Prazské analytické centrum inovaci
Projekt CZ.04.3.07/4.2.01.1/0002 spolufinancovany ESF a Statnim rozpoétem CR

Separace peptidu vysokoucinnymi
separacnimi technikami

Jana Suchankova
PrF UK Praha

*® W ok
* =
b w
* **
-
-

VSCHT
PRAHA




rychly vyvoj, narist zdjmu o tuto oblast
dulezitd role ve fyziologii zdravych i nemocnych
bunek

funkce metabolické, strukturdlni, fransportni a
obranne

vyznamna skupina léciv (od cukrovky k rakoving)

chromatograficke techniky
elektromigracni techniky
multidimensionalnil techniky
miniaturizovane separacni techniky




retézec tvoreny aminokyselinami - 20 zakladnich

AMK se lisi vlastnostmi postranniho retezce
(struktura, velikost, elektr. naboj, rozpustnost ve vodeé)

AMK sekvence = charakteristické fyzikalne
chemicke vlastnosti a funkce peptidd a proteint

primarni sekvence urcuje metody analyzy
peptidl a proteind
konformace, sekundarni struktura

stabilizace hydrofobnich peptidu ve vodném
prostredi

cyklicka strukfura




Viylucovaci (gelova) chromatografie
Iontove vymenna chromatografie
Hydrofobni interakcni chromatografie
Afinitni chromatografie

Reverzni HPLC

silikagelove kolony

zirkoniove kolony

kolony s casticemi mensimi nez 5 pm
porézni kolony

monoliticke kolony

kapilarni kolony




gelova elektroforéza (plosna i kapilarni)
kapildrni zonova elektroforéza
micelarni elektrokineticka chromatografie

kapildrni izoelektrické zaostrovani
kapildrni elektrochromatografie




Mechanismus

deleni podle velikosti/molekulové hmotnosti a
tvaru hydratovanych molekul

nedochazi k interakcim

iv tercidlni stiruktury peptidu a protfeint

iv denaturace na velikost peptidu a proteint
iv.chem. protredi na tvar peptidu a proteind

jednoducha, rychla, univerzalni

nedochdzi k inaktivaci bioaktivnich analytt -napr::
hormonu, enzymu




Aplikace
separace a cisteni analytu o ruzne velikosti
zmeéna prostredi vzorku (odsolovani)

urceni molekulove hmotnosti a tvaru
proteind

1959: Sephadex - rozsireni gelové chromatogr.

HPLC mod: semirigidni (PS) a rigidni (silikagel)
porézni cdstice s jednotnou velikosti port
SILIKAGEL: aniontova povaha, hydrofobni

interakce = endcapping, pridavek soli do
ME, prace pri pH < 7, jine kolony.




Moderni SF: modifik. povrch = biokompatibilta
polymerni nosice
na bazi Zr modifikovaného diolovymi skupin.

silikagel potazeny vrstvou hydrofilniho
polymeru

Parametry SE
rozmer poru: vylucovaci limit
uniformni distribuce velikosti pérd:
rozmyvani pikd
jednotna velikost (5-10 um) a tvar cdstic
(sftericky): dcinnost kolony




Limitace/Omezeni SEC

plynou z mechanismu separace - hejsou
specificke interakce

mald kapacita objemova i hmotnostni (objem
vzorku max. 5 7% objemu SF v kolone)

dlouha doba analyzy
zredéni vzorku

malé rozliseni - dlouhé kolony, nizky priitok,
spojent kolon o ruzné porozité nebo vylucovacim
limitu




Typické podminky separace

teplota: 4 - 37 °C
mobilni faze: pufry o nizkeé iontové sile a
blizko fyziologického pH
- 50 mM KH,PO, (pH 6,5) + 100 mM KCI

prutok MF: 0,5 - 1,0 m|
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COLUMN:
SynChropak GPC 300
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Regenerace a skladovani SEC kolon

promyvani 0,1 M fosforec. pufrem (pH 3,0)
hydrofobne zachycené analyty: gradient ACN
razantni vymyti: 0,5 7% SDS

polymerni kolony: 0,2 M NaOH

promyvani v opac nem smeéru polovicnim

prutokem

dlouhodobé skladovani: antimikrobialni
cinidlo (azid sodny, MeOH)




prvni typ chromatografie ve vysokotlakém
modu

70. leta minuleho stol.: silikagelové ionexove
pryskyrice

Mechanismus

reverzibilni, elektrostaticka (nebo iontova)
intierakce mezi nabitymi analyty (a solemi) v
mobilni fazi a nabitymi iontove vymennymi
skupinami SE

deleni' peptidu/proteint podle nabojes pI,
katexy (pH < pL), anexy (pH > pI)




|ze separovat vsechny makromolekuly nesouci
haboj - adsorpce na SF

casto zachovana biologicka aktivita
snadné zakoncentirovani zredénych vzorka

Déleni v IEC

umozneno ruznou siloul interakce analytu se
SF

slabd interakce = rychla eluce, silna
interakce = silné zadrzeni

Aplikace

ourifikace peptidu a protieint (biochemicke
aboratore)

analyza peptidd: preference RP HPLC




HPIEC staciondrni faze
puvodné na badzi silikagelu
nové materialy: PS-DVB, alumina, PES-PA,
pelikuldrni hydrofilni polymery

odolnost vici vysokéemu tilaku

analytické kolony: castice 5-10 um, preparativni
kolony: az 25 pm

dostatecna velikost pord - vylucovaci limit
porézni cdstice: velkd sorpcni kapacita (az 40 %
hmotnosti SF v hydratovaném stavu), analyticke
dcely 10 -20 7




typicka
funkeni
skupina

katex

typicka
funkeni
skupina

smiseny
lonex

s/aby

polyamin

s/aby

karboxy-
methyl

amin-
karboxy

streadnr

diethyl-
aminoethy!

strednr

fosfo

karboxy-
sulfo

siiny

kvartérni
amin

siiny

sulfo

kvartérni
amin-sulfo

oznaceni ,slaby, stredni, silny" souvisi s hodnotou pK, funkcnich skupin




Vliv pH mobilni faze na stupen ionizace funkcnich
skupin ionexu

ANEXY KATEXY
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Volba podminek IEC separace

snaha maximalizovat vazbu mezi opaché nabitym
analytem a ionexem = silné ionexy

kyselé peptidy/proteiny (pI < 6): analyzovany jako
anionty na anexu (pH mobilni faze > pI)

bazické peptidy/proteiny (pI > 8): analyzovany
jako kationty na katexu (pH mobilni fdaze < pI)

pH mobilni faze minim. o jednotku odlisné od pX;
funkcnich skupin ionexu = ionizace minim. 90 7%

klicove parametry: pH' a iontovaisila ME




Pufr

pK

rozsah pH

fosforecnanovy

21/7.2/123

15-27/66-78/11,7-129

citratovy

31/47/54

25-37/41-53/ 48-60

mravencanovy

3,8

32-44

octanovy

4,8

42-54

piperazinovy

5,7

50-6,0

MES 2-[N-morfolino]

ethansulfonova kyselina

6,1

595-6,7

bis -TRIS bis[2-

hydroxyethylJiminotris
[hydroxymethyl]methan

6,9

58-7,2

HEPES N-[2-

hydroxyethyl]piperazin-N'-

ethansulfonova kyselina

7,5

6,8 -8,.2

TRIS

tris[hydroxymethyl]-
aminomethan

8,3

/,7-89

boradtovy.

9,2

8,6-9,8

diethylaminovy.

99 -111




eluce zmenou iontove sily
katexy: Ag® > Cs* > K* > NH,* > Na* > Li*
anexy: NO5- > PO,3- > CN- > HCO5- > HCOO: >
CH-COO:-

Typické podminky separace

vzorek rozpustény v. MF nebo ve velmi
podobném rozpoustedle

nutné vymyti nezachycenych castic
gradientova Ci skokovad eluce pufrem o
vhodném pH a iontove sile




KEY (Net Charge pH 3)
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= Oxytocin (+1)

= [Arg®]- vasopressin (+2)

= Somatostatin (+3)

= Substance P, free acid (+3)
= Substance P (+3)

= Bovine Pancreatic

Polypeptide (+5)

= Anglerfish Peptide Y (+6)
= Human Neuropeptide Y (+7)
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* kolona: PolySULFOETHYL
Aspartamid (200x4,6 mm)

* MF: A-5 mM KH,PO,, pH 3,0
+25 70 ACN; B-5 mM KCl+25 7
ACN; gradient 2,5 7 B/min

- prutok MF: 0,7 ml/min




Regenerace a skladovani IEC kolon

dulezity krok pro zachovani
reprodukovatelného chovani
probiha déle nez u jineho typu kolon

skladovani v pufru s pridavkem
antimikrobidlniho cinidla




separace peptidl a protfeinu bez nebezpeci
denaturace

obdobny mechanismus jako u RP HPLC
KOLONA

mene hydrofobni ligandy
mensi stupen pokryti povrchu
nosic se Ucastni separacniho procesu

MOBILNT FAZE

vodne roztioky pufru o vysoke iontiove sile a
neutrdlnim pH




Mechanismus

slaba hydrofobni inferakce mezi analytem a
ligandem SF za pouZziti MF o vysoke iontove
sile

2 teorie vysvetlujici vznik vazby analytu a SF

preskupeni molekul vody okolo hydrofobni
casti molekuly

vysoleni analytu do SF v dusledku velkého
povrchoveho napéeti ME

ve skutecnosti kombinace obou efekt

retence v HIC zavisi na hydrofobni casti
molekuly pristupne pro interakce




HIC staciondrni faze
silikagel modifikovany arylovymi, diolovymi
i kratkymi alkylovymi retézci
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Mobilni faze
vodny roztok soli o vysoke iontove sile
neutralni pH

eluce klesajicim gradientem iontove sily
(napr. (NH,),SO,, Na,SO,, NaCl)

Faktory ovlivaujici retenci v HIC

typ a koncentrace soli
pH mobilni faze
teplota




Typické podminky separace

C4 silikagelova SF (100 x 4,6 mm)

teplota 40 °C

MF: eluent A-0,1 M K;HPO,, pH 7,4 + 15 M
(NH,),S0,
eluent B-0,1 M K;HPO,, pH 7,4

klesajici gradient (NH,)>,S0, (100 7% az O 7
eluentu A za 20 min)

prutok MF: 1 ml/min

vyhody (NH,),SO,: velkd rozpustnost, nizka UV
absorbance, zpomaleni mikrob. rustu




E\_: cfochkrlom “ ., kolona: Supelcosil
evalbumin LC-HINT diol

C: ovalbumin
D: a-chymotrypsinogen A 100x4,6 mm; 5 um

D eluent A: 3 M
(NH,),SO, v 05 M
NH,Ac o pH 6,0

c eluent B: 0,5 M
U\f L NH,AC o pH 6,0
— —

prutok MF: 1 ml/min

8 12 16 20 24 28 0 &4 8 12 16
TIME (min) TIME (min) detekce: 280 nm

PANEL A: grad. 100-07 A/20 min; 10 min 07 A; 0-1007 A/5 min
PANEL B: grad. 100-07 A/0i5min; 10 min 0% A; 0-1007 A/5 min




Regenerace a skladovani HIC kolon

promyvani deionizovanou vodou

/07 ethanol nebo 307 isopropanol, pote
deionizovand voda

polymerni kolony: 0,5 M NaOH ' pro odstranéni
silneé sorbovanych latek

dlouhodobé skladovani: antimikrobialni ¢inidlo




Mechanismus

pevne, reverzibilni a specificke interakce
mezi analytem a ligandem (afinantem) tj.
komplementarnimi latkami

interakce hydrofobni, iontove, vodikové
mustky

Aplikace
izolace a ¢istéeni biomolekul

studium interakci protein-protein, protein-
peptid







Afinitni staciondrni faze

na bazi silikagelu nebo syntetickych
hydrofilnich gell

nosic inertni vici analytu
aktivni mista pro navazani ligandu
vazba ligandu na nosic dostatecné pevna

vhodnd afinhita ligandu a proteinu (prilié silnd =
ztrata aktivity pri eluci)

minimalni' nezadouci nespecificke interakce




Dilezité parametry

vyber nosice, chemické vlastnosti nosice
vybeér ligandu

zpusob vazby ligandu na nosic, délka
spaceru, vazebné misto

Ligandy
specificke (antigen/protilatka,
substrat/inhibitor)
multifunkeni (konkanavalin A/glykoprotein)




Typické podminky separace

velmi individualni, v zavislesti na analytu
pH, iontova sila, teplota
prutok MF a gradientovy profil

eluce kompetitivni (soutézici ligand v. MF) Ci
nespecifickd (zmena pH, iontove sily)




prutok MF:

1 ml/min
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Kolona: sklenéné castice s navazanou protilatkou (150x4,6 mm)

Mobilni faze: 0,01 M fosforecnanovy pufr, pH 7,2; linearni
gradient pH - isokraticky/0-15 minh; pH 7,2 az 1,5/15-30 mih;
ddle isokraticky




nejcaste i pouzivand tiechnika pro separaci,
cisteni a studium pep’rldu a proteint

metoda rychld a Gcinna
Ize najit podminky, kdy nedochazi k denaturaci

Mechanismus

adsorpce analytu ha SF a/hebo rozdeleni
(rozpousténi) analytu mezi SF a MF

zavislost retence pep’ndu na malé zmeéne
obsahu organ. modifikatoru podporuje
adsorpcni mechanismus

pravdepodobne kombinace obou model




STACTONARNE FAZE a VYBER KOLONY

~ silikagel modifikovany ruzné dlouhymi.
alkylovymi retezci - endcapping, omezena
chemicka stabilita

> polymerni kolony - PS-DVB, pH 2 - 12, nizsi
dcinnost

> zirkoniove SF - \liny mechanismus, vyborna

chemickad a tepelna stabilita
> monolitické materialy

> typ navazaneho ligandu
~ délka a prumer kolony
> velikost pori (90 A, 300 A, 4000 A)

> velikost castic (5-8 um, az 40 um)




Z0 rbax XOB C8 | Zorbax SB C8

Zob ax Rx C18 Zorbax SB C18




Podminky separace peptidu
20 7% (0,1% TFA v ACN) a 80 % (0,1% TFA v H,0)
prutok 1 mL/min
detekce 205 nm
teplota 37 °C

VYBER STACIONARNL FAZE

silné hydrofobni peptidy: C4, C5
hydrofilni peptidy: C8, C18




ORGANICKY MODIFIKATOR

elucéni sila
viskozita
cistota




TONTOVE PAROVE CINIDLO

pH 2-7: zbytky bazickych AMK pozitivné nabité
> komplexace s hydrofobnimi aniontove
parovymi cinidly TFA, PFPA, HFBA

pH > 5: zbytky kyselych AMK negativné nabité
~> komplexace s hydrofobnimi kationtove
parovymi cinidly TEAA (triethylaminacetat)

pH ovlivAuje ionizaci analytu a chovani
nosice/ligandu SF







VLIV GRADIENTU A PRETOKOVE RYCHLOSTT

0.1 ML/MIN 2 ML /MIN
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1 - uracil

2 - Arg-vasotocin

3 - Lys-vasopressin
4 - Arg-vasopressin
5 - Isotocin

6 - Oxytocin

7 - Desmopressin

1- uracil
2-Arg-vasotocin

3- Lys-vasopressin
4- Arg-vasopressin
5- Isotocin

6- Oxytocin

7- Desmopressin
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oxytocin

[leu’]-enkefalin

slozeni fOI merizacni
smesi: 17,8 7% BMA +
218 7 EDMA + 0,4 75
AIBN + 18,0 7% butan-
1.4-diol + 36,0 %
propan-1-ol + 6,0 7%
deioniz. voda (hm. %)

delka kolony: 14 cm
(i.d. 320 pm

mobilni faze:
10:89,5:0,5 (v/v/v)
ACN:H,O: TFA

pritok: 2 ul/min

UV detekce: 214 nm
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sloiem folzmer'lzacm
smesi: 15

HMMAA + 12 4 %
EDMA + 0,3 % AIBN +
7.5 7 butan-1 4-diol +
64,4 % propan-1-ol
(hmotnostni %)

delka kolony: 17 cm
gOdOSZO um g teplota:

mobilni faze: A - 100
mM TEAA ve vode, B -
100 mM TEAA v ACN;
gradient: 87 - 80 7. B
za 60 min; prutok: 6
L/ min

UV detekce: 260 nm




kolona: XTerra RP C18
3,5 um (150 x 0,32 mm)

Leu’-enkefalin

Met*-enkefalin A'T, Leu®-enkefalin
' |

[ | mobilni faze: 75 7
Met’-enkefalinamid (0,1% TFA v H,O) + 25
i ! 7 (0,1% TFA v ACN)

prutok: 3 pl/min

t UV detekce: 212 nm
\ /\\/J Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

Met°-enkefalin
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odezva [mAU]

8 .
Lys -vasopressin

8 .
Arg -vasopressin
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Oxytocin

o

kolona: X Terra RP C18
3,5 pm (150 x 0,32 mm)

mobilni faze: 85 % (0,1
7% TFA v H,0) + 15 %
(01 % TFA v ACN)
prutok: 3 ul/min

UV detekce: 212 nm




Arg®-vasotocin  Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly

Lys8-vasopresin  Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly

Argt-vasopresin  Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly
Oxytocin Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly
disulfidicky mustek mezi Cysl a Cys6




HIGH-PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY
OF PEPTIDES AND PROTEINS

Separation, Analysis, and Conformation
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ROBERT 8. HODGES
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