
3.	
  vaja	
  –	
  Razsoljevanje	
  proteinov	
  z	
  gelsko	
  
izključitveno	
  kromatografijo	
  

4.	
  vaja	
  –	
  Ionsko-­‐izmenjevalna	
  ter	
  
afinitetna	
  kromatografija	
  

Miha	
  Pavšič	
  



Klasični	
  primer	
  kromatografije:	
  ločitev	
  fotosintetskih	
  pigmentov	
  

h@p://www.youtube.com/watch?v=u6jD0hJO-­‐28	
  

mobilna	
  faza	
  

stacionarna	
  faza	
  

smer	
  
potovanja	
  

mobilne	
  faze	
  

mobilis	
  (lat.)	
  =	
  
premika2	
  se	
  

sta2onarius	
  (lat.)	
  =	
  
stoječ	
  pri	
  miru	
  

smer	
  
potovanja	
  

vzorca	
   mesto	
  nanosa	
  
vzorca	
  

ločeni	
  pigmenP	
  
(ksantofil,	
  klorofil	
  a,	
  
klorofil	
  b)	
  



Osnovni	
  princip	
  kromatografije	
  

komponente	
  
zmesi	
  

stacionarna	
  
faza	
  

različne	
  
interakcije	
  

različna	
  
porazdelitev	
  

različna	
  hitrost	
  
potovanja	
  komponent	
  

ločitev	
  komponent	
  

potovanje	
  
mobilne	
  faze	
  



IZVEDBE	
  
KROMATOGRAFIJE	
  

glede	
  na	
  
mobilno	
  fazo	
  

plinska	
  
kromatografija	
  (GC)	
  

tekočinska	
  
kromatografija	
  (LC)	
  

glede	
  na	
  obliko	
  
nosilca	
  

planarna	
  
kromatografija	
  

papirna	
  
kromatografija	
  

tankoplastna	
  
kromatografija	
  (TLC)	
  

kolonska	
  
kromatografija	
  

Za	
  funkcionalne	
  biološke	
  makromolekule	
  je	
  primerna	
  le	
  
tekočinska	
  kolonska	
  kromatografija.	
  



Tekočinska	
  kolonska	
  kromatografija	
  –	
  pojmi	
  (1)	
  

kolona	
  
stacionarna	
  faza	
  
na	
  nosilcu	
  
(matriksu)	
  

mobilna	
  faza	
  

eluent	
  

eluat	
  

frakcije	
  

vzorec	
  

molekule	
  
vzorca	
  

smer	
  toka	
  
mobilne	
  faze	
  



Tekočinska	
  kolonska	
  kromatografija	
  –	
  pojmi	
  (2)	
  

frakcije	
  

encimski	
  test,	
  elektroforeza,	
  ELISA,	
  …	
  

A280	
  posameznih	
  frakcij	
  

spektrofotometer	
  

kromatogram	
  

(elucijski	
  volumen	
  ∝	
  retenzijski	
  čas)	
  

1	
   2	
   3	
   4	
   5	
   6	
  



Valovna	
  dolžina	
  280	
  nm	
  (λ	
  =	
  280	
  nm)	
  

h@p://chemwiki.ucdavis.edu/	
  



Absorbanca	
  pri	
  λ=280	
  nm	
  (A280)	
  

lučka	
   monokromator	
  
λ=280	
  nm	
  

vstopni	
  žarek	
  
intenziteta	
  I0	
  

izstopni	
  žarek	
  
intenziteta	
  I	
  

kiveta	
  z	
  vzorcem	
  
(debelina	
  l)	
  

absorbanca	
  

T	
  =	
  
I	
  
I0	
  

transmitanca	
   absorbanca	
  

A	
  =	
  -­‐log	
  T	
  

A! T%!

1! 10 %!

2! 1 %!

3! 0,1 %!

4! 0,01%!



Zakaj	
  merimo	
  ravno	
  pri	
  280	
  nm?	
  



Absorbanca	
  pri	
  λ=280	
  nm	
  

A280	
  =	
  ε280	
  ×	
  c	
  ×	
  l	
  

molarni	
  
eksPnkcijski	
  
koeficient	
   množinska	
  

koncentracija	
  

dolžina	
  opične	
  
poP	
  (debelina	
  
kivete)	
  

[M-­‐1	
  cm-­‐1]	
   [M]	
  
[cm]	
  

A280(zmes)	
  =	
  A280(protein	
  1)	
  +	
  A280(protein	
  2)	
  +	
  …	
  



Mobilna	
  in	
  stacionarna	
  faza,	
  nosilec	
  (matriks)	
  

Mobilna	
  faza:	
  
•  vzdrževanje	
  molekul	
  vzorca	
  v	
  željenem	
  stanju	
  (zvitje,	
  

akPvnost,	
  …)	
  à	
  pufer	
  
•  primerni	
  pogoji	
  za	
  ločitev	
  (narava	
  interakcij	
  med	
  

molekulami	
  vzorca	
  in	
  stacionarno	
  fazo)	
  
	
  
Stacionarna	
  faza:	
  
•  ključen	
  vpliv	
  na	
  mehanizem	
  ločitve	
  (primerna	
  mobilna	
  

faza!)	
  
	
  
Nosilec:	
  
•  “pritrditev”	
  stacionarne	
  faze	
  
•  inerten	
  in	
  netopen,	
  odporen	
  na	
  visok	
  tlak,	
  obstojen	
  
•  ponavadi	
  v	
  obliki	
  kroglic	
  



Nosilec	
  (matriks)	
  

Polygen	
  (h@p://www.polygen.pl/)	
  

•  agaroza	
  
•  celuloza	
  
•  dekstran	
  
•  poliakrilamid	
  
•  polisPren	
  
•  silikagel	
  

Primeri	
  komercialnih	
  imen:	
  
•  Sephadex	
  (separaPon	
  Pharmacia	
  dextran)	
  
•  Sephacryl	
  (separaPon	
  Pharmacia	
  dextran-­‐

polyacrylamide)	
  
•  sepharose	
  (separaPon	
  Pharmacia	
  agarose)	
  



Nosilec	
  (matriks)	
  

Sephacryl	
   Sephadex	
  

h@p://www.siumed.edu/~bbartholomew/course_material/protein_methods.htm	
  



Mehanizmi	
  ločitve	
  
ve
lik
os
t	
  

ab
so
rp
ci
ja
	
  

ad
so
rp
ci
ja
	
  

•  porazdelitev	
  vzorca	
  med	
  stacionarno	
  in	
  
mobilno	
  fazo	
  zaradi	
  različne	
  topnosP	
  

•  ionske	
  interakcije	
  à	
  ionsko-­‐izmenjevalna	
  
kromatografija	
  

•  afiniteta	
  à	
  afinitetna	
  kromatografija	
  
•  hidrofobne	
  interakcije	
  à	
  hidrofobna	
  

kromatografija	
  
•  hidroksiapaPtna	
  kromatografija	
  
•  kovalentna	
  kromatografija	
  

•  gelska	
  filtracija	
  



Gelska	
  filtracija	
  (GF)	
  

Poimenovanje:	
  
	
  
gelska	
  filtracija	
  	
  

angl.:	
  gel	
  filtraPon)	
  
	
  
gelska	
  izključitvena	
  kromatografija	
  

angl.:	
  gel	
  exclusion	
  chromatography,	
  
angl.:	
  size	
  exclusion	
  chromatography	
  (SEC)	
  

	
  
gelska	
  permeacija	
  	
  

angl.:	
  gel	
  permeaPon	
  
	
  
molekulsko	
  sejanje	
  	
  

angl.:	
  molecular	
  sieving	
  



GF:	
  Nosilec	
  
•  Nosilec	
  so	
  porozne	
  kroglice.	
  
•  Pore	
  kroglic	
  so	
  napolnjene	
  s	
  tekočino.	
  
•  Ločitev	
  je	
  odvisna	
  od	
  velikosR	
  por	
  nosilca.	
  



GF:	
  Mobilna	
  in	
  stacionarna	
  faza	
  

Tekočina,	
  ujeta	
  v	
  pore	
  kroglic	
  gela,	
  je	
  hkraP	
  mobilna	
  in	
  
stacionarna	
  faza.	
  

nosilec	
  

pore	
  
tekočina	
  (pufer)	
  



GF:	
  Nizko-­‐molekularen	
  topljenec	
  



GF:	
  Nizko-­‐	
  in	
  visoko-­‐molekularen	
  topljenec	
  



GF:	
  Nizko-­‐	
  in	
  visoko-­‐molekularen	
  topljenec	
  

tok	
  pufra	
   tok	
  pufra	
   tok	
  pufra	
   tok	
  pufra	
  



GF:	
  Zamreženost	
  gela	
  

večja	
  zamreženost	
  gela	
   manjše	
  pore	
  na	
  površini	
  kroglic	
  

Razpon	
  mas,	
  ki	
  jih	
  lahko	
  z	
  določenim	
  nosilcem	
  ločimo,	
  je	
  odvisen	
  od	
  
stopnje	
  zamreženosP	
  gela.	
  

Ime	
   Območje	
  
ločevanja	
  [Da]	
  

Nabrekanje	
  [ml/g	
  
suhega	
  gela]	
  

Volumen	
  gela	
  
[ml/g	
  suhega	
  
gela]	
  

Sephadex	
  G-­‐10	
   0	
  -­‐	
  700	
   1,0	
   2	
  -­‐	
  3	
  

Sephadex	
  G-­‐15	
   0	
  –	
  1.500	
   1,5	
   2,5	
  -­‐	
  3,5	
  

Sephadex	
  G-­‐25	
   1.000	
  –	
  5.000	
   2,5	
   4	
  -­‐	
  6	
  

Sephadex	
  G-­‐50	
   1.500	
  –	
  30.000	
   5,0	
   9	
  -­‐	
  11	
  

Sephadex	
  G-­‐75	
   3.000	
  –	
  80.000	
   7,5	
   12	
  -­‐	
  15	
  

Sephadex	
  G-­‐100	
   4.000	
  –	
  150.000	
   10	
   15	
  -­‐	
  20	
  

Sephadex	
  G-­‐150	
   5.000	
  –	
  300.000	
   15	
   20	
  -­‐	
  30	
  

Sephadex	
  G-­‐200	
   5.000	
  –	
  600.000	
   20	
   30	
  -­‐	
  40	
  



GF:	
  Ločljivost	
  

boljša	
  ločljivost	
  
(resolucija)	
  

slaba	
  ločljivost	
   dobra	
  ločljivost	
  

•  dolga	
  in	
  ozka	
  kolona	
  
•  konstanten	
  pretok	
  
•  majhen	
  volumen	
  vzorca	
  
•  nizka	
  viskoznost	
  vzorca	
  
•  pravilna	
  izbira	
  nosilca	
  
•  pravilna	
  izbira	
  pufra	
  



GF:	
  KvanPtaPven	
  opis	
  

Vx	
  

Vo	
  

Vt	
  

Vt	
  =	
  Vx	
  +	
  V0	
  

Vt	
  =	
  celoten	
  volumen	
  kolone	
  
Vx	
  =	
  skupen	
  volumen	
  kroglic	
  
V0	
  =	
  prosP	
  volumen	
  (angl.	
  void	
  volume)	
  

Vel	
  =	
  elucijski	
  volumen	
  

Vel	
  ≲	
  Vt	
  



GF:	
  KvanPtaPven	
  opis	
  

Vx	
  

Vo	
  

Vt	
  

Vt	
  =	
  Vx	
  +	
  V0	
  

Vt	
  =	
  celoten	
  volumen	
  kolone	
  
Vx	
  =	
  skupen	
  volumen	
  kroglic	
  
V0	
  =	
  prosP	
  volumen	
  (angl.	
  void	
  volume)	
  
Vel	
  =	
  elucijski	
  volumen	
  

dmolekula	
  >>	
  dpore	
  

Vel	
  =	
  V0	
  

dmolekula	
  <<	
  dpore	
  

Vel	
  ≈	
  Vt	
  



GF:	
  KvanPtaPven	
  opis	
  

Vx	
  

Vo	
  

Vt	
  

Kav	
  =	
  	
  
Vel	
  –	
  V0	
  

Vt	
  –	
  V0	
  

Vt	
  =	
  Vx	
  +	
  V0	
  

Vt	
  =	
  celoten	
  volumen	
  kolone	
  
Vx	
  =	
  skupen	
  volumen	
  kroglic	
  
V0	
  =	
  prosP	
  volumen	
  (angl.	
  void	
  volume)	
  
Vel	
  =	
  elucijski	
  volumen	
  

Kav	
  =	
  porazdelitveni	
  koeficient	
  

Kav	
  je:	
  
•  neodvisen	
  od	
  dimenzij	
  kolone	
  in	
  
•  odvisen	
  od	
  proteina	
  in	
  nosilca.	
  



GF:	
  KvanPtaPven	
  opis	
  

Vx	
  

Vo	
  

Vt	
   dmolekula	
  >>	
  dpore	
  

Vel	
  =	
  V0	
  

dmolekula	
  <<	
  dpore	
  

Vel	
  ≈	
  Vt	
  

Vt	
  =	
  Vx	
  +	
  V0	
  
Vt	
  =	
  celoten	
  volumen	
  kolone	
  
Vx	
  =	
  skupen	
  volumen	
  kroglic	
  
V0	
  =	
  prosP	
  volumen	
  (angl.	
  void	
  volume)	
  
Vel	
  =	
  elucijski	
  volumen	
  
Kav	
  =	
  porazdelitveni	
  koeficient	
  

Kav	
  =	
  	
  
Vel	
  –	
  V0	
  

Vt	
  –	
  V0	
  

Kav	
  =	
  0	
  

Kav	
  =	
  1	
  



GF:	
  PrakPčni	
  vidiki	
  

Vvzorec	
  ≤	
  0,05	
  ×	
  Vt	
  

Volumen	
  vzorca	
  naj	
  ne	
  
preseže	
  5%	
  celotnega	
  
volumna	
  kolone,	
  sicer	
  bo	
  
ločljivost	
  slabša.	
  

Ne	
  želimo	
  hidrofobnih	
  in	
  ionskih	
  interakcij	
  med	
  vzorcem	
  in	
  
nosilcem	
  (>	
  Vel)	
  !!	
  

•  hidrofilni	
  nosilci	
  
•  pufri	
  z	
  višjo	
  ionsko	
  jakostjo	
  

(à	
  oslabitev	
  elektrostatskih	
  interakcij)	
  

Pri	
  gelski	
  filtraciji	
  zmeraj	
  
pride	
  do	
  razredčitve	
  vzorca!	
  

Veluat	
  >	
  Vvzorec	
  



GF:	
  Uporaba	
  
•  ločevanje	
  različno	
  velikih	
  makromolekul	
  v	
  preparaRvne	
  namene	
  
•  določevanje	
  molekulske	
  mase	
  globularnih	
  proteinov	
  
•  razsoljevanje	
  vzorcev	
  

Pharmacia	
  /	
  Amersham	
  /	
  GE	
  Healthcare	
  



GF:	
  Uporaba	
  
•  ločevanje	
  različno	
  velikih	
  makromolekul	
  v	
  preparaPvne	
  namene	
  
•  določevanje	
  molekulske	
  mase	
  globularnih	
  proteinov	
  
•  razsoljevanje	
  vzorcev	
  

log	
  RS	
  ∝	
  Vel	
  

RS	
  =	
  Stokesov	
  radij	
  

Mr	
  ∝	
  RS	
  

globularni	
  proteini	
  z	
  znano	
  Mr	
  
Umeritvena	
  premica!	
  



GF:	
  Uporaba	
  
•  ločevanje	
  različno	
  velikih	
  makromolekul	
  v	
  preparaPvne	
  namene	
  
•  določevanje	
  molekulske	
  mase	
  globularnih	
  proteinov	
  
•  razsoljevanje	
  vzorcev,	
  menjava	
  pufra	
  

“Mr”	
  (sol)	
  <<	
  Mr	
  (protein)	
  

Gel	
  z	
  majhnimi	
  porami:	
  
•  ioni	
  soli	
  vstopajo	
  v	
  pore	
  à	
  počasno	
  potovanje	
  à	
  velik	
  Vel	
  
•  proteinske	
  molekule	
  ne	
  morejo	
  vstopiP	
  v	
  pore	
  à	
  majhen	
  Vel	
  

Vel	
  (protein)	
  <	
  Vel	
  (sol)	
  
posebej	
  lahko	
  zberemo	
  frakcije,	
  
ki	
  vsebujejo	
  samo	
  protein	
  

Uporabimo	
  seveda	
  mobilno	
  fazo,	
  ki	
  vsebuje	
  malo	
  soli	
  
(razsoljevanje)	
  ali	
  pa	
  drug	
  pufer	
  (zamenjava	
  pufra).	
  



GF:	
  Razsoljevanje	
  

tok	
  pufra	
   tok	
  pufra	
   tok	
  pufra	
   tok	
  pufra	
  

sol	
   protein	
  



Razsoljevanje	
  /	
  menjava	
  pufra	
  (povzetek)	
  

gelska	
  filtracija	
   dializa	
  
ultrafiltracija	
  

(koncentriranje	
  &	
  
razredčenje)	
  



GF	
  v	
  praksi	
  -­‐	
  včasih	
  

IJS,	
  B1,	
  hladna	
  soba	
  

kolone	
  za	
  
gelsko	
  
filtracijo	
  

kolektor	
  z	
  epruvetami	
  



GF	
  v	
  praksi	
  -­‐	
  danes	
  

UL	
  FKKT,	
  Katedra	
  za	
  biokemijo	
  

črpalka,	
  …	
  
kolektor	
  

pufri	
  

prostor	
  za	
  
kolono	
  

UV	
  detektor	
  





Superdex	
  G200	
   MonoQ	
   HiTRAP	
  IMAC	
  

gelska	
  filtracija	
  
ionsko-­‐

izmenjevalna	
  
kromatografija	
  

afinitetna	
  
kromatografija	
  



3.	
  vaja	
  -­‐	
  Razsoljevanje	
  proteinov	
  z	
  gelsko	
  
izključitveno	
  kromatografijo	
  	
  

oborjeni	
  proteini	
  	
  
(40%	
  amonijev	
  sulfat)	
  

+	
  0,1	
  M	
  NaCl	
  

raztopina	
  
proteinov	
  in	
  soli	
  

gelska	
  
filtracija	
  

razsoljen	
  
vzorec	
  

NH4
+	
  +	
  2[HgI4]2−	
  +	
  4OH−	
  →	
  

HgO·∙Hg(NH2)I	
  +	
  7I−	
  +	
  3H2O	
  

•  merjenje	
  A280	
  à	
  kromatogram	
  
	
  
•  detekcija	
  NH4

+	
  ionov	
  
(Nesslerjev	
  reagent)	
  


