Feherjék elvalasztastechnikai
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elbadasai nyoman

Az abrak tobb, részben szerz6i jogokkal vedett mibdl, oktatasi celra
lettek kiveve. Csak az intranetre tehetdk, tovabbmasolasuk, terjesztésuk
nem megengedett.



TEMAK
Fehérjek és peptidek kromatografiaja
Elektroforézis es elektrokromatografia

(Lab on a chip HPLC)



Feherjék es peptidek
Kromatografias modszerel

Gél- (v. méretkizarasos) kromatografia (SEC, GF, GPC,)
Hidroféb kolcsonhatas kromatografia (HIC)
loncserés protein/peptid-kromatografia (IEX-PC)
Forditott fazisu kromatografia (RP-HPLC)
Affinitas kromatografia (AC)



Eluciés kromatografiak. Zonaszeélesit6 hatasok —
1. A toltetagyban felléps axialis diszperzid/ Taylor-diffuzio
miatti dugo/zonaszelesedés (megkotdédés/szorpcio nelkul)

Egy adott dugdszerlien injektalt, az eluensben dugdszerlien vandorld
komponens koncentracioprofilja, eltéré eluens aramlasi sebességek mellett



2. Az anyagatadas az aramlasi iranyra merolegesen,
az elualt mintakomponens-dugo(k) vandorlasa soran

Az eluens aramlasi iranya

>

/ Mozgo fazis

Y : Allo fazis

A kék nyilak a mozg6 és az allo6 fazis kozotti
anyagatmenetek eredd iranyait jelolik



Az aramlasi sebességet az anyagatadasi
sebességekhez viszonyitva kell optimalni,
hogy ne okozzon tulzott zonaszélesedést.

A nyilak hossza az aramlasi sebesség nagysagat is mutatja:
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Az aramlasi iranyra merdleges anyagatadas az aramlasi
sebességgel aranyos zonaszélesedeést okoz.

A porusossag szerepe:
a hidrodinamikai
molekulaméret

es a porusatmero
viszonya: 10Dy, < d,

—— porozus toltet
—— héjszeril tiltet
— he&jszerll toltet, emelt T




Anyagatadasi sebesség fugg:
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kismolekula kozepes méretl molekula (peptid) makromolekula (fehérje)
MW [Dal] <1000 1000-5000 =5000
Dy (A) 5-10 10-15 =>10-15
Dm [cm?/s] 107 5108 5107
konformacio  jol definialt Jugalmas” molekula statisztikus eloszlasu (kdrmyezet)

Molekulaméret ndvekedése a molekulattmeggel
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iz e J. Pharm. Biomed. Anal. 54 (2011) 422 molekulamérettel:
o | Meghatarozza a mérés sebességét
o 10000 20000 30000 40000 50000 S0000 T0000 az anyagétadési ellenallas
MW (Da) novekedése miatt

A hidrodinamikai atméré nd a molekulasullyal:
Meghatarozza a toltet pérusméretéet
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Relativ zonaszelesedés (H), van Deemter-egyenlet
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ahol v a linearis aramlasi sebesség

H, kis molekulak esetén

(D, diffuziés allandé nagyobb!)
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H, nagy molekulak esetéen
(D, diffuziés allando a
molekulamérettel csokken!)
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Optimalando linearis aramlasi sebesség, v (cm/min)
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Ered6 H (1)
Anyagatadas miatti
diszperzio (2)
Visszakeveredés (3)
Axialis diszperzio (4)
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Fehérjék elsodleges szerkezete (aminosavsorrend)
(20-féle, de nagyszamu aminosavbdl sorban savamidképzéssel,
peptidkotéssel) - - - makromolekula (protein)

- Természetes a-L-aminosavak (amino acids);
- Oligopeptidek (di-, tri-, tetra, sit. n<10), ,Peptidek”;

- Polipeptidek (n > 10);

- Fehérjék (proteinek, n >> 10) feladattal, funkcidval.

Aminosav-
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Feherjek felépitése, aminosavak

Alanin: Ala; A Izoleucin: Ile; I
Arginin: Arg; R Leucin: Leu; L
Aszparagin: Asn; N Lizin: Lys; K
Aszparaginsav (aszpartat): Asp; D Metionin: Met; M
Cisztein: Cys; C Prolin: Pro; P
Fenilalanin: Phe; F Szerin: Ser; S
Glutamin: Gln; Q Treonin: Thr; T
Glutaminsav (glutamat): Glu; E Triptofan: Trp; W
Glicin: Gly; G Tirozin: Tyr; Y

Hisztidin: His; H Valin: Val; V



Apolaris, hidrofdb oldallancli aminosavak
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Polaris oldallancu, toltéssel nem rendelkezo

aminosavak
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Elektrolitikus disszociaciora képes
(gyengén savas, ill. bazikus) oldallancu aminosavak:

Savas oldallancu, negativ téltésii aminosavak ~ (Aspartic acid, Glutamic acid)
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Bazikus oldallancu, pozitiv

(IJHQ (|3H2 toltés aminosavak
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(kationna protonalodva) ------ (protonalatlanul)



Hydrophobic interactions
(clustering of hydrophobic

| groups away from water)
and van der Waals

(|;|-| /CQ interactions
| 2 H,C CH, Polypeptide
o Hac\ /CHB backbone
Hydrogen 3
bond :
0
C=0H
I —CHE—S—S—CHE—
{".:H2 Disulfide bridge
O
I
—CH,—CH,—CH,—CH,—NHz* 70—C—CH,—
lonic bond
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Masodlagos, harmadlagos, negyedleges (otodleges) szerkezet

es eqgyeb szerkezeti modosulasok

fivpu01as

havnaal

Aivwiapnd

Masodlagos alszerkezetek

(a—hélix, p-redd, random coils, loops);
Harmadlagos szerkezet (el6z6ek elrendezbdése)
Negyedleges (asszociatumok, aggregatumok)

Poszt-transzlacios modosulasok:

- N-glikozilaciék (Asn-X- Ser/Thr/Cys)
- O-glikozilaciok, (Ser, Thr)

- Diszulfidhidak kialakulasa

Atalakulasok, bomlasok:

Redukcio (diszulfidhidak felbomlasa);
Oxidacié (Met, szulfoxidja,szulfonja)
Deamidacid (Asn, GIn)
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Az aminosavak pH-fuggo toltottsegi (protonalt,
ikerionos allapota, deprotonalt) allapotai, jellegzetes
izoelektromos pontja (pH-ja) fogalmilag ,atorokitédik™
az oligopeptidekre és a fehérjekre is (N-terminalis
C-terminalis lancvegek, a [de]protonalhato

savas és bazikus oldallancok jelenléte miatt):

NH;*-CHR-COOH = NH,-CHR-COOH +H* =
= NH,-CHR-COO" +2H*
,avagy
NH,*-CHR-COOH = NH*-CHR-COO" +H* =
= NH,-CHR-COO" +2H*

kation
K'=pK = pH+log
PR= P =8 i Lken’ml}

, ikerion
K-~ =pK = pH +log| ————
PR PR coon =P ) [ anion }
IP _ pﬂf‘ O0H +pK‘-‘-.H:
B 2

"®  Acidic conditions

|
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Basic conditions




Fehérjék felepitése, aminosavak

Raw. Teljes név Oldallanc tipusa Tomeg pl
A Ala | Alanin hidrofib 89.09 6.11
C | Cys | Cisztein hidroféb (Magano, 1999) 12116 5,05
O | Asp AsFparaginsay  savas 13310 2,85
E | Glu | Glutaminsay savas 14¥13 | 315
F | Phe | Fenil-alanin hidrofdo 16519 549
G | Gly | Glicin hidrofil 507 6.06
H | His | Hisztidin bazikus 15516 7,60
I 1= |zoleucin hidrofidb 131,17 | 6,05
K | Lys | Lizin bazikus 14619 | 9,60
L | Leu Leucin hidrofob 131,17 | 6,01
M | Met | Metionin hidrofdb 14521 574
M | Asn | Aszparagin hidrofil 13212 541
P | Pro | Prolin hidrofab 11513 6.30
Q | Gln | Glutamin hidrofil 14615 5,65
R | Arg  Arginin bazikus 174,20 | 10,76
S | Ser | Szerin hidrofil 10509 568
T | Thr | Treonin hidrofil 119,12 | 5,60
Vo Val | Walin hidrofdb 11715  B.00
W Trp | Triptofan hidrofab 20423 | 5,89
¥ | Tyr | Tirozin hidrofab 181,19 65,64



Feherjék es peptidek
Kromatografias modszerel

Gél- (v. méretkizarasos) kromatografia (SEC, GF, GPC,)
Hidroféb kolcsonhatas kromatografia (HIC)
loncserés protein/peptid-kromatografia (IEX-PC)
Forditott fazisu kromatografia (RP-HPLC)
Affinitas kromatografia (AC)



Gel-(permeacios, GPC), geélszlrés (GF), ill. mas néven
meretkizarasos (SEC) kromatografias xerogel-toltetek

Agarozgél (gyongy) pasztazo elektronmikroszkopos kepe
(M=50.000, Anders S. Medin,PhD Thesis, Uppsala University 1995.



Gélkromatogqrafias térfogatok nevezéktana

A gélkromatografias oszlopban az 6sszes mintamolekula
szamara hozzaférhet6 a gyongyok kozotti folyadek. Ezt a
folyadékrészt a gélszlrésben lregterfogatnak nevezik, ez
altalaban az oszlop teljes térfogatanak kb. a 30%-at teszik ki.

A gélszlrd kozeg olyan méretl porusokat tartalmaz, amely
megengedi, hogy a minta molekulai behatoljanak a gel
gyongyeibe, de csak a meretuktdl fuggd mertékben. A
porusosnak a teljes terfogatat egyutt nevezik porustéerfogatnak.

A gelgyongyok nem-porusos részét vazresznek nevezik, ebbe
nyilvan nem juthatnak bele a minta molekulai. Egy megfelel6
gelszlrd vazrészterfogata kb. 3-5 %-a egy jol megtoltott
oszlopnak.



Az Ureg-, ill. porustérfogatok
gélkromatografias
felhasznalasa kllénb6zo celokra

Az egyre csokkend méretl mintamolekulak, amelyek
egyaltalan nem, vagy csak részlegesen, ill. teljes mertékben

férnek hozza a porusokhoz
nagyok ) . Kicsik
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Ureg-, Porus-, ill. Vaz-
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Molekula- Egyedi fehérjemolekulak

csoportok elvalasztasara
elvalasztasara
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Valdjaban szakaszos és preparativ (frakcionalasos) jellegi kromatografia



Csoportelvalasztasi mod -

Albumin sotalanitasa
PD-10 oszlopon.
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Peptidek elvalasztasa
‘Superdex Peptide’ oszlopon.
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Egy céges ,0szloptoltet” ismerteto:

... packings are based on a 10 ym diol-bonded silica and are available in
a variety of pore sizes and column configurations.

The ... SEC Columns:

Resolve proteins that differ in molecular weight by a factor of two
Distinguish proteins differing by as little as 15% in molecular weight

Ideally, there should be no interaction between the stationary phase and the

sample molecules. Potential interactions are reduced by adding salts in the
0.1-0.3 M concentration range.



Hidrofob kdlcsonhatasi kromatografia
(Hydrophobic Interaction Chromatography, HIC)

azzal foglalkozik, hogy a megnévelje a fehérjek és a toltetek
hidrofob részeinek kdlcsdnhatasat a sokoncentracio (ionerosseg)
valtoztatasaval (kezdeti ideigleges, részleges , kisozason”
keresztll, majd fokozatos csékkentésevel, negativ gradiens
szerint!)

Hyidrophohic
syrfaces

P
/ Highly ordered

L Q _- water

Less ordered

&
Or’f water
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2.) CsoOkkend sokoncentracidju (negativ gradiensii) eluensaramban differencialt
fehérje-lemosodas (kevésbé hidrofébok, majd a jobban hidrofébok)
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0.& M (NH,),50, 1 M (NH,). 50, T M (NH,) 50,

rmoll| e 1 | J— rmoll|
1 L | =0 0 L | =0 0 L | =0
TwgErproaH o
10 1.0 1rn
a pr 1| a 1 | a = i
Cs’ - tul alacsony - optimalis - tul magas

A ségradiens kezdeti koncentracidszintjének optimalis beallitdsa nagyon fontos a
fehérjék HIC-modszer( elvalasztasanak, tisztitasanak elérhetd hatékonysagaban:

A baloldali kromatogramon a sékoncentracié nem elégséges a kinyerni kivant
(nyillal jelzett) fehérje teljes mérték(i megkodtéséhez.

A kozéps6 kromatogramon a kivant fehérje éles csicsban eludlédik a csdkkend
gradiens hatasara.
eldnydsebb a jobb oldali kromatogramon, mivel a minta mas szennyezddései is megkotédnek
és elualédnak a ségradiens csokkentése soran.

A HIC-es proteintisztitdsok soran az eluens pH-jat altaldban nem tekintik
optimalizaland6 paraméternek.



Egy céges ,0szloptoltet” ismerteto:

HIC Columns contain non-porous,
polymethacrylate-based particles (2.5 ym)
functionalized with a butyl ligand coating

Ideally suited for hydrophobic-based separations for protein
characterization using non-denaturing conditions.

Help deliver fast, efficient separations using non-porous particles to
address high-throughput needs.



loncserés fehérje/peptidkromatografia (IEX-PC)
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A toltésekkel rendelkez0 molekulak az ellentétes eldjeld toltéssel
rendelkezd ioncserélon adszorbealddhatnak. A dinamikus

egyensulyt a pH és a sokoncentracio befolyasolja. Lehetdség a
lemosdasra névekvo sogradienssel.



A pH valtoztatasa egy igen hatékony modja a fehérje molekulak eredd
toltesének befolyasolasara, és ezért altalanosan hasznalatos a
szelektivitas (pl. elucios sorrend) ill. felbontas (elucids tavolsagok)
szabalyozasara.

Az eluensbe adaqolt soban talalhato versenyzd ionok nem befolyasoljak
a szelektivitast, de el6segitik a fehérjemolekulak deszorpcidjat a
kiszorito ion novekvd ionos toltottsege fuggvényeben.

Az ioncseres protein/peptidkromatografiaban altalaban egyvegyértéeki

semleges sokat hasznalnak (pl. NaCl-ot) deszorbealtaté agenskeént, f6leg azeért
mert a NaCl nem befolyasolja az aktualisan beallitott pH-t.

Minél nagyobb a fehérje/peptid eredé toltése, annal er6sebben fog
abszorbealddni, és annal magasabb sdékoncentracio szukséges a minta
deszorbealtatasara.

Az IEX-PC nagyfelbontasu modszerénél leggyakrabban novekvo

a4

Az elicios sorrend ilyenkor: ﬁ ﬁ @



Nyers pancreatin mintak (2 mq)

ALl valtozo pH szerinti IEX-PC tesztelése ppjac
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(készilék: AKTAexplorer 100.
oszlop: RESOURCE Q; 6 ml)



Egy céges ,0szloptoltet” ismerteto:

... packing materials are based on riqgid, hydrophilic, polymethacrylate
particles with large 1000 A pores. The naturally hydrophilic polymer reduces
non-specific adsorption, resulting in quantitative recovery of protein mass and
bioactivity. These packings are compatible with buffers in the pH range 2-12,
and will withstand exposure to caustic solutions.

... lon exchangers are available with a:
strong anion exchanger or
weak anion exchanger or
strong cation exchanger or
weak cation exchanger

functional group



RP-HPLC (forditott fazisu-HPLC) gradiens elucioval

(csokkend polaritassal, oldészererosséq-valtoztatassal)
Decrease polar

properties of eluent
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Water Less polar
solvent

A szerves molekulak altalaban bekotédnek pl. a C,g-modositott szilikagél alléfazis szénlancai kozeé.

Decrease polar
properties of eluent

e A P
-An-E.-J \ g
E T ey -
Water Less pola
solvent

Ezzel ellentétben a peptidek és fehérjék tobbpontos kotédéssel is adszorbealddhatnak az alléfazison
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Decrease polar

properties of eluent TR 00
o . Ty A mozgd fazis polaritasanak
%?’ ; \‘1 : @Ig: csokkentése csokkentheti a hidroféb
R kolcsonhatasok erdssegét/ azok
| NP kialakulasanak lehetfségét is.

A fehérjék harmadlagos és negyedleges Decrease polar
szerkezete nagyobb mértékben fligg a properties of eluent

kiilsé hidroféb kbélcsonhatasokon, mint a ﬂ

szerkezetet stabilizalé erdkon. A forditott *«,“\
fazisu gradiens elucios elegyeket igy a 5"’7 H.,
hidroféb kolcsonhatasok gyengitésére &i

tervezik, tehat a potencialis
denaturaldszerek kozll kerlilnek ki.

S

Ezért a fehérjék RP-kromatografiaja egy preciz
egyensulyozast kivan a deszorpcio és a denaturalas
kozott, ami kulon odafigyelést igényel az egyensuly
beallitasahoz, nehogy a fehérjék irreverzibilisen
megvaltozzanak. ((Oligo)Peptideknél, amelyekben altalaban
nincsenek hidroféb kdlcsonhatasok, ez nem igen léphet fel.)



RP-HPLC gyakorlati vonatkozasai a peptidek és fehérjek esetéen

Peptidek és fehérjék esetén
gradiens elucié alkalmazasa
a megszokott (a nemvizes
komponenst ndvekvo
aranyban adagolva).

Amint az abran is lathato,
az ott szerepld eluensek
inkabb csak az
eluenserdsségikben
kilonbdznek, mintsem hogy
befolyasolnak az oszlop
szelektivitasat (kb. azonos
ellcios sorrend marad).

A 214 nm

27
iso-Propanol

LA B

L Acetonitrile
3
Methanol

Al 1l b

10 0 30 40 4D
Retention time {min)

Ref. Aguilar i1, and Heam, b, hdeth. Enzymolowol 270;3-26; 1995

Az acetonitril alkalmazasa el6ny0s a nagyon jo UV-eresztOképessege kovetkeztében, ill. hogy
alig ndveli meg az eluens viszkozitasat és igy a szilkséges oszlopnyomast. igy a peptidek és
fehérjék elvalasztasa terén messze a leggyakrabban alkalmazott szerves eluens-moédosité
komponens, igy izopropanolra csak akkor kerul sor, amikor azt a minta stabilitasa megkoveteli.



A pH szerepe

H-Me-Ser-Pro-Asp-Gly-His-Glo-Tyr-1e- Ty PO, Fval-Asp-Pro-Met-Gin-Leu-Pro-Tyr-OH

il . . Effektiv g
A feherjék es peptidek ered6 peptid-
toltese természetesen toltés 2 ]
megvaltozik az oldat pH-javal, 1

ami persze erdsen i |

befolyasolja a hidrofébicitas % iy
jellegét és ezzel a a &
kromatografias viselkedést a 2
RP-HPLC alkalmazasakor. -31°
-4
K 3 5 7 g 11 13
pH
Mivel a peptidek
hidrofdbicitasat erdsen
befolyasolja a pH, ezért amikor Sephasil C18 peptide
kilénbdz06 pH értékeken pH 2 7o pH &5
torténik az elvalasztas, a S F R 45353
pept|dek elucids ideje Samplsr 1. Vald-lle7T-AT o =
szamottevéen megvaltozhat. : 2 lerarl
Pl. a pH értékének a 3% 4. Sarl-LeuB-AT II
megvaltoztatasakor 2-rol 8.5- A 5. AT I
re ténylegesen atrendezddik az : E ‘;‘T I
. i , , . des-Asp1-AT |
angiotenzin-szarmazékok & ATI 1
elucios sorrendje, amint az alsé A -
abra is mutatja. - P E— ]
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Affinitas kromatoqrafia

?

"
. B
. .

]

D
1
¥ ™~
? 3

&
@ o

Az affinitas kromatografia er6sen specifikus, de ennek ellenére reverzibilis
kotdédést mutatd kolcsonhatasokon alapszik. Specifikus elvalasztasra,
preparativ célra, tisztitasra alkalmazhaté modszer.



Csoportspecifikus ligandumokkal miikodo affinkromatografianak
széles alkalmazasi kore és tere van, mivel ma mar ilyen céira
szamos kereskedelmileg is elérheté kotéanyag all rendelkezésre.

Az alabbi tablazat szamos példat sorol fel a leggyakrabban hasznalt ilyen tipusu
hordozohoz immobilizalt ligandumokral.

Groupspecific

ligand

Specificity

Frotein A
Frotein G
Concanavalin A

ibhacron Blue
Frocion Hed
Lysine
Arginine
Benzamidine
Calmodulin
Heparin

Transition metal ions

Foregion of lgG

Fc region of lgG

Glucopyranosyl and Mannopyranosyl
droups

Broad range of enzymes, serdm albhumin
MADP+ dependent enzyimes
Flasminogen, ribosamal BMNA

Setine proteases

Setine proteases

Froteins regulated by calmodulin
Coagulation factors, lipoproteing,
lipases, harmones, steroid receptors,
protein synthesis factors, Mucleic
acid-hinding enzyimes

Froteins and peplides which contain
accessible Histidine



A jo kotodesnel a komplexstabilitasi allando értekel
tipikusan 10 - 10° M tartomanyba esnek.

? .
Kp 104 - 105 M
~— & > P
Wy 3 h,

Az eluald/kiszoritdszerre vonatkozoan a komplexstabilitasi allandé
ertekek ennél vagy kissé nagyobb vagy csak kicsit kisebb
tartomanyba kell, hogy legalabb essenek, utobbi esetben viszont
nagy koncentracidban kell alkalmazni 6ket a lemosashoz)



Elucios lehet6ségek

Elucid a célvegyulet elvonasaval: Szabad ligandumot adagolnak, hogy elvonja a
matrixhoz kotott célvegyuletet a matrixtol.

Elucio a célvegyulet kiszoritasaval: szabad célvegyulet-analégot adagolnak,
amely erdsebben kotédik a matrixhoz.



Rekombinans proteinek affin-kromatografiaja

A rekombinans fehérjéket szamottev6en egyszerisitett médon tisztithatjak, ha az affin-
rész genjet egyesitik a rekombinans fehérje génjével. A gazdavektor (plazmid) kifejleszti a
rekombinans proteint a hozzacsatolt affinrésszel egyutt és affin-kromatografias technikat
lehet alkalmazni az un. fuziés fehérje izolalasahoz és tisztitasahoz. Bar nem mindig
szukseéges, az affinrészt specialis hasité enzimekkel el lehet tavolitani a tisztitas utan.

VAW’
3 :
! 2, -
Vector with

fusion protein Expression Crude extract

Clarified extract

Cell proteins

Pure fusion
protein

Sample Wash Elution
application



Egy céges ,0szloptoltet” ismertet6:

... affinity epoxy-activated packing consists of 40 um,
500A pore size particles that have a hydrophilic bonding
layer with a glycidoxypropyl functionality, resulting in a
seven atom spacer arm.

The epoxy-activated surface can immobilize a wide range
of ligands via a covalent linkage with amino, hydroxyl or
sulfhydryl groups using simple coupling procedures.



Mit hoznak a konyhara az egyes LC modszerek?

- Méretkizarasos kromatografia (SEC):
aggregatumok, fragmensek és kismolekulak elvalasztasa a nativ
feherjetdl
- loncserés kromatografia (IEC):
anion és kation téltésvariansok elvalasztasa
- Forditott fazisu kromatografia (RP):
oxidalt/redukalt variansok, valamint fragmensek elvalasztasa
- Hidrofil kélcsdnhatason alapulé kromatografia (HILIC):
RP-re nagyjabdl ortogonalis, f6leg peptidek esetéen hasznalhato
- Hidrofob kdlcsénhatason alapuld kromatografia (HIC)
alternativ RP, f6leg tisztitasra hasznaljak

Gyogyszeripari kérnyezetben a megfelel jellemzéshez kulonb6z6
modszerek egyittes alkalmazasa szlkseges.
A feladat komplexitasa miatt nem elvaras az exakt jellemzes, de az elerhetd
legrészletesebb, koherens informacidval kell rendelkezni.



HPLC -- UPLC Osszevetés P o 170 : | £
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HPLC vs UPLC: van Deemter diagram

*Az O0sszehasonlitas alapja a klasszikus Van Deemter diagram.

*Aprobb toltetrészecskék: kisebb relativ zonaszélesedés (HETP) még viszonylag
nagyobb linearis aramlasi sebességeknél is 2> lehetb6ség a rovidebb elemzési id6kre
(megnovelt linearis aramlasi sebességnél merve)

35.00
d.=10 Figure 2. Van Deemter curves
py for different particle sizes
3000 4 (10 um, 5 um, 3 um, 1.7 um).
2500
Linear Velocity [u=2 mm/sec]
= 2000 Flow Rate [mL/min]:
3 ID = 1.0 mm 0.07
=%
g =00 D=21mm 03
==
1000 S ID =46 mm 1.4
2.00 4
0.00 , ; - - . r y
0 2 4 G g 10 12 14
45

Linear velocity (mm/sec)

Novakova et al. J. Sep. Sci. 2006, 29, 2433 — 2443



Kapillaris elektroforetikus modszerek

Kapillaris: d = 50-100um, altalaban kvarcuveg, néha teflon (PTFE)

Nagyfeszultseg: =10-30 kV, ionokat, ionizalddo, v. ionizalt része(cskeé)ket biztosan
mozgatja = elektroforézis (eltéré ionmozgékonysag, eltérd allando vandorlasi sebesséq)
- komponensek szétvalasa, szétvalasztasa

A kapillarisban kondenzalt fazis(ok): pufferoldat(ok), micellas oldat, gél, kromatografias
toltet lehet - egyedi modszerek:

CZE - kap. zénaelektroforézis CITP — kap. izotachoforézis

MECC — micellaris elektrokinetikus krom. (SDS); @ CGE — kap. gélelektroforézis

CIEF — kap. izoelektromos fokuszalas (PAAGE) (+SDS)

CEC - kap. elektrokromatografia
@ Fényforrés

(Elektrolit, ionok) Eﬂfgf; Miﬂmﬁmat m;f

'18.8. dbra A kapillaris elekiroforézis késziilék elemei



Elektroforetikus ionvandorlas és az elektroozmozisos

(elektroozmotikus) aramlas (EOF, kvarcuvegkapillarisban)
A pH < 3, nincs EOF kvarc kapilldris

Ve elektroforetikus
vandorlasi sebesséqg:
kationok a katod felé, ansd
anionok az anod felé.

T -

B.: EOF létrejstte

pH > 3 kozegben:

elektroozmotikus (Vgop)

aramlas is a katodfelé P

(hidratalt kationok anod

+ olddszer (viz) egyutt)! s
C.: negativ téltéssel rendelkezb anyag dtlagos vandorlasi sebességénck bemutatisa

h:;lyhez katitt tﬁltés a diffilz réteg

_. az elektromos tér"
hatdsdra elmozdul”

==

katdd R

T

Eredd hatas (sebességre):
Ad abszurdum, meég az
anionok is a katod felé .44
vandorolhatnak!

katod S

18.1. abra Tdltéssel rendelkezd komponens va ndorlisa elektromos erGtérben 1“5
Atmérdji (S0-100 pm) kvarce iivegcsiben

?5



EOF elektroozmozisos aramlas hatasa

Semleges részecskék is vandorolnak vele! (v= k6z0s= Vgqp)

Natrium-dodecilszulf(on)at (SDS) micellakat is adagolva, melyhez a
semleges hidroféb anyagok molekulai eltéré mértékben tarsulhatnak,
visszatartodhatnak, esetleges szétvalasok |éphetnek fel:

Jel K——=0 K—
t t

[run THax

EOF SDS-anionos micella

=<K <o

idd

18.4. abra A véndorlési iddablak, ahol 1,,,, az SDS micellikkal killcsénhatdisba nem
1€p6, mig 1,... az SDS altal teljes mértékben oldott molekula vandorlisi ideje



EOF elektroozmozisos aramlas kikuszobolése

« Poliakrilamid-gél (puffer helyetti) hasznalataval (- CGE)
kUszoboljuk ki, csak az egyedi ionmozgékonysag fog
szamitani (pl. nagymolekulaju anyagok pl. fehérjék
esetén megnd az elvalasztas szelektivitasa)

H k'l.*arc. kapllh&r:s

|.l——|.|.|'.|—|—u—l- SET LR ks

® 0000?0 - OF
G ¢¢¢¢¢- s
il ooy vivov.v)

18.2, abra A kapillaris gélelektroforézis (CGE) elve. Az S molekula vagy a gél
pérusaiban van (v = 0) vagy a gél szemcsék kozitt, ekkor elektromos
erdtér hatdsiara vandorol {1:- =0)



|zoelektromos fokuszalas (CIEF,
pl. fehérjékre)

 |kerionos feherje/peptid/aminosav szerkezetek esetén:
az izoelektromos ponton (pl-n) = izoelektromos pH-n,
(kivulrdl semleges!) = megall az ikerion vandorlasa

o
savas.

anéd

ply pla I][_r,

18.5. 4bra A I-:ap:liﬁns izoelektromos fékuszalds elve. A kettisionos (zﬁiiter-mnns}
jellegli komponensek a kapillirisban addig a pontig mozognak, ahnl a
pH = pl értékiikkel



Kapillaris Elektrokromatografia
(Capillary ElectroChromatography, CEC)

*Nyomaskulonbség helyett az elektroozmotikus aramoltatast (EOF, Electroosmotic

Flow) alkalmazva, azaz ,elektro-pumpalva” a mozgo fazist toltott mikro-oszlopban
- analizalhatok toltott és semleges komponensek a HPLC-hez hasonldan,;
- az alloéfazisokat a HPLC, ill. UPLC innovaciok szerint lehet valasztani.

*Az elektroozmotikus aramoltatas tokéletesebb aramlasi profilt biztosit:
- a szogletes aramlasi profil kisebb zénaszélesedést, nagyobb
oszlophatékonysagot, jobb felbontast biztosit.

Cross-Sectional Flow Profile
Due to Hydrodynamic Flow (a) - Pressuredrive

velocity
profile

flow velocity

Cross-Sectional Flow Profile

Due to Electroosmotic Flow (b) : Electroosmotic drive
| fparticle
g > velocity
T | channet=— profile
@

51

flow velocity



Analitikai modszerek, technikak

A mddszerek kiegészitik egymast, egyiitt kell alkalmazni oket,
hogy a fehérje minél téobb tulajdonsagat megismerjiik!

Példa: egy ,minimum kiir” fehérje analizis

SDS-PAGE redukalo és nem redukald: tomeg, aggregatumok, diszulfid
hidak megléte (mass heterogeneity)

RP-HPLC, nativ fehérje: feherje eredetl bomlastermekek? Oxidacio,
aggregacio, dimerek (related proteins)

RP-HPLC, emésztett fehérje: fehérje elsodleges szerkezete (peptide
mapping)

RP-HPLC, savasan hidrolizalt fehérje: aminosav 6sszetétel (amino acid
analysis)

IEX-LC: deamidacio, toltés heterogenitas (charge heterogeneity)

SEC: nagy meéretl aggregatumok vizsgalata



Ujdonsagok, modern iranyzatok a
kromatografiaban

« Szemelvenyek fognak kovetkezni



Pérusos monolitikus mikrooszlop-toltetek

*Monolit kolonnak: egybefliggd porusos elvalaszto kozeg

- konnyebb elballithatosag

- nincs szukseég zaro végtomitésekre

- valtozatos feluleti modosithatésag

- nincs részecskekozi tér/ureg (nincs visszakeveredes)

- konvektiv aramlas a mozgo fazisban (megnoveked6
anyagatadas!)

- nagyobb ateresztd kepesség (kisebb aramlasi nyomasveszteseg)

- j6 kolonnahatékonysag (nagy fajlagos felulet)

- a rogzitett agyas allo fazis sokkal stabilabb lehet




* Retention increases at
\ ol high organic and high

10 aqueous MP
\ j + Strong solvent: Mixture of

Aqueous:0Organic
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* Provide unique selectivity + Retain aqueous-soluble

vs. C18 phases analytes

* Presents twice the * Retain organic-soluble
opportunity for analytes
retention/resolution (high . |ncrease LC/MS sensitivity
and low % organic) at high organic MP’s

* Can use simple , + Reduce sample pre-
water:organic MP’s treatment requirements

+ Often faster analysis - Do not collapse

SSUPELCO



HPLC phases can contain both RP and NP modes of
retention

For basic analytes on C18 phases, the mechanism in the
HILIC region is not readily explained by siloxide anion
electrostatic interactions as the major contributing factor

Level of base deactivation of C18 phases can be
approximated by their amount of HILIC character

Several advantages exist for developing methods on
phases that give U-shaped retention curves

A wide variety of phases exist that do show U-shaped
curves, including fluorinated, C18, silica, NH,, and CN

SSUPELCO



Hydrophilic Interaction Chromatography
(HILIC)

o Complimentary selectivity to RP-HPLC

o Able to retain molecules not easily retained using other
phases

o Nucleotides

o Amino Acids (Basic Groups)
o Amines

o Peptides

o Phenols

o Carbohydrates

o Gycosylated compounds

o Phosphorylated compounds

o High organic mobile phase promotes enhanced MS sensitivity

o Reduced analysis time by eliminating sample preparation
steps (i.e., fractionation/drying down/reconstituting samples)




How does HILIC work?

HILIC Mechanisms on Silica

 Polar analyte partitions into
and out of adsorbed water
layer

» Charged polar analyte can
undergo cation exchange with

' charged silanol groups
/& + Combination of these
Silica mechanisms results in

cytosine enhanced polar retention

* Lack of either of these
mechanisms results in no

20% aqueous polar retention
e.g., pHS http://iwww.waters.com/WatersDivision/pdfs/HILIC

80% acetonitrile




Vizes normal fazisu kromatografia
(Agqueous Normal Phase, ANP chromatography)

A vizes normal fazisu kromatografiaban a polaris hidrofil analit(ikum)
megoszlik a viszonylag polaris allo fazis és a viszonylag nem-polaris
mozgofazis kozott. Az ANP-t gyakran HILIC-nek is nevezik, mely
egyuttal csupan egy lehetséges mechanizmus, amely csak egyike
azoknak a mechanizmusoknak, amelyek APN feltételek kozaott
lejatszdédhatnak.

Ezt a HILIC-mechamizmus ugy irja le mint a polaris all6 fazis
kKitintetett hidratalédasat a mozgé fazisbol szarmazo vizes
komponensekkel és a mozgo fazis szukségszerl elszegényedeését
vizben. Igy egy kétfazisu rendszer épiil fel, ahol egy kvazi-
immobilizalt vizes réteg talalhato a felulet kozelében és egy szerves
anyagban gazdag mobil fazisréteg.

A polaris komponensek megoszlast mutathatnak a szervesanyagban
gazdag mozgo fazis €s a feluletkozeli allo vizes oldoszer kozott.



HILIC Stationary Phase Selection

There are several types of polar sorbents being
used Iin HILIC methods.

o Cyano (most polar)

0o Polymeric HILIC

o Silica

o Amide

o Poly (hydroxyethyl aspartame)

0 Amino (least polar)

0 Polysulfoethyl Aspartamide SCX

o proteomics, n-terminal variant analysis, neuroprptides,
growth factors, CNBr Peptides, and synthetic peptides




Separation Methods for HILIC LC-MS

0 Proteins and Peptides o Phospholipids

o 10mM TEA, pH 2.8, 80- o 15mM ammonium formate,
85% acetonitrile pH 6.5, 95-50% acetonitrile

o Sugars and gradient.
Oligisaccharides o Drugs, Small Molecules,

o No salt necessary, 80-85% and Metabolites
acetonitrile o 80% acetonitrile

o Oligonucleotides

o Salt gradient in 75%
acetonitrile. (Cysteines
and glycines are retained
more than alanines and
threonines in these
methods.)




Hydrophilic
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Figure 1. Different types of inferactions of Obelisc N
stationary phase with different analytes allow to retain
many types of charged and hydrophilic compounds.



HPLC egy chip-en

(HPLC-on-a-chip)

HPLC-Chip/MS
interface

Nano LC system Agilent 6230 lon Trap

LC/MS
7 < &
- . . |
rd L & ™ vy &l v )
Nano LC column S
Enrichment column,

capillaries, fittings, frits

HV ESI contact
o —
Nanospray emitter, emitter

assembly and fittings

HPLC -Chip in chip holder
for use with the HPLC-Chip interface

L9

Figure 1
Agilent HPLC-Chip/MS$ system.



HPLC-Chip (G4240-65001) osszetevoi:

* Egy 40-nL-es dusito oszlop
5-um-0s részecske mereti
ZORBAX 80 SBC18 toltettel;

* Egy 0.075 x 43 mm-es analizisoszlop
5-um-0s részecske mereti
ZORBAX 80 SBC18 toltettel.

» Az 0sszes O0sszekottetés a két oszlop, valamint az
analizis oszlop €s a nanospray kibocsato kozott

* A nanospray kibocsaté (10-um ID).

Maga a HPLC-Chip a HPLC-Chip/MS interfészbe
helyezheté (HPLC-Chip cube). Ez az interfész
biztositja az 0sszes folyadék-0sszekottetéest az
Agilent 1200 Series nanoaramlasu LC rendszerhez,
és egyben hatékony kapcsolatot is biztosit az
Agilent 6330 lon trap LC/MS nanospray
kibocsatohoz.
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Figure 1

Enrichment

column
Nanoflow
<_‘ LC pump
C18 Nano Online
column MS/MS
J

Flow diagram for a conventional nanoflow LC/MS system with sample enrichment.



Waste

/

Sample in
MNanospray tip
Sample MNano-LC pump  LC column
enrichment column
q Top view: Analysis mode (flow path in red)
Figure 2

Diagram of the HPLC-Chip.



Fluid connections

fr LC
0m nano \ Stator

Multi-port
rotary valve

HPLC-Chip

Side view (fluid path in red)

Rotor

p.

Figure 4
The microvalve in the HPLC-Chip/MS interface docks to an HPLC-Chip.



Comparison of HPLC-Chip/M3$
and conventional analysis with nanocolumns

100 - 95 O Standard chip, 432 mm,
5-um particle size
a0 - 7 B Comparable column, 43 mm,
5-pum particle size
=
:-E » O Standard column, 150 mm,
E % B - 3.5-pum particle size
e
(= .
. O
=N
= ]
5= .
52 ¥
=1
19.7
Eﬂ-—
53 7
0
Peptides Proteins
L vy
Figure 5

Average number of identified peptides and proteins from yeast gel band using the HPLC-Chip/MS
(43 mm) versus conventional LG/MS with nanocolumns (43 mm and 150 mm).



El6szor is, a HPLC-Chip Osszetevdinek
integralasa eliminalta a legtobb forrasztott
osszekottetest, mialtal a holt terfogatok
lecsokkentek.

Masodszor, a minta adszorpciojat ezeken a
helyeken biokompatibilis
poliimidbevonattal, és a mintaabszorpciora
hajlamos bonyolult 0sszekottetések
elhagyasaval minimalizaltak.

Harmadszor, mivel az elektronspray
emittert raintegraltak a HPLC-Chip-re, a
kolonna utani diszperzio elhanyagolhato
mertéklre csokkent.

Végezetul, a minta utvonal optimalizalt
megtervezése minimalizalta a
mintaveszteseéget €s csokkentette a holt-
terfogatot.

Ezek a fejlesztések jelentdés meértékben
megnoveltek az azonosithato peptidek és
fehérjék szamat a HPLC-Chip kialakitasan
keresztul.



Két-dimenziés kromatografia

Az SCX és RP kolonnak és a nanospray iontrap
MS/MS kombinalasaval széleskori és érzékeny
megkulonbozteto képességu proteomikai analizis
lehetoségét demonstraltak egy osszetett biologiai
minta segitségével.

Sikeresen demonstraltak pl. néhany protein
protein-alegységének az érzékeny detektalasat
tobb ezer proteint tartalmazé hattéerbol.
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Chromatography

Experiments

Ibuprofen peaks at different concentrations
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Kromasil C4 column

50x3mm

Particle size: 13um

Eluent: 80/20 AcN/KH,PO, buffer
pH=4.4
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Purospher RP-18 column
125x4 mm

Particle size: 5um

Eluent: 30/70 AcN/KH,PO,
buffer pH=4.4



Theory

Chromatography
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The differential equation of nonlinear chromatography
for N=eo
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u linear velocity

F phase ratio

C(z,t) concentration in the mobile phase
g(z,t) concentration in the stationary phase

Note: the chromatogram can be calculated directly from
the isotherm, without knowing the site distribution



Theory of nonlinear

chromatography
Equation of the tail:
t(c) = to(l+ F ﬂj
acC

t, : dead time

F: phase ratio

g: analyte concentration in stationary
phase in equilibrium with mobile phase

concentration ¢

t(c)



