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Princip chromatografie

Molekuly se rozdeluji — prechazeji mezi stacionarni a mobilni fazi,
Cimz je dosazeno rozdeleni molekul.
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Zakladni casti chromatografu

Chromatograf — pfistroj slouzici k separaci slozek vzorku
Mobilni faze — neboli eluent, je faze pohybujici se chromatografickym systémem.

Tato faze pfivadi vzorek do stacionarni faze, kde dochazi k jeho separaci

Stacionarni faze — je faze ukotvena na misté zpravidla ve formé kolony, pres Mixer g

kterou prochazi mobilni faze a také slozky vzorku. Zde dochazi k separaci v % ction valve
s QT J
dUsledku distribuce vzorku mezi stacionarni a mobilni fazi

Tubing

Chromatograficka separace — rozdéleni vzorku na jednotlivé slozky (analyty) na

Column

zakladé rozdilné distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi Buffers/ |

solutions

Retenéni ¢as — Cas, ktery slozka potfebuje k prichodu chromatografickym

systémem
Chromatogram — zaznam z chromatografu znazorrujici jednotlivé analyty _ ] ﬁ‘ .

. v v . o . . .. i , Fraction collector J :
nejéastéji ve formé tzv. chromatografickych pikt oddélenych navzajem zakladni 'pH Condu_dmy UVIVis absorbonce

linii

Preparativni chromatografie — slouzi k izolaci Cistych nebo alespon CistéjSich
sloZzek vzorku, které jsou dale pouzity k chemické reakci, dalSi separaci apod.
Autosampler - automaticky davkuje vzorky do pfistroje

Frakéni kolektor — sbira eluent po prichodu kolonou



Druhy kapalinové chromatografie

Afinitni chromatografie
lontomeniCova chromatografie
Hydrofobni interakce

Gelova chromatografie
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Reverzni faze



1. Afinitni chromatografie

SAMPLE APPLICATION
AND WASH
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https://youtu.be/ezj9MVGCf8c?si=gv4m-Ivda8gqDEef

IMAC — Immobilized Metal ion Affinity Chromatography

O
« Zalozena na koordinacni vazbé mezi histidinem a kovy — Co, Ni, Cu N
. _ e e ey , 2 OH
» Pouziva se pro purifikaci proteint s rekombinaéné vlozenym “His-tag ( /
L, . . e . HN NH,
» Pro eluci navazaného proteinu se pouziva zpravidla pridani imidazolu jako N
kompetitoru k His nebo zména pH z 8 na 5 // )
» Vazebna kapacita priblizné 10 mg proteinu/mL sorbentu H
adsorption of wash elute
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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 afinithni chromatografie

V4 "

Rychla a ucinna izolace proteinu z bunécného extraktu.

Obvykle prvni krok pfi purifikaci proteinu.

A} Affinity chromatography [&C)

Sample: 10 ml E. coli extroct with low-level expression of
a histidine-togged mannonase, Man 264, from
Cellulomonas fimi (M, ~ 100 000

Column: HisTrap HP 1 ml

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

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

Gradient: 25 mil linear gradient 20-300 mM imidazole
Flow rate: 1 ml/min
System: AKTA
&)
M
mAL !
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&400
66000 W
300 Lanes 45 000 '
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200 2. E.coliextract, start material 30000
3. HisTrap HP flowthrough
i 4. Early elution fraction, HisTrap HP fraction 20100 -
oo 5. HisTrap HP, eluted pool
14 400 '
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2. lontomeénicova chromatografie

https://youtu.be/tgianb7AvnU?si=pasEFtIA7}VgmPDd&t=26


https://youtu.be/tqianb7AvnU?si=pasEFtlA7jVgmPDd&t=26

Pouziti lonex chromatografie pro purifikaci DNA

Separace a purifikace oligonukleotidu

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




3. Hydrofobni interakce

The principle of
Hydrophobic
Interaction
Chromatography

¢) cytiva


https://www.youtube.com/watch?v=rPsJo0jHJ7g

3. Hydrofobni interakce
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https://youtu.be/aqO-p8terxY?si=i7SPwy7U7jMN0MEW

4. Gelova — Size Exclusion Chromatography SEC

The principle of
Gel Filtration

Chromatography

#) cytiva


https://youtu.be/aWtThd13I4I?si=LoBZ-kuVF3PzQzWB

Retencni cas se s mnozstvim vzorku zkracuje

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

DNAPac PA100 (4 x 50 mm) ProSwift WAX-1X (4.6 x 50 mm)
4 150—600 mM NaCl in 18 min - 300-925 mM NaCl in 18 min

Flow: 1.00 ml/min | WvL:260 nm

WVL:260 nm 1296 mg
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5. Normalni a reverzni faze

HPLC - Normal Phase vs Reverse Phase



https://youtu.be/MLoitPJQH3g?si=NuyBE81nkZq6_LAK
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5. Reverzni




HEPARIN - afinitni a iontoméni€¢ova chromatografie v jednom

Heparin se podoba vlastnostmi
DNA => afinita DNA vazebnych
proteinu

_ Ligate (target)

-

Ligand - &
Adsorption Wash Desorption



Priklady purifikace proteinu

1. Purifikace lidskeho telomeroveho proteinu hPOT1 laskavée
poskytnul Pavel Veverka

2. Purifikace rostlinné telomerazy



1. Purifikace lidského proteinu hPOT1

B9 GST Joxrisgm®® o081 ) o2 WM o083 ) HR e
1

p . 312 634
« DNA vazebny protein,
vaze jednoretézcovou telomerickou DNA
» Exprese v hmyzich burikach pomoci bakulovirt

Hmyzi bunky:
» GST tag pro lepSi stabilitu a rozpustnost yzl bunky

Spodoptera frugiperda
Blyskavka kukuficna)

Purifikace:
* Rozbiti bunék sonikatorem

Centrifugace -> octtraném’ nesolubilnich Casti

 Afinitni chromatografie (6xHis tag)
* Eluce imidazolem*

» Odstépeni elucniho tagu pomoci HRV3C proteazy

» lontoméniCova chromatografie (Heparinova kolonka mimikuje

DNA) *

» Gelova permeacni chromatografie




Afinitni chromatografiehPOT1

Afinitni chromatografie
6XxHis (sorbent Talon)
eluce imidazolem 300 mM




Heparinova chromatografie hPOT1

DNA vazba (sorbent Heparin) Cervené POTI,
chromatogramu Cervena linka reprezentuje namerenou tagy,
konduktivitu _ _ zelené protedza
modra linka reprezentuje nameérenou absorbanci A,g, -
o — G e -
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Na kolonu se zachyti v nizké soli pouze DNA vazebné N & Q2 5
proteiny, ostatni protecou. S § §‘° gcz?
Po eluci drzi odstépeny protein zajmu se zbytkem proteazy = &

v nativnim komplexu (podle SDS gelu).



hPOT1 Gelova permeacni chromatografie

Superdex 200, 120 mL kolonka i )
Pufr: 50mM Napi, 800mM NaCl, pH %»— e e e e e

60'
3%

@’ 2 "—‘—‘  ———
-

M input A20 A21 A22 A23 A24 A25 A26 A27 A28 A29 A35 A36 B2

Odstranéni proteazy (24 kDa)
a zbytku expresnich tagu (15
kDa).

Ziskavam Cisty protein
(Cervena Sipka).




hPOT1 shrnuti purifikace

Vstup: 7,2 g peletu hmyzich bunek s hPOT1
Vystup: 0,017 mg Cistého proteinu (V=35uL, c=7,3uM)
Casova narocnost: purifikace 13 hodin kontinualni prace

Mnozstvi proteinu v jednotlivych
krocich

krok [mg]
Po Eluci 5,23
Po stépeni 5,13
Po heparince 0,84
Pred gelovkou 0,27
Zamrazeno 0,017 A - F pp—
Po Eluci Po itépeni  Po heparince Pred ZamraZeno
gelovkou

Cim vice purifikaénich kroka, tim vétsi ztraty proteinu.

[= [ (%] [¥5] -9 in [=3]



2. Purifikace rostlinné telomerazy

Centrifugace 25000 g, 15, 4°C
PEG srazeni 10 % PEG 8000, 30’, 4°C
ﬁ E Modified procedure from Fitzgerald et. al. PNAS 1996
Filtrace 0.45 um
Dialyza M.W. cut off 8000
HEPARIN chromatografie HITRAP (GE)
Zakoncentrovani Ultrafiltrace M.W. cut off 100 000

24



Slaba aniontomeénicova chromatografie

DEAE dietylaminoetyl

IIIPCTH.E
_G—C;H;—N—H"
CrHa

Cellulose
|
o
|

pufr A: 10 mM TRIS-HCI (7.5)

3 mM KCI

1 mM MgCl
1 mM EGTA
50 mM NacCl

pufr B: pufr A+ 700 mM NaCl

pratok 8 ml/min






Profil po precisteni a dalsi krok

N Purifikace DEAE
S & i
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Nedostatecné mnozstvi vychoziho materialu

Pred dalsim purifikacnim krokem bylo nutneé zvysit
pocatecni mnozstvi purifikovaneho materialu =>
homogenizator rostlinného materialu

V chromatografii na mnozstvi vychoziho vzorku
velmi zalezi!



Hmozdirovy mlyn aneb automaticka treci miska

Zpracovani 4 — 100 g materialu najednou
Moznost mleti v tekutem

dusiku
Vysledna zrnitost ~ 10 um







Mnozstvi materialu pred a po purifikaci

Vychozi : mikrokalusova kultura 100 000 mg
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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Revised in 2022:
HIC Chromatography Principles
& Methods

Download PDF

Protein purification: types

Methods

Affinity Chromatography - Vol. 1: Antibodies

Affinity Chromatography - Vol. 2: Tagged
Proteins

Affinity Chromatography - Vol. 3: Specific Groups
of Biomolecules

Hydrophobic Interaction Chromatography
lon Exchange Chromatography
Multimodal Chromatography

Size Exclusion Chromatography

Revised in 2022:
Western Blotting Principles &

Download PDF

Download PDF

Protein purification: strategies

AKTA Laboratory-Scale Chromatography
Systems

Cross Flow Filtration Method Handbook

Design of Experiments in Protein Production and
Purification

GST Gene Fusion System

High Throughput Process Development (HTPD)
with PreDictor Plates

Purifying Challenging Proteins

Strategies for Protein Purification

Size Exclusion Chromatography
(SEC) Principles & Methods

lon Exchange Chromatography
(IEX) Principles & Methods

Download PDF

Protein analysis

2-D Electrophoresis
Molecular Imaging

Western Blotting Handbook

Principles & Methodology
Handbooks

Find practical tips and in-depth
information about common
methodologies used in the lab.

https://www.cvtivalifesciences.co

m/en/us/support/handbooks



https://www.cytivalifesciences.com/en/us/support/handbooks
https://www.cytivalifesciences.com/en/us/support/handbooks
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