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Prehled prednasky

* Princip chromatografie
e Zakladni soucasti chromatografu
* Druhy chromatografie

 Priklady pouziti



Princip chromatografie
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Molekuly se rozdéluji mezi stacionarni a mobilni fazi, ¢imz je

dosazeno rozdéleni molekul.



Chromatograf — pristroj slouzici k separaci slozek vzorku

Mobilni faze — neboli eluent, je faze pohybuijici se
chromatografickym systémem. Tato faze privadi vzorek do
stacionarni faze, kde dochazi k jeho separaci

Stacionarni faze — je faze ukotvena na misté zpravidla ve
formé kolony, pres kterou prochazi mobilni faze a také
slozky vzorku. Zde dochazi k separaci v dusledku distribuce
vzorku mezi stacionarni a mobilni fazi

Chromatograficka separace — rozdéleni vzorku na jednotlivé
slozky (analyty) na zdkladé rozdilné distribuce mezi mobilni a
stacionarni fazi

Retencni Cas — Cas, ktery slozka potfebuje k prichodu
chromatografickym systémem

Chromatogram — zaznam z chromatografu znazornujici
jednotlivé analyty nejcastéji ve formé tzv.
chromatografickych pikti oddélenych navzajem zakladni linii

Preparativni chromatografie — slouzi k izolaci Cistych
alespon Cistéjsich) slozek vzorku, které jsou ddle pouzity (k
chemickeé reakci, dalsi separaci apod.)

Autosampler - automaticky davkuje vzorky do pfristroje

Frakéni kolektor — sbira eluent po prichodu kolonou
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Druhy kapalinové chromatografie

1. Afinitni chromatografie

2. lontomeénicova chromatografie
3. Hydrofobni interakce

4. Gelova chromatografie

5. Reverzni faze



1. Afinitni chromatografie

SAMPLE APPLICATION
AND WASH

https://www.youtube.com/watch?v=ezj9MVGCf8c


https://www.youtube.com/watch?v=ezj9MVGCf8c

IMAC chromatografie
Immobilized Metal ion Affinity Chromatography
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e Zalozena na principu kovalentni vazby mezi histidinem a kovy — Co, Ni, Cu

e Pouziva se pro purifikaci proteind s rekombinacné vlozenym “His-tag”

* Pro eluci navazaného proteinu se pouziva zpravidla pridani imidazolu jako
kompetitoru k His nebo zménapHz 8 na5

* Vazebna kapacita priblizné 10 mg proteinu/mL sorbentu O
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https://www.google.cz/imgres?imgurl=https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/e/ed/Imidazol.svg/220px-Imidazol.svg.png&imgrefurl=https://en.wiktionary.org/wiki/imidazole&docid=eZyT7wapx3EqqM&tbnid=chOMamR-o3A4dM:&vet=10ahUKEwj3itWq_a3eAhWKzaQKHWjABU0QMwg8KAAwAA..i&w=220&h=327&bih=1361&biw=1345&q=imidazole&ved=0ahUKEwj3itWq_a3eAhWKzaQKHWjABU0QMwg8KAAwAA&iact=mrc&uact=8

Priklad pouziti afinitni chromatografie

A Affinity chromatography [AC)

sample: 10 mil £. coli extractwith low-level expression of
a histidine-togged maonnonase, Man 264, from
Cellulomonas fimi (M_~ 100 000]

Column: HisTrap HP 1 ml

Binding buffer: 20 mM sodium phosphate, 30 mM imidazaole,
500 mM NaCl, pH 7.4

Hution buffer: 20 mM sodium phosphate, 500 mM imidazole,
500 mM NaCl, pH 7.4

Gradient: 25 ml linear gradient 30-300 mM imidazole
Flow rate: 1 ml/min
System: AKTA
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e Rychla a ucinna separace z bunécného extraktu



2. lontomenicova chromatografie

ELUTION

https://youtu.be/q3fMqgT1do8


https://youtu.be/q3fMqgT1do8

Priklady pouziti lonex chromatografie pro
purifikaci DNA

Separace a purifikace oligonukleotidt

Figure 19. Elution of PdA Oligonucleotides
12- to 60-mers: ProSwift WAX

400-625 mM NaCl in 35 min, 20 mM Tris pH 8, 30 °C, Curve 4, 1 mL/min
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3. Hydrofobni interakce

ELUTION

https://youtu.be/v6SPK6ZovgA


https://youtu.be/v6SPK6ZovgA

4. Gelova chromatografie
Size Exclusion Chromatography = SEC

MECHANISM

https://youtu.be/oV5VB5k03tQ


https://youtu.be/oV5VB5kO3tQ

Retencni cas se s mnozstvim zkracuje

Figure 17. Oligonucleotide Dynamic Capacity Comparison:
Aldehyde Reductase Primer (25 base) + Trityl group

DNAPac PAT00 (4 x 50 mm)
150-600 mM NaCl in 18 min

Flow: 1.00 ml/min
WVL:260 nm

2.3

AU

ProSwift WAX-1X (4.6 x 50 mm)
300-925 mM NaCl in 18 min

WVL:260 nm
1.296 mg

432 11g
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5. Reverzni faze

https://youtu.be/-ajxqELsCFM



https://youtu.be/-ajxqELsCFM

HEPARIN - afinitni chromatografie
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Adsorption Wash Desorption

pufr A: 10 mM TRIS-HCI (7.5) 200 mM NaCl
pufr B: pufr A+ 800 mM NacCl; pratok 1ml/min



Priklady purifikace proteinu

1. Lidsky protein POT1 (Protection Of Telomeres)

2. Purifikace extraktu obsahujici aktivni telomerazu



Priklad 1 - hPOT1
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* DNA vazebny protein,

vaze jednoretézcovou telomerickou DNA
e Exprese v hmyzich burikdch pomoci bakulovird
e GST tag pro lepsi stabilitu a rozpustnost

. Hmyzi buriky:
Spodoptera frugiperda
(Blyskavka kukufi¢nad)

Purifikace:
e Rozbiti bunék sonikdatorem

e Centrifugace -> odstranéni nesolubilnich ¢asti

e Afinitni chromatografie (skrze 6xHis tag)
* Eluce imidazolem*

e Qdstépeni elucniho tagu pomoci HRV3C proteazy

* Gelova permeacni chromatografie



Afinitni chromatografie 5 :
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lontomeniCova chromatografie

DNA vazba (sorbent Heparin)
Eluce gradientem NaCl (0 - 1 M) — Cerna linka na chromatogramu

cervena linka reprezentuje namérenou konduktivitu
modra linka reprezentuje namérenou absorbanci A,g,

Fractions
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Na kolonu se zachyti v nizké soli pouze DNA

vazebné proteiny, ostatni protecou.
Po eluci drzi odStépeny protein zajmu se zbytkem

protedzy v nativnim komplexu (podle SDS gelu).

Cervené POT1,
oranzové odstépené
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Gelova chromatografie

Superdex 200, 120 mL kolonka -
Pufr: 50mM Napi, 800mM NaCl, pH 7 %"* v ——— —-— e -
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§ Odstranéni proteazy (24 kDa) a

B : zbytku expresnich tagd (15 kDa).
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rnnnn{ra :’“‘ §ipka)-
T T T T I’—rﬂ[l[\




Kvantitativnhi zhodnoceni purifikace

e \/stup: 7,2 g peletu hmyzich bunék s hPOT1
e \Vystup: 0,017 mg Cistého proteinu (V=35uL, c=7,3uM)

e Casova naroénost: purifikace 13 hodin kontinudlni prace

Mnozstvi proteinu v jednotlivych krocich

krok [mg]
Po Eluci 5,23
Po Stépeni 5,13 ¢
Po heparince 0,84 ’
Pfed gelovkou 0,27 ’
Zamrazeno 0,017 ' ﬂ — o—

Po Eluci Po Stépeni Po he Zamraieno

Mnoho purifikacnich krokl = velké ztraty proteinu.



Priklad 2. Purifikace telomerazy - postup

Centrifugace 25000 g, 15, 4°C

PEG srazeni 10 % PEG 8000, 30, 4°C
# Modified procedure from Fitzgerald et. al. PNAS 1996
Filtrace 0.45 um
DEAE chromatografie Macroprep (BioRad)
Dialyza M.W. cut off 8000
HEPARIN chromatografie HiTRAP (GE)




Priprava dostatecného mnozstvi
vychoziho materialu

Pred dalsim krokem je nutné zvysit
pocatecni mnozstvi purifikovaného
materialu => homogenizator rostlinného

materialu



Hmozdirovy mlyn RM 100 alias
automaticka treci miska

e Zpracovani 4 — 100 g materialu najednou

e Moznost mleti v tekutém
dusiku

 VVysledna zrnitost ~ 10 um



Aniontoménicova DEAE chromatografie — slaby naboj

DEAE dietylaminoetyl
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Prehled velikosti pouzivanych kolon




Profil po DEAE chromatografii
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HEPARIN - afinitni chromatografie
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pufr A: 10 mM TRIS-HCI (7.5) 200 mM NaCl
pufr B: pufr A+ 800 mM NacCl; pratok 1ml/min



A aktivita

V4
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Prehled mnozstvi materialu

Vychozi : mikrokalusova kultura 100 g
Hruby extrakt po srazeni PEG: 150 mg
Po 1. purifikacnim kroku (DEAE): 10 mg

Po 2. purifikaCnim kroku (Heparin): 0.5 mg
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