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CHROMATOGRAFIE



Chromatografie

co je to? : siroka skala fyzikalnich metod pro analyzu
nebo separaci komplexnich smesi

proc je to super? : vysokée rozliseni komponent i velmi
slozité smesi, typicky velmi mirné podminky

princip: déleni slozek smesi mezi dvema fazemi, tzv.
mobilni a stacionarni

— smés latek rozpusténa v mobilni fazi (kapalina, plyn), prochazi
sloupcem stacionarni faze (pevné Castice, tenka vrstva kapaliny
na povrchu pevné castice,...), jednotlive Iatky ze smeési interaguji
riznym zpusobem se stacionarni fazi — rychlost praniku
jednotlivych slozek je ruzna



Rozdéelovaci koeficient

* behem chromatografie dochazi opakovane
k prechodu slozek do stacionarni faze a zpet do
faze mobilni — pri priblizeni rovnovaze Ize
rozdeleni slozky mezi dveé faze popsat
distribuCni konstantou (rozdelovaci koeficient)
K=[A]s/[A]m

« K vyjadruje pomer rovnovaznych koncentraci
teto slozky v obou fazich

* dnes obrovska Skala ruznych
chromatografickych metod, i zpusoby déleni
ruzné



Chromatografie - rozdeleni

* dle separacniho mechanismu (charakter interakce
délené latky se stacionarni fazi)

— adsorpéni (rizna schopnost latek adsorbovat se na povrch
pevné faze (adsorbentu) jako je napf. oxid hlinity, silikagel;
sorpce latek je dusledkem rtznych polarnich sil povrch adsorb -
separovana latka a povrch adsorbentu — mobilni faze)

— rozdélovaci (déleni latek mezi dvé navzajem nemisitelna nebo
omezenée misitelna rozpoustedla, jedna z kapalnych fazi je
zakotvena na pevny nosic (stacionarni faze), druha kapalina
pres ni pretéka (mobilni)

— ionexova (nebo téZz chromatografie na ménicich iontu, zalozena
na iontovych interakcich mezi iontomeniCem a separovanou
latkou, ktera nese opacny naboj)

— afinitni (vlastné specialni pfipad adsorpcni, zalozena na
specifickych reversibilnich interakcich, napf. enzym-substrat,
enzym-kofaktor, antigen-protilatka, hormon-receptor)



Chromatografie - rozdeleni

 dle skupenstvi fazi

— kapalinova (kapalina-kapalina, kapalina -
pevna latka)

— plynova (plyn — pevna latka, plyn — kapalina)
 dle techniky provedeni

— sloupcova (na kolone)
— v plosném usporadani (tenka vrstva)



Chromatografie — zakladni parametry

- t,— mrvy retencni Cas (Cas, ve kterém z kolony vyjde latka, ktera
za danych podminek nema ke stacionarni fazi zadnou afinitu a je po
celou dobu separace rozpusténa v mobilni fazi)

« t —retencni €as (Cas, ve kterém z kolony vyjde latka separovana)
t >t

* V_,— mrtvy reten€ni objem — vétSinou shodny s objemem mobilni
faze v koloné V|,

* V,—retenéni (elu€ni) objem

* k- kapacitni faktor (kapacitni pomer) — mira zpozdéni (retence)
latek zadrzovanych stacionarni fazi kolony

— je to pomér doby, kterou prumérna molekula separované latky stravi ve
stacionarni fazi, k dobé stravené ve fazi mobilni

— zavisi prevazne na povaze stacionarni a mobilni faze a jejich
vzajemném pomeru

— na rozdil od t, nezavisi na prutokoveé rychlosti ani na rozmérech kolony



GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE

« gelova chromatografie, gelova filtrace, chromatografie na
principu molekuloveho sita

* rozdeleni na zakladé velikosti a tvaru molekul

« rozdelovaci chromatografie kapalina-kapalina

 stacionarni fazi je kapalina zakotvena v gelu

* mobilni fazi je stejna kapalina, protékajici mezi Casticemi
gelu

« separace slozek je dana schopnosti separovanych
molekul prochazet pory stacionarni faze, malé molekuly
jsou zpomalovany vice a jednotlivé slozky smesi se
uvolnuji v poradi klesajici velikosti molekuly



GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE

e nejcastéji voda-voda, nizka iontova sila (zadny naboj na
kolone)

* hydrofilni gely (prokfizeny dextran, agarosa,
polyakrylamid)

 frakcionacni rozsah gelu — rozmezi molekulovych
hmotnosti molekul ,déelitelnych® na gelu

* rozliseni Ize ovlivnit volbou vhodného typu gelu, velikosti
castic, rozméry kolony, objemem vzorku a prutokovou
rychlosti

 praktické pouziti : purifikace proteinu ze smési, odhad
molekulové hmotnosti proteinu, odsoleni
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Sephadex G-10 0,05 - 0,07
Sephadex G-25 PR
Sephadex G-50 1-.30
Sephadex G-100 4 - 150
Sephadex G-200 5 = 600
Bio-Gel P-2 01 - 18
Bio-Gel P-6 1-6
Bio-Gel P-10 1,5 - 20
Bio-Gel P-30 24 - 40
Bio-Gel P-100 510
Bio-gel P-300 60 — 400
Sepharose 613 10~ 4000
Sepharose 413 60 — 20000

Sepharose 2B F0 ~ 40000
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IONEXOVA CHROMATOGRAFIE

» separace latek nesoucich naboj

* vymeéna iontu — ionty elektrostaticky navazané
na povrch pevneho, nerozpustného, chemicky
iInertniho podkladu se reversibilne vymenuji za
lonty z roztoku
R*A "+ B < R*B + A

« zaklad separace — afinita iontu k ionexu neni
stejna, zavisi na velikosti naboje a polomeru
lontu



IONEXOVA CHROMATOGRAFIE

sila vazby je ovlivhéna iontovou silou prostredi a
hodnotou pH

latky nesouci stejny naboj jako ionex nebudou
zachyceny vubec

AK — pri pH nizsim nez je pl ma latka kladny naboj a
vaze se na katex, pri pH nad pl ma latka zaporny naboj a
vaze se na anex

inertni matrice s kovalentne navazanymi kladne nebo
zaporne nabitymi funkcnimi skupinami, charakter
skupiny udava silu ionexu, jejich celkove mnozstvi
kapacitu ionexu

jednotlivé faze chromatografie : ekvilibrace ionexu,

sorpce separovane latky na ionex, desorpce latek
zmenou podminek (pH, iontova sila), regenerace ionexu



Oblast stability

proteinu

Vazba
na anex

bilkoviny |ze separovat na katexech i
anexech, nebot jejich nabojové

Vazba J

na katex

Celkovy naboj proteinu

rizné typy ionexu

a) polystyrenova pryskyfrice
zesitovana divinylbenzenem

b) celulosovy nosic
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IONEXOVA CHROMATOGRAFIE

matrice — polystyren, celulosa, polyakrylamid, agarose, dextran

nazev Funkéni skupina
anexy | Aminoethyl (AE-) -OCH,CH,NH;*
Diethylaminoethyl (DEAE-) |-OCH,CH,N*H(CH,CH,),

Kvarterni aminoethyl (QAE-)

katexy | Karboxymethyl (CM-) -OCH,COO
Fosfo -PO,H.
Sulfopropyl (SP-) -CH,CH,CH,SOy




Chromatofokusace

Zvlastni typ chromatografie na ménicich iontu
Déleni proteinu (&i jinych amfiontu) podle
Isoelektrickeho bodu

Gradient pH se vytvari primo na koloné (elucni
pufr o urCitem pH vstupuje do kolony s ionexem,

ktera je ekvilibrovana na jiné pH startovacim
pufrem)

Neni vhodné pro proteiny, ktere ve svéem pl
precipituji
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Fig. 3. Formation of a pH gradient (pH 9—6) in a column of PBE 94 eluted with Polybuffer 96. (a)
(b) (¢) (d) represent different stages in elution.



AFINITNI CHROMATOGRAFIE

vysoky stupen precisteni v jedinem kroku
ligand navazan na chemicky inertni
nerozpustnou matrici

z roztoku ze smesi molekul se zachyti jen
odpovidajici protein

eluce navazaneho proteinu bud' latkou s vyssi
afinitou nebo zmenou podminek (pH, iontova
sila), které premeni komplex protein-ligand na
nestabilni

spacer — raménko, kvuli sterickému branéni
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1. Affinity medium is equilibrated in binding buffer

2, Sample is applied under conditions that favour specific
hinding of the target maolecule(s) to a complementary binding
substance (the ligand). Targer substances bind specifically,
but reversibly, to the ligand and unbound material washes
through the column,

3. Target protein is recovered by changing conditions to
favour elution of the bound molecules. Elution is performed
specifically, using a competitive ligand, or non-specifically, by
changing the pH, ionic strength or polarity, Target protein is
collected in a purified, concentrated form.

4, Affinity medium is re-equilibrated with binding buffer.

adsorption of wash elute

samgle and __ o Et:\'ﬂ!d—-. bound ——=- re-equilibration
elution of unboun protein(s)

unbound material — material

change to
elution buffer
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Fig. 2. Typical affinity purification.
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AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Priklady afinitnich interakci

enzym analog substratu, inhibitor, kofaktor
protilatka antigen,virus, bunka
lektin polysacharid, glykoprotein, bunecny povrch, receptor

nukleova kys. “ komplementarni sekvence, histony, DNA/RNA
polymerasy, DNA/RNA vazajici proteiny

hormon, vitamin receptor, prenasece
glutathion glutathion-S-transferasa nebo GST fuzni proteiny
kovove ionty Poly (His) fusni proteiny, nativni proteiny s

His, Cys, Trp na povrchu




HYDROFOBNI CHROMATOGRAFIE

hydrofobni interakce hydrofobnich Casti
proteinu s nepolarnimi skupinami
imobilizovanymi na vhodném nosici

deleni na zaklade odlisné povrchove
hydrofobicity

purifikace proteinu v nativhim stavu

eluce gradientem zeslabujicim povahu
interakci (napr. klesajici koncentrace soli)



PAPIROVA CHROMATOGRAFIE

e extréemne jed noducha BiRReaMipng papirov i), Jeaturnd papirovs
+ déleni malych .
molekul (AK) = "
 deleni na zaklade e,
rozdilné rozpustnosti TN

}

v mobilni fazi
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1. QuadTec UV/Vis detector 2. SV5-4 select valve 3. BioLogic Maximizer mixer 4. AVR9-8 switching
valves 5. BioLogic Maximizer buffer blending systém 6. pH monitor 7. F40 workstation 8. BioFrac
fraction collector 9. AVR 7-3 sample inject valve 10. UNO Q1 column 11. BiolLogic rack 12.
BioLogic DuoFlow software 13. USB bitbus communicator 14. Dell controller
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