **.
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4. Aktivace nosici pro afinitni chromatografii

Pokud neni nosi¢ aktivovany jiz od vyrobce, je nutné

jej jesté pred navazanim ligandu aktivovat. Aktivacnich
reakci existuje velmi mnoho, nejbéznéjsi jsou:

Bromkyanova metoda (CNBr)**; Tento zpiisob pieva-
zuje pro aktivaci polysacharidovych nosici a je Casto
pouzivan v laboratornim i primyslovém métitku. Ma
fadu vyhod: je témét univerzalni (Ize ho proto pouZzit
pro polymery obsahujici hydroxylové skupiny), na
aktivované nosicCe lze navazat jak malé, tak vysoko-
molekuldrni ligandy obsahujici primarni aminoskupi-
ny a priprava nosic¢u je relativné jednoducha. Mezi
nevyhody patfi vysoka toxicita bromkyanu. Tato me-
toda je zvlast mirna pro vazbu citlivych biomolekul,
jako jsou enzymy a protilatky. Pfiklad aktivace nosice
a vazby ligandu je uveden na obr. 2.

Aktivace divinylsulfonem (DVS)**; Divinylsulfon je
bifunkéni Ccinidlo, které se pouziva podobné jako
v predchozim piipadé pro aktivaci nosic¢i s hydroxy-
lovymi skupinami. DVS zavédi reaktivni vinyl skupi-
ny do matrice pro vazbu amind, alkoholl, thiold
a fenoll. Gely aktivované DVS jsou reaktivnéjsi nez
gely aktivované epoxy skupinami, a proto je vazebny
proces rychlejsi a €¢inngjsi. Jsou vhodné pro imobili-
zaci cukru prostfednictvim jejich hydroxylovych sku-
pin. Nevyhodou je nestabilita imobilizovanych ligan-
da v alkalickém prostiedi dana labilni etherovou vaz-
bou mezi DVS a nosic¢em.

Aktivace epoxy skupinami (bisoxiranem)®; Bisoxira-

Tabulka I
Reakéni podminky imobilizace pro riizné funkéni skupiny (upraveno podle®)
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ny mohou byt pouzity pro zavedeni epoxy skupiny do
mnoha hydroxylovanych polymerd. Jako aktivaéni
¢inidlo se nejcastéji  pouziva  1,4-butandiol-
diglycidylether, ktery v alkalické oblasti reaguje
ochotné s hydroxylovymi skupinami za vzniku deriva-
th obsahujicich hydrofilni raménko (spacer) o dlou-
hém fetézci s reaktivni oxiranovou skupinou na konci.
Mezi bisoxiranem a matrici se vytvoii stabilni ethero-
va vazba. Koncova epoxyskupina muze reagovat
s ligandy, které obsahuji hydroxylové, aminové nebo
thiolové skupiny.

Aktivace organickymi sulfonylchloridy®; Tato meto-
da se pouziva pro aktivaci agarosy a dal§ich hydroxy-
lovanych matric. Organické sulfonylchloridy, jako
jsou p-toluensulfonylchlorid (tosylchlorid) a 2,2,2-
-trifluoroethansulfonylchlorid (tresylchlorid), reaguji s
neaktivnimi hydroxylovymi skupinami nosice na ak-
tivni sulfonové skupiny. Tyto aktivované nosi¢e mo-
hou byt pouzity pro vazbu ligandu obsahujici thiolové
a/nebo amino skupiny (thiolové skupiny jsou reaktiv-
n¢&jsi). Vazbu ligandu Ize provést ve vodnych i orga-
nickych rozpoustédlech (napf. v dimethylformamidu).
Materialy aktivované tresylem jsou velmi ucinné pro
imobilizaci ligandil v neutralnim prostfedi pii 4 °C.
Triazinova metoda™"*; Trichlor-s-triazin lze pouzit
pro aktivaci agarosovych nosici (vyuziva se pro imo-
bilizaci heparinu). Hlavni nevyhodou aktivace pomoci
trichlor-s-triazinu je jeho vysoka toxicita. Tento zpQ-
sob aktivace je méné bézny.

Aktivni skupina

Reagujici skupiny ligandu

Reakéni podminky

Bromkyan -NH,
Divinylsulfon -NH,
-OH
-SH
Epoxy -NH,
-OH
-SH
-COOH
Tresyl -NH,
Aldehyd -NH,

pH 7-10, doba 1-12 h, teplota 4-25 °C
pH 6-11, doba 2-24 h, teplota 4-25 °C

pH 5-12, doba 4-72 h, teplota 4—-60 °C

pH 7-9, doba 2—-16 h, teplota 4-25 °C
pH 3-10, doba 1-12 h, teplota 4-25 °C

Nosi¢ Aktivace Vazba
— OH +BrCN — O-CN
— OH +CISO,CH,CF;

‘— SOzCHzCFj, + H2N-ligand

Afinant

— O-CNH-ligand

— NH-ligand +
HOSO,CH,CF;

+ H,N-ligand

Obr. 2. Piiklad aktivace nosi¢e a vazby ligandu (upraveno podle'!); BrCN — aktivace bromkyanem, CISO,CH,CF; — aktivace tre-
sylchloridem
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5. Imobilizace afinitniho ligandu na tuhy nosi¢

Imobilizace biomolekul na anorganické, organické
a polymerni povrchy jsou obvykle zalozeny na kovalentni
vazbé, fyzikalni adsorpci, zachyceni v semipermeabilni
membrané a mikroenkapsulaci v polymernich mikrokulic-
kovalentni vazby. Ostatni metody nejsou obecné pouzitel-
né a ve vetsing pripadi jsou omezeny jen na maly rozsah
analyti a aplikaci®.

Podminky imobilizace se 1i8i v zavislosti na vlast-
nostech ligandu a typu aktivnich skupin nosice. Reak¢ni
podminky imobilizace pro nosie s riznymi aktivnimi
skupinami ukazuje tabulka I. Z ni je patrné, Ze na vétSinu
béznych nosi¢ll je mozné imobilizovat afinitni ligand
v teplotnim rozmezi 4-25 °C (pouze pro epoxy aktivni
skupiny 1ze teplotu zvysit aZ na 60 °C) a béhem 24 hodin.
Hodnota pH imobilizace se lisi podle konkrétniho typu
ligandu a jeho reagujici skupiny.

Bylo zjisténo, ze imobilizaci na epoxy aktivované
nosice lze podpofit zvySenim koncentrace soli v roztoku
(napt. (NH4),SO,, K;PO4) v disledku zvyseni hydrofob-
nich interakci. Pro proteiny a nukleotidy se imobilizace
zvys§i v neutralnim prostfedi, kdezto pro malé afinitni li-
gandy pii vyssim pH (cit.”®).

Jako ligandy mohou byt pouzity vSechny latky schop-
né biospecifické reverzibilni vazby. Nizkomolekularni
ligandy jsou stabilnéjsi a stéricky lépe dosazitelné nez
vysokomolekularni ligandy, které jsou hifre definovatelné
a mohou podléhat denaturaci'®.

6. Blokace nezreagovanych aktivnich skupin

Protoze po imobilizaci afinitniho ligandu na tuhy
nosi¢ zlstane na nosi¢i vzdy ¢ast skupin aktivnich, je nut-
né je zablokovat*. K tomu se nejéast&ji vyuziva dvou po-
stupil:

a) Vazba vhodné latky na zbytkové aktivni skupiny nosi-
¢e: na nezreagované aktivni misto nosice se navaze
vhodna latka (napf. glycin, glycerol nebo ethanola-
min), ktera by neméla ovliviiovat sorpci a desorpci
analytu.

Hydrolyza zbytkovych aktivnich skupin vedouci
k jejich odstranéni: provadi se v alkalickém prostiedi
a je vyuzitelna pouze pro ligandy, které jsou v tomto
prostiedi stalé.

Pro vymyti nekovalentné¢ vazaného afinitniho ligandu
se pouzivaji pufry s vysokou iontovou silou a pH, pfi kte-
rém probihala imobilizace.

b)

7. Stanoveni mnoZstvi imobilizovaného ligandu

Dulezitou charakteristikou afinitni stacionarni faze je
mnozstvi kovalentné navazaného ligandu'>. Ke zjisténi
jeho koncentrace bylo vypracovano mnoho metod:
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Diferencni analyza

Mnozstvi ligandu vézaného k nosi¢i se vypocitd
z rozdilu mezi celkovym mnozstvim ligandu ptidaného do
reakéni smési a mnozstvim nezreagovaného ligandu, které
se ziskd po dikladném promyti sorbentu. Tato metoda je
velmi nepfesnd, zejména kdyZ se kovalentn€ vaze jen mala
cast ligandu, nebo je-li ligand Spatné rozpustny.

Prima spektrometrie

V piipad¢ transparentnich nosicli se mulize zjiStovat
mnozstvi kovalentné navazaného ligandu pfimou spektro-
metrii.

Kysela nebo enzymova analyza

Pisobenim kyseliny za drasti¢téjSich podminek do-
chazi k hydrolyze vazby mezi ligandem a nosi¢em a uvol-
ni se volny ligand nebo produkt jeho degradace, ktery lze
stanovit (napf. v pfipad¢ proteind analyzou aminokyselin).
Tato metoda neni pfiliS§ vyhodna, protoze muze dojit
k soucasnému rozkladu nosice (tento problém lze ¢astecné
fesit enzymovou hydrolyzou za mirnych podminek).

Elementdrni analyza

Mnozstvi navazaného ligandu Ize také urcit z elemen-
tarni analyzy. Stanovuje se pfitomny prvek, napf. sira, jod,
dusik nebo fosfor. Elementarni analyza dusiku mize po-
skytovat zkreslené vysledky, protoze jeho obsah vzrusta
pri aktivaci bromkyanem.

Radioaktivita

V nékterych pfipadech lze pouzit ligand znaceny
radioizotopem. Jako radioizotopy se nejcastéji pouzivaji
3H, 2P, Co.

8. Eluce latek z kolony

Latky, které siln¢ interaguji se stacionarni fazi, se
zadrzi v kolon¢ a je nutné je uvolnit do mobilni faze. Eluci
analytd z kolony je mozno provést dvéma zptsoby™:

a) Nespecificka eluce; Pii této metod¢ latka eluuje pfi
zmén¢€ nekteré z vlastnosti mobilni faze, napt. hodno-
ty pH, iontové sily, relativni permitivity nebo teploty.
Ve vétsin€ piipadi stati pro eluci zména hodnoty
jedné veliCiny. Pfi analyze proteini je nutno dodrzet
podminky, pii kterych nedochazi k jejich denaturaci.
Specificka eluce; Pfi tomto zpisobu eluce se do mo-
bilni faze prida latka, ktera vytvoii s ligandem pevnéj-
§i komplex nez je puvodni komplex analytu. Tento
zpusob eluce byva Setrnéjsi ke stanovovanym latkam.
Eluci lze provést izokraticky nebo pomoci gradientu.
Izokraticky zptisob je vhodny pro jednoduché latky, které
maji malou afinitu k ligandu. V pfipadé pouziti gradiento-
vé eluce je dulezité zvolit vhodnou strmost gradientu: pii
mirném gradientu se vétSinou latky dobie rozdéli, ale je-
jich piky nebyvaji dostate¢né Uzké, pifi strmém gradientu
se analyty hdf rozdéli, ale piky jsou ostiejsi.

b)
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Tabulka II
Priklady pouZiti afinitni chromatografie
Biologicky aktivni latka Afinitni ligand Puvod vzorku Lit.
Aspartatové proteasy aromatické aminokyseliny zalude¢ni sliznice 66
Pepsin DIT? Zalude¢ni sliznice 42,43
Heparin vazajici a heparin nevd-  heparin kanc¢i semennd plazma 55,56
zajici proteiny
Serinové proteasy BPTI hovézi a lidsky intervertebralni disk 41
FABP* Lb-FABP kuteci jatra 67
MIlécny represor DNA - sepharosa bakterie 68
B-galaktosidasy
IgA¢ TG19318 (synteticky peptidovy  supernatant surové bunééné kultury 52,53
ligand)
IgM°® TG19318 (synteticky peptidovy  mys$ 54
ligand)
AGPf kyselina imidodioctova plazma 69
s Cu (II)
Molekulovy receptor viru dengue rekombinantni E protein dengue virus typ 4 47
Lektin Affi-gel, blue gel houby Xerocomus spadiceus 70
Estradiol tetrapeptid - 45
Glykoproteiny Con A lidské krevni sérum, rakovinotvorné 71
bunky
Glykoproteiny lektin - 72
L-, D-tryptofan HSA" - 73
Derivaty benzodiazepinu HSA - 74
Atrazin (pesticid) antiatrazin - protilatka zemina 39

*DIT — 3,5-dijodo-L-tyrosin, " BPTI — bazicky pankreaticky inhibitor trypsinu,  FABP — proteiny vaZici mastné kyseliny,
41gA — imunoglobulin A, ®IgM — imunoglobulin M, AGP — a,-kysely glykoprotein, ¢ Con A — konkanavalin A, "HSA —

lidsky sérovy albumin

9. Priklady pouZiti afinitni chromatografie

Metoda afinitni chromatografie se nejéastéji pouziva
k izolaci peptidii, proteint, glykoproteinti a obecné biolo-
gicky aktivnich latek. Vybrané aplikace pouziti afinitni
chromatografie ukazuje tabulka II. Z této tabulky je patrné,
ze moznosti aplikace této metody jsou velmi Siroké. Afi-
nitni metody se hodi pro prekoncentraci stopovych mnoz-
stvi sloucenin, CiSténi analytd v komplexnich smésich
i k analyze latek®®. Také se pouZivaji pro analyzy v oblasti
Zivotniho prostiedi®’, napt. pesticidt®’ >’ a toxini*"*’. Tato
stanoveni byvaji komplikovéana slozitymi matricemi a Cas-
tou nutnosti nékolika piedseparacnich kroki®’.

Cetné aplikace jsou v lékaistvi a medicing, napf. en-
zymy*'"™, hormony**®, viry a jejich geneticky fond*’™*,
rakovinotvorné markery !, protilatky®>>*, proteiny se-
menné plazmy>*° a 1éky & drogy’”**. ALC je nepostrada-
telnou metodou v proteomice™°'.

Dilezité jsou prace zaméfené na stanoveni vazebnych
konstant pro kvantifikaci interakce protein-ligand* %>,
Jako piiklad je mozné uvést stanoveni vazebné konstanty
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komplexu heparinu s protrombinem III (3,4.10" mol™" 1,
cit.).

Afinitni chromatografie se casto kombinuje a dopliu-
je s dalSimi separacnimi technikami, napf. s dvoudimen-
sionalni elektroforézou (2-DE). Pied vlastni separaci pro-
teind metodou 2-DE lze afinitni chromatografii pouzit pro
prekoncentraci a predipravu vzorku®.

10. Zavér

Afinitni chromatografie je metoda separace a izolace
biologicky aktivnich latek, zaloZen4 na jejich specifickych
interakcich (molekulovém rozpoznavéni) s ligandy. Bé-
hem poslednich dvaceti let prosla velkym vyvojem a stala
se ucinnym nastrojem pro fadu aplikaci. V souCasné dobé
dochézi k velkému pokroku ve vyvoji afinitnich stacionar-
nich fazi (vtiSt€éné polymery, materidly pfipravené sol-gel
technologii a monolitické faze) i v miniaturizaci techniky
(napt. afinitni membrany).

Zakladni charakteristiky afinitni chromatografie jsou
shrnuty v tabulce II1.
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Tabulka III
Prehled hlavnich charakteristik afinitni chromatografie (upraveno podleg)

Referaty

Parametr

Hodnota

Princip separace

Vyuziti

Separacni charakteristiky

Hlavni parametr optimalizace

déli molekuly podle biospecifické aktivity

— jednostupnové precisténi cilové molekuly,

— Cisténi oznacenych rekombinantnich proteint,
— skupinové separace,
— odstranéni specifickych kontaminant

— zatizeni vysoké,
— rychlost stfedni,
— vytézek vysoky

— rozliseni velmi vysoké,

vybér afinitniho ligandu

Specifikace — velmi jednoduchy purifikaéni protokol,
— vyzaduje pouze jednoduché vybaveni,
— velmi vhodné pro znac¢ené rekombinantni proteiny
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T. Varilova (Department of Analytical Chemistry,

Faculty of Science, Charles University in Prague): Sta-
tionary Phases for Affinity Chromatography

Stationary phases for affinity chromatography are

reviewed. Attention is paid to the selection of supports
(including new materials such as sol-gel derived materials,
monolithic disks and imprinted polymers), their activation,
method of immobilization and determination of immobi-
lized ligands. Selected applications are summarized.



