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3. vaja — Razsoljevanje proteinov z gelsko
izkljucitveno kromatografijo

4. vaja — lonsko-izmenjevalna ter
afinitetna kromatografija

Miha Pavsic



Klasicni primer kromatografije: loCitev fotosintetskih pigmentov
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http://www.youtube.com/watch?v=u6jD0OhJO-28



Osnovni princip kromatografije
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KROMATOGRAFIJE
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glede na glede na obliko
mobilno fazo nosilca
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plinska planarna kolonska
kromatografija (GC) kromatografija kromatografija
tekocinska papirna
kromatografija (LC) kromatografija

tankoplastna
kromatografija (TLC)

Za funkcionalne bioloske makromolekule je primerna le
tekocCinska kolonska kromatografija.



TekocCinska kolonska kromatografija — pojmi (1)
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TekocCinska kolonska kromatografija — pojmi (2)

encimski test, elektroforeza, ELISA, ...
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Valovna dolzina 280 nm (A = 280 nm)

Penetrates Earth's
Atmosphere? N N
Radiation Type  Radio Microwave Infrared Visible Ultraviolet  X-ray Gamma ray
Wavelength (m) 10° 1072 1075 0.5x10 -5 108 10710 10712

ac [ ? %o & @ @

Buildings Humans  Butterflies Needle Point Protozoans Molecules  Atoms  Atomic Nuclei

10* 108 10'2 10'° 10'® 10'® 107°

http://chemwiki.ucdavis.edu/



Absorbanca pri A=280 nm (A,4,)

vstopni zarek  izstopni zarek

intenziteta |, intenziteta |
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Zakaj merimo ravno pri 280 nm?
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Absorbanca pri A=280 nm
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A,qo(zmes) = A g (protein 1) + A qq(protein 2) + ...



Mobilna in stacionarna faza, nosilec (matriks)

Mobilna faza:
» vzdrzevanje molekul vzorca v Zeljenem stanju (zvitje,

aktivnost, ...) 2 pufer
* primerni pogoji za loCitev (narava interakcij med
molekulami vzorca in stacionarno fazo)

Stacionarna faza:
e kljucen vpliv na mehanizem locitve (primerna mobilna
fazal)

Nosilec:

e “pritrditev” stacionarne faze

* inerten in netopen, odporen na visok tlak, obstojen
e ponavadi v obliki kroglic



Nosilec (matriks)

e Qagaroza

e celuloza

e dekstran

e poliakrilamid
* polistiren

* silikagel

20kV X10,000 1vm O96334

Primeri komercialnih imen:

» Sephadex (separation Pharmacia dextran)

* Sephacryl (separation Pharmacia dextran-
polyacrylamide)

* sepharose (separation Pharmacia agarose)

Polygen (http://www.polygen.pl/)



Nosilec (matriks)
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http://www.siumed.edu/~bbartholomew/course_material/protein_methods.htm



Mehanizmi locCitve

absorpcija

|

adsorpcija

Cetiost]

porazdelitev vzorca med stacionarno in X »
mobilno fazo zaradi razlicne topnosti ® -

ionske interakcije = ionsko-izmenjevalna

kromatografija »
afiniteta = afinitetna kromatografija ®0 »
hidrofobne interakcije = hidrofobna = o
kromatografija @
e

hidroksiapatitna kromatografija
kovalentna kromatografija

gelska filtracija G o



Gelska filtracija (GF)

Poimenovanje:

gelska filtracija
angl.: gel filtration)

gelska izkljuCitvena kromatografija
angl.: gel exclusion chromatography,
angl.: size exclusion chromatography (SEC)

gelska permeacija
angl.: gel permeation

molekulsko sejanje
angl.: molecular sieving



GF: Nosilec

Nosilec so porozne kroglice.
Pore kroglic so napolnjene s tekocino.
LocCitev je odvisna od velikosti por nosilca.

NONE

SE 100KV X3000 Tn WD 85mi




GF: Mobilna in stacionarna faza

TekocCina, ujeta v pore kroglic gela, je hkrati mobilna in
stacionarna faza.

pore
tekocina (pufer)

nhosilec



GF: Nizko-molekularen topljenec




GF: Nizko- in visoko-molekularen topljenec




GF: Nizko- in visoko-molekularen topljenec
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GF: Zamrezenost gela

Razpon mas, ki jih lahko z dolocenim nosilcem loc¢imo, je odvisen od
stopnje zamrezenosti gela.

vecCja zamrezenost gela manjse pore na povrsini kroglic
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



. LocCljivost

dolga in ozka kolona

konstanten pretok

majhen volumen vzorca boljsa locljivost
nizka viskoznost vzorca (resolucija)
pravilna izbira nosilca

pravilna izbira pufra
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< 04} < 0,4}
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st. frakcije st. frakcije

slaba locljivost dobra locljivost



GF: Kvantitativen opis

_)Vt

V.=V, +V,

\/

V, = celoten volumen kolone
X V, = skupen volumen kroglic
V, = prosti volumen (angl. void volume)

V., SV,

V V., = elucijski volumen




GF: Kvantitativen opis

_)Vt

d >> d

molekula pore
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Vv
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V, = celoten volumen kolone

V. = skupen volumen kroglic
Vv V.=V, +V, S -
0 o = prosti volumen (ang/. void volume)
V., = elucijski volumen




GF: Kvantitativen opis

Vt
K = Vel o VO
av
Vi— Vg
Ny v
7 VX K,, = porazdelitveni koeficient
K,, je:
* neodvisen od dimenzij kolone in
e odvisen od proteina in nosilca.
V, = celoten volumen kolone
Vt _ Vx N Vo V, = skupen volumen kroglic

V, = prosti volumen (angl. void volume)

V., = elucijski volumen




GF: Kvantitativen opis
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V, = skupen volumen kroglic
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K,, = porazdelitveni koeficient




GF: Prakticni vidiki

szorec <0,05 x Vt V >V

eluat vzorec

Volumen vzorca naj ne
preseze 5% celotnega
volumna kolone, sicer bo
locCljivost slabsa.

Pri gelski filtraciji zmeraj
pride do razredcitve vzorca!

Ne zelimo hidrofobnih in ionskih interakcij med vzorcem in
nosilcem (> V) !!

* hidrofilni nosilci
* pufri z vi$jo ionsko jakostjo
(> oslabitev elektrostatskih interakcij)



GF: Uporaba

* locevanje razlicno velikih makromolekul v preparativhe namene

* dolocevanje molekulske mase globularnih proteinov

* razsoljevanje vzorcev

Column Superdex 75 10/300 GL

Sample: 1.

AN A

Sample volume:
Eluent:

Flow rate:
Detection:

BSA (M, 67 000} 8 mg/m!|

Ovalbumin {M, 43 000} 2.5 mg/ml
Ribonuclease A {M, 13 700} 5 mg/ml|
Aprotinin (M, 6 512) 2 mg/ml

Vitamin B12 (M, 1355} 0.1 mg/m!|

500 pl

0.05 M phosphate buffer, 0.15 M NaCl, pH 7.0
0.4 ml/min, room temperature

280 nm

Pharmacia / Amersham / GE Healthcare

Az, N (MAU)

25.0 —

20.0 —
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GF: Uporaba

* |oCevanje razlicno velikih makromolekul v preparativne namene
* dolocevanje molekulske mase globularnih proteinov
* razsoljevanje vzorcev

M, o< R,
R = Stokesov radij
-
(@)
O
log Rg o< V,,
Vv, aliK,,

Umeritvena premical , .
@ globularni proteini z znano M,



GF: Uporaba

* |oCevanje razlicno velikih makromolekul v preparativne namene
* dolocevanje molekulske mase globularnih proteinov
* razsoljevanje vzorcev, menjava pufra

“M.” (sol) << M_(protein)

Gel z majhnimi porami:
* ioni soli vstopajo v pore = pocasno potovanje =2 velik V,
* proteinske molekule ne morejo vstopiti v pore > majhen V,,

posebej lahko zberemo frakcije,

Ve (protein) <V, {sol) E> ki vsebujejo samo protein

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



GF: Razsoljevanje

ziosol - g% protein
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Razsoljevanje / menjava pufra (povzetek)

gelska filtracija

Dialysis bag _|

Concentrated |
solution

Buffer— |

At start of dialysis

At equilibrium

dializa

N, pressure
Z ~= 425 amm.
2
2
%
;
——— A — = ]
e
- —— Membrane
Sinter 7
support ﬁ'
. Ultrafiltrate
Magnetic stirrer
ultrafiltracija

(koncentriranje &
razredcCenje)



GF v praksi - vCasih

PE TS =P

kolone za
gelsko
filtracijo

kolektor z epruvetami

AT R R T T
= - o

1JS, B1, hladna soba
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GF v praksi - danes

s prostor za
| kolono

UL FKKT, Katedra za biokemijo e







elska filtracija i : |on.s ko-| afinitetna
) ; S n,? kromatografija |
kromatografija ! ‘;

Superdex G200 MonoQ HIiTRAP IMAC




3. vaja - Razsoljevanje proteinov z gelsko
izkljuCitveno kromatografijo

oborjeni proteini
(40% amonijev sulfat)

l+ 0,1 M NaCl

raztopina
proteinov in soli

gelska
filtracija
razsoljen
vzorec

merjenje A,g, = kromatogram

detekcija NH,* ionov
(Nesslerjev reagent)

NH,* + 2[Hgl,]* + 40H™ >
HgO-Hg(NH,)I + 71" + 3H,0



