Avidin — biotin rendszer

m Avidin: 4 alegység, 16 400 Da — 66 000 Da glikoprotein
Green NM ,Avidin” Adv Prot Chem 29 85 (1975)
biotin kot6hely/alegyseg; CH kotohely/alegység
pl ~10
avidin — biotin 1.3*10-"> M (Trp, Lys kétéhely)
stabilitas (8 M UREA, 3M Guanidin-HCI)
nem-specifikus kotédés is

m Streptavidin ,Streptomyces avidinii”
4 alegység, 60 000 Da protein
biotin k6t6hely/alegység
pl5—-6
kisebb nem-specifikus kot6deés



m Biotin

D-biotin,
(hexahidro-2-oxo-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-pentansav)
minden sejt, kis mennyiség
kofaktor R (CO, transzport)
el6fordulas: Lys e-aminocsoport ®» BIOCITIN

hianybetegség (1927, BOAS)
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Biokonjugatumok szintézise,
a konjugatumok jellemzése, problémak

A. Szintézis moédszerek
1)  Reakcibtipusok

Egy-lépéses (single pot)
ket partner pl. direkt jeldlés
két partner + kapcsoloszer pl. homobifunkcids reagens
Két-l1épéses
két partner + kapcsoloszer:
elsé lépés: egyik partner + kapcsoloszer
masodik Iépés: ,aktivalt” elsé partner + masik partner
pl. heterobifunkcios reagens (MBS)
homobifunkcids reagens (toluol-2,4-diizocianat, glutaraldehid)



Harom lépéses
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Howard AN, Wild F: Br J Exp Pathol 38 640 (1957)

pl. immunokonjugatumok, immunotoxinok
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2)

Reakciokorilmények

*
*
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o
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o
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reagens / kapcsoldagens megvalasztasa
pH [reagens, funkcios csoport, partnerek funkcioja]
reakcididd [30 perc - nap]

fény [UV — lathatd] hé
inoer8sség [ionizaltsag mért@ke, konformacio]
molaris aranyok koncentracio
oldékonysag o Oldoszer

N o
N-hidroxi SZUKCSE%IEgTIIZiS 10 perc pH 8.6
— kis hémérsékletfugge 4-5 6rapH 7.0
— perc — ora

— koncentracid 0.05-9 mM



B. Analizis mddszerek [Kicsi — nagy, nagy — nagy]

@ dializis — molekulatomeg — IdGtartam
— molekulaméret — ,csere”
— molekulatdltés — oldoszer
@ UC — méret — hémérséklet

@ Qélszlrées/GPC Sephadex, Bio-Gel P
— méret kuldnbség (alak!)
— detektalasi moédszer (cpm, UV stb.)
— eluens (oldékonysag, stabilitas)
— molekulameéret - standardek

@ HPLC

@ elektroforézis — papir

/\ — gél (PAGE, AGAR) egy/két

— detektalasi moédszerek | dimenzio

méret toltés _
(Festés, cpm, UV, fluoreszcencia)
(Funkcionalis: enzimaktivitas, immunoreaktivitas)
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c. Komplikaciok, problémak

@ Heterogenitas — ennek jellemzése / oldékonysag
@ reprodukalhatésag /specificitas, szelektivitas/

@ a szubsztitucié mertekének meghatarozasa (spektroszkopia, cpm,
MS ... stb.)

@ stabilitas (,polc”, oldat vs. id6, kértlmenyek)

— kémiai (pl. aggregalédas)

— funkcionalis (pl. enzim)
immunogenitas / allergizald hatas
denaturacio
biodisztribucié
sejtbe jutdas modja

© © 6 ©



Egy ,arany’-os torténet

Zsigmondy R (1905) kolloidalis arany-sol (< 10 nm)

Faulk WP, Taylor GM (1971) ,immunogold” elektronmikroszkop
(Immunochemistry 8 1081-1083)

@ blotting

@ flow-cytometry
@ hibridizacié (1990/1991)



1. Monodiszperz arany-szuszpenzio eloallitasa

HAuCI, Nacitrat | 15— 150 nm
kloraranysav / Korbi
K,CO, oldat aszkorbinsav .6 — 15 nm
foszfor < 5nm
NaBH, onm

Y Redukcid: Aust — Au°

1983

1905

1984



2. Protein — arany konjugatum

Dativ kotés

Hidrofob kolcsonhatas

Deryagin BV, Landau L (1941) ActaPhysiochim VRSS 14 633-662
Verwey EJW, Overbeck JTG (1948)

,Theory of the stability of lyophobic colloids” Elsevier

DVLO teodria



" A
Mechanizmus/eléallitas § ,
(kék)
Sess

+ Na+ClI
vagy puffer
Arany -szol \
narancsvoros) protein
eranesy Q 0 3

kdvetés: « szinvaltozas AbSZOFpCIO
* A = 580 nm valtozas

(narancsvoros)

Horisberger M et al. Experienta 31 1147-49 (1975)

Arany-szol » A =580 nm
7 (0.25ml)

1 min
© +10% NaCl ———*

\elle_nW a) koagulacio A =580 nm T
b) nincs valtozas

protein
(2.5 —40 ug)




Befolyasolb tényez6k

@ a protein toltésviszonyai ®» pl

@ az abszorpcids folyamat pH-ja
Gyakorlat

@ probak — nincs univerzalis protokol

@ 10% tdbblet a fehérjébdl, mint a minimum

@ pl kdrnyezeteben menjen a reakcio
Eldnyel

@ |athatova tétel / mikroszkopia

@ stabil (v.0. fluorofér, kromofor)

@ biztonsagos (v.0. radioizotép)

@ kvantitativ méres




Ellis 10 et al. J Histochem Cytochem 36 121-124 (1988)

Lektinnel fedett

felszin
Célsejt \

N

BOG-Hansen TC et al. J Immunol Meth 22 293 (1978)

Gliikoproteinek és
glikolipidek

Poliszacharid
lanc

f S
Intracellularis
/——\——

Sejtmembran

Specifikus kotodés a
cukor felismeré egységhez



Streptavidin adszorbealva

. . az arany felszinéhez
Az A fehérje fedi

/ részecske felszinét

Az A fehérje kotodése
£/ /z antitest Fc régiojahoz
Antitest kotédése

az antigénhez

Biotinilalt
~— antitest

Antitest kétodése
az antigénhez

Szovet Szovet

Jemmenson R, Agre M Moreis RE, Saelinger CB
J Histochem Cytochem 35 1277 (1987) J Histochem Cytochem 32 124-128 (1984)



