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Temario clase de hoy

1. Conceptos basicos y tipos de columnas
2. Tipos de cromatografias

a. Size exclusion chromatography (también llamada Molecular
Sieve o Gel filtration).

b. lon exchange chromatography (cationica y anidnica)

c. Affinity chromatography

cl. Hydrophobic interaction chromatography (HIC)

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Property Technique
Biorecognition (ligand specificity) Affinity chromatography
Charge lon exchange chromatography
Size Gel filtration (sometimes called size exclusion)
Hydrophobicity Hydrophobic interaction chromatography

Reversed phase chromatography

e @
..,
L
L

Gel filtration Hydrophobic interaction  lon exchange Affinity Reversed phase

Fig. 1. Separation principles in chromatographic purification.
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Generalidades
Se pasa por la columna load add ©1996 B M. Tissue
una mezcla de proteinas sample eolvent L SCI edia.com
column \
containing -
stationary o
phase

V V v v collect
S e \-/cnmpnnents

Por alguna razon (diferencias de radio hidrodinamico -tamafo + forma),
diferentes afinidades de union de la columna de la matriz o por
interacciones electrostéaticas), algunas macromoléculas se mantienen mas

tiempo en la columna (y en ese caso eluyen posteriormente) y otras se
retienen menos (en ese caso eluyen antes).

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Generalidades/ terminologia
Columna de fase solida ("matriz", “"resina”, por lo general algun tipo
de polimero, a menudo un polisacarido) colocado en un tubo de
vidrio

- adsorbente: material sélido o de la matriz, una "fase estacionaria"
a la que algunas moléculas se unen

- elucion: el proceso de lavado de aquello que quedo absorbido
(con un buffer de elucion)

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de exclusion molecular
Animacion de la técnica (GE Healthcare)

Otra opcion:
http://www.wiley.com/college/fob/quiz/quiz0
5/5-6.html

BIORAD ©

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Principlos de
SEC

BIORAD ©

Las capsulas o filtros moleculares se
basan en el tamano y forma

La separacion de las moléculas se llama
fraccionamiento y se basa en el radio
hidrodinamico de la molécula

El tamano de poro de las capsulas
determina el limite de exclusion y por lo
tanto lo que pasa POR las capsulas o
ALREDEDOR de estas
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SEC
Hay varios tipos de beads (capsulas) disponibles (hidratadas, de
polisacaridos porosos (dextrano, agarosa) o de poliacrilamida)
gue cubren rangos muy amplios

El volumen de buffer requerido sera funcion del radio

hidrodinamico de las moléculas. Si son de forma similar, la
separacion sera basicamente por tamarfo

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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SEC
Molecular Weight Ranges for Gel Filtration Media
102 104 i 10 104 107 108
| Sephacryl 5-100 HR |
| Sephacry| 5-200 HR |
|Sephadex G-10] | Sephacryl $-300 HR |
| SephadexG-15 | | Sephacryl 5-400 HR |
S-dex G-25
| Sephadex G-75 |
| Sephadex G-100 |
| sepharose 6B and CL-6GB |
Sepharose 4B and CL-4B |
[ Superdex 30 1 _ I Sepharose 2B and CL-2B |
Superdex 75
Toyapearl HW-40
| Toyopear| HW-50 |
| Toyopearl HW-55
| Toyopearl HW-65 |
| Toyopear| HW-75 |
| I R R (R [ T [ 11T U I R
102 S [V E S [0 G (12 108 0 I (1

SIGMAALDRICH © Patricio Santagapita CEBI_E1b
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SEC
__f
. |'I I
o = -1_‘3 1

Porous
polymer beads

Protein mixture is added

to column containing ~2y

cross-linked polymer, u
é

Protein molecules separate — [

by size; larger molecules
pass more freely, appearing 4 :
in the earlier fractions. I '\ @]
1 234 5 6

(b}

Nelson & Cox, Lehninger Principles of
Biochemistry, 3rd ed.

Las capsulas de las columna poseen
poros pequenos. Hay tamanos de
poros variables

Las moléculas mas grandes que el
poro viajaran rapidamente por la
columna, ya que no entran entre los
poros

Las moléculas mas pequenas que el
poro pasaran por estos y tardaran
mucho mas tiempo en eluir de la
columna

GRAN DIFERENCIA CON
ELECTROFORESIS
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Rehydrate
hemoglobin

and vitamin B,,
sample mixture ——

SEC
Procedimiento

Load sample

Existen kits
comerciales excsion ooharmn
faciles de utilizar

- Gollect fractions
as molecules
separate
according to size.

Maturally colored

hemoglobin and
vitamin B,, allow
easy visualization!

""l"!"‘l-"‘l"‘l

WTU I

Collect 5 drops per fraction to isolate hemoglebin and vitamin B2

BIORAD ©
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Principios de
sams Amixt fl
s E c E'.;;..'q, anr(rl]lsn:J:I)I gro?;?r? s
OV
. umn of porous
bea
% As the buffer flows F
down the column,
. ., . the small protein
Asociar quien eluye 5 molecules penetrate
into the beads and
primero o después con | are slowed.
T H T Fraction 1 The larger protein
la “distancia” que molecules emerge
from the column
recorrio cada molécula first.

de una mezcla. Fraction 2

BIORAD © Fraction 3
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SEC
Ejemplo: mezcla
de: hemoglobina
y vitamina B12

BIORAD ©

La hemoglobina posee color rojo-marron
y su PM es de 65 KDa

La vitamina B12 is rosa y su PM es de
1,35 KDa

Si el limite de exclusion de las capsulas
es de 60 KDa, quién eluye primero?

La hemoglobina eluye primero, mientras
que luego la vitamina B12
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1.0+

0‘5-/\ /\

0.0+ T T T
1] 3 10 15

Eiution Volume (mi)

SEC
Deteccion (caso del ejemplo)

Ralative Amount

Calibracion de la columna

- construccion de curva de calibracion a partir de la determinacion
del volumen de eluciéon en proteinas de PM conocido
- uso de estandar interno

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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SEC

Det. PM polimero modificado (basado en alginato de sodio).
Cal. Patrones de pululanos en el rango de 5.800 a 1.600.000

2 | Rt

Vit 200 UL

Fase movil:
Buffer pH7

i ¥ T M B

bomgree

boggee

Tiempo de elusion (min)

rea2

Figura 4.14. Cromatograma de elusion obtenido por cromatografia en geles de
permacion (GPC) del biopolimero ACD y patrones para su determinacion del peso
molecular y polidispersidad.
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Cromatografia de afinidad
Animacion de la técnica (GE Healthcare)

Uso de ligandos especificos unidos
covalentemente a la columna

Fundamento de la separacion; adsorcion

reversible de los ligandos a la matriz

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de afinidad
Etapas (descripto en video)

adsorption of wash

elute
equilibration—» Sampleand ___ away _ pond — » re-equilibration
elution of unbound protein(s)
A unbound material material
S
E begin sample change to
E application elution buffer
<

i

1-2ev  cov 1-2 cv

- XV ———

Column Volumes (cv)

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Ejemplos de columnas afinidad comerciales

Applications for Affinity Media

Affinity Class

Potential Application

Activated f Functionalized
Aming Acid

Avwidin Biotin
Carbohydrate Binding

Carbohydrate

Dwve Ligand

lutathione

Heparin

Hydrophobic Interactions
IMAC

Immunoa ffinity
Mucleotide ! Coenzyme
Mucleic Acid

Protein A J Protein G
speciality

Functional spacer; support matrix; eliminates handling of toxic reagents
Serum proteins,; proteins; peplides; enzyvmes, rRMA; dsDNA

Purification of biotinfavidin & derivatives; biotinylated substances, Biotin derivatives
dizsociate under nondenaturing conditions:

Solube ghycoproteins | other carbohydrate-containing substances

Ghycoproteins,; lecting; other carbohydrate metabolite proteins. Proper selection can ensure
one-step purification.

Monspecific interaction. Mimic biological substrates (substrates, cofactors, effetors};
proteins. Optimize purification protocol with different dyes

Purification of glutathione enzymes and GET tagoged recombinant proteins

General affinity ligand, useful for plasma coagulation proteins,; nucleic acid enzymes,
lipases, etc.

Couple ligands containing free carboxyl groups: proteins

Immobilized Metal Affinity Chromatography. Uses interactions between protein and
chelated metal to separate.

Cluantitative determinination of antigens, high specificity
Dehydrogenasses; kinases, franzaminases. Reliable adzorbents.
mAENA, DNA; rRMNA; other nucleic acids-and oligonucleotides

Furification of immunoglobulins

SIGMA
ALDRICH ©

Purification of specific classes or types of proteing, coenzymes, or physiological pariners E]_b
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Cromatografia de afinidad

Algunas propiedades fisicas de las resinas utilizadas

Physical properties of affinity chromatography resins.

centrifugation

centrifugation

Sttt 4% crosslinked 6% crosslinked UltraLink Biosupport
P beaded agarose beaded agarose (acrylamide-azlactone polymer)
Bead size 45-165um 45-165um 50-80pm
Exclusion limit 20,000 kDa 4000 kDa 2,000 kDa
Durability crushes under high crushes under high sturdy (>100 psi, 6.9 bar)
pressure pressure
Methods gravity-flow or low-speed  |grawvity-flow or low-speed FPLC Systems. HPLC, granity flow

Coupling Capacity [medium medium high
pH range 311 311 1-13
Form preswollen preswollen dry or preswollen

Thermo Scientific ©

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de
Afinidad e Usa fags de afinidad
n e - permiten que las moléculas se
o N unan a la columna
T buffer .
:H 1 q‘é d?i ;f.’? - pueden ser especificos hacia la
® rocognized 190 lute (G proteina de interés
;ﬂ"-'::l'ltlh':.'l'l'.:'p' G:,é Wash qté :}E'lg Q:é
) régng:i:lud .f'l % buttor %a
by antibody |Gy RV 25 o e Aquellas proteinas que no se unen
N/ o pasan rapidamente por la columna
ﬂ  Se usa un buffer para luego eluir
Antidy j las proteinas que si se unieron
3 2 1
Ej.. inmunoafinidad

BIORAD © Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de afinidad

Buffer de elucion: dependiendo de la columna, se usan o una

diferencia en pH (se baja el mismo) o se utiliza un buffer con el
ligando libre especifico de la columna (depende de disponibilidad/
costo) que compite por la union en la columna con la molécula de
interés

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de afinidad

Commeon elution buffers systems for protein affinity purification.

. Condition Buffer
Algunos ejemplos 100 mM glycine-HCI. pH 2.5-3.0
de buffer de elucion |, e,

triethanolamine, pH 11.5
150 mM ammonium hydroxide, pH 10.5

3.5-4.0 M magnesium chloride, pH 7.0 in

10 mM Tnis
lonic strength andfor 5 M lithium chlonde in 10 mM phosphate
chaotropic effects buffer, pH 7.2

25 M sodium iodide, pH 7.5
0.2-3.0 sodium thiocyanate
2-6 M guanidine=-HCI

2-8 M urea

1% deoxycholate
1% SDS

10% dioxane
Crganic 50% ethylene glycol, pH 8-11.5 {also
chaotropic)

Denaturing

Competitor =01 M counter ligand or analog

Thermo Scientific © Patricio Santagapita_CEBI_E1b
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Cromatografia de afinidad

Si luego se debe separar las macromoléculas de ligandos
pequenos o realizar un cambio de buffer (si requiero pasar de una
columna a otra, por ej.): DIALISIS

(uso de membranas semi-permeables a diferenes PM)

Salt Salt Dialysis
Priotei Eag

Salt, Salt.

Large yolumn of buffar soluthon with aalt,

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de afinidad

Key:

&

Protein of
interest

[ ]
Ligand

8,

Ligand
attached to
polymer bead

Solution [
of ligand

Protein mixture

is added to e e T
column containing ‘ [ ‘

a polymer-bound
ligand specifie
for protein of

interest. 12345

Unwanted E

]:Irntein.s ) e e = =
are washed -

= Tl

" e Nelson & Cox, Lehninger Principles of
of interest H H ] .
o piduedny  Biochemistry, 3rd ed. Patricio Santagapita_ CEBI_E1b
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Cromatografia de afinidad
muy usadas:
- cromatografia de inmunoafinidad: se usan anticuerpos
Inmobilizados en la columna
- polyHis tags= la columna posee iones Ni?* (o Cu?*, Co?* 0 Zn?")
gue unen al grupo imidazol de las histidinas puestas ad hoc en la
produccion in vivo de proteinas recombinantes en el C-terminal.
Se utiliza luego un buffer con imidazol para eluir.
- cromatografia de interaccion hidrofobica (HIC).

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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T g

Cromatografia de afinidad

Elusion usando buffer con imidazol — His tag proteins

A 280 nm Imidazale (M)
DA — UV 280 nm ~ 0.5
—— Programmed elution
buffer conc.
— 0.4
0.2 4
(His)g fusion /
protein - 0.3
- 0.2
0.1+
/\— 0.1
|
| :
1 2
0] :;r, | i -0
I I
0 45 65 min

Sample:
Column:

Binding buffer:

Elution buffer:

Flow:
Systern:

Clarified homogenate of £, colf
expressing His fusion protein
HiTrap Chelating HP 1 ml column
charged with Ni®*

20 mM sodium phosphale,

0.5 M sodium chloride,

10 mM imidazole, pH 7.4

20 mM sodium phosphate,
0.5 M sodium chlaride,
0.5 M imidazole, pH 7.4

1 milfmin
AKTAprime plus

1: selected imidazole concentration

for elution of impurities

_ 2: selected imidazole concentration
for elution of pure (His)s fusion protein

Fig. 7. Gradient elution of a (His), fusion protein.

1 WAL IWIW W wnl lumvml\.’luv\. A e |

B e NS
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Cromatografia de afinidad
Eleccion de pH 6ptimo para elusion — IgG
(usando un gradiente)

A 280 e Sample: Cell culture supernatant containing
0.6 7.0 monoclonal IgG,, 90 mi
] _pH selected for elution B ‘ Column: HiTrap rProtein A FF, 1 mil
in a step gradient Binding buffer: 100 mM sodium phosphate,
0.4 " -6.0 100 mM sodium citrate,
Sl o 2.5 M sodium chloride, pH 7.4
T L5 0 Elution buffer: 100 mM sodium phosphate,
0.2 B 100 rr‘lM_ sodiurn citrate,
: pH pH-gradient from 7.4 10 3.0
- E -4.0 Flow: 1 mi/min
_A’ - System: AKTAFPLC™
Ly o —
T T T
150 200 250 mil

Fig. 8. Scouting for optimal elution pH of a monoclonal IgG, from HiTrap rProtein A FF, using a pH gradient.

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de | « Las capsulas de la columna son
interaccion hidrofobicas

hidrofobica

HIC e La columna se trata con un buffer de

elavada concentracion salina

—

T T

=l L

e Aquellas proteinas que son hidrofébicas

- se unen a las capsulas
%% e Un buffer de bajo contenido de sal eluye
X las proteinas menos hidrofobicas
|
H e Un buffer sin sales eluye las proteinas de
interés
¥

BIORAD © Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Paso 1: HIC ej. proteina recombinante con GFP
La muestra se adiciona
a la matriz junto con un
buffer de alto contenido
de sal

- Las proteinas hidrofobicas
interactUan con la columna

- Los iones de la sal
interactlan con proteinas

menos hidrofobicas y con
agua 4 b
o
I H
.o_s__ .
I © "'N\’H [f
(o) |{| H !
o S«
\ O &
Q/Q\o BIORAD © 1-2 M sulfato de amonio; 3 M cloruro de sodio
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Paso 2: HIC

Lavar las proteinas
menos hidrofébicas de
la columna con buffer
con bajo contenido de
sal

- Asi se eluiran las proteinas
menos hidrofébicas H f

- mi proteina de interés
guedara unida a la columna

[}

o g
* © BIORAD ©
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Paso 3: HIC

La proteina de
Interés se eluye de la
columna con un
buffer sin sales

Hydrophobic

A
(
¥

BIORAD ©
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HIC
Cytochrome ¢ w-chymetrypsin

U absorbance

Seit o pcentrg tdn

Proteins separated in order of Increasing surfoce hydrophobiciy

(ﬁ%} GE Healthcare

iy Life Sciences
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Cromatografia de afinidad
- polyHis tags
Purificacion de una proteina con tag de histidinas a partir de un
extracto sin purificar.

Otro muy usado es GST tag (glutathione S-transferase), y muchas
veces se utilizan en combinacion.

La enzima unira a su substrato.

GST: 211 aa (26 kDa).

Brochure:

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de afinidad
Ejemplos de kits:

http://www.gelifesciences.com/webapp/wcs/stores/serviet/catalog/

en/GELifeSciences-
ar/products/AlternativeProductStructure_ 17312

Affinity Coupling
Activated
chromategraphy media
(resin) enable you to
coyalently immohilize a
ligand to a suitable
affinity medium without
the need for chemical
synthesis or special
equipment

GST-Tagged Protein
Purification

G5 T-tagged proteins are
conveniently purified with
Glutathione Sepharose
chromategraphy media

Group Specific Affinity
Group-specific
chromatography media
utilize ligands that bind
specific classes of
bicmolec ules

Histidine-Tagged
Protein Purificotion

Folyhistidines are a
widely used affinity tag
on recombinant proteins

Immohilized Lectin

Lectin affinity
chromatography is a
widely used for the
purification of
glycoproteins

MBP-Tagged Protein
Purification

Maltose binding protein
(MBEF -tags are well-
suited for the purfication
of inclusion bodies

Immobilized
Mucleotide and
Nucleic acid Affinity

Immaobilized nucleotides
purify a wide diversity of
proteins such as kinases
and motor proteins

Metal Chelate Affinity

Metal chelate affinity
purifies most proteins
with exposed histidine,
cysteine, and tryptophan
residues
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Cromatografia de afinidad + permeacion

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de intercambio idnico
Animacion de la técnica (GE Healthcare)

Ej. de resina anionica (+)

Ej. general — independiente de la resina-

Fundamento de la uniodn: interacciones electrostaticas

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de e Las capsulas de la columna
o - estan cargadas:
intercambio 9
iIonico e i -positivamente (+) - anidnica (ej.
| protein grupos DEAE -dietilaminoetil-)
e posiively 8 - negativamente (-) - catiénica (gj.
on 9 oy ® . .
cohumn [o proteins. (o9 grupos carboximetilos (CM))
:
J e Las moléculas a ser purificadas
deben poseer una carga opuesta
Positively charged gel bead a las de las capsulas de la
=0 columna
Elute negativaly b
charged protein
I ]
e Al * Aquellas moléculas que no se
e unen a las capsulas, pasan por la
= columna rapidamente

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de intercambio
ionico
Columna cationica (carga -)

‘Todo lo cargado en forma (-)

Key: @ Large net pogitive charge
@ Met positive charge

© Net ogativs cheege eluird primero

® Large net negative charge

‘Luego eluirad desde lo de menor

Polvmer heada
wilh negatively
charged

funetional groups

carga neta (+) hasta lo de
Eﬁ“ mayor carga neta (+)

Protein mixture is added
to column contaming

e
cation exchangers, CHC‘C:
L]

Proteins move through the

column at rates determined #lElalalE
by their net charge at the &

pH being nsed. With cation .
exchangers, proteins with ¢ :‘ Ll

amore negative net charge | 2 3 4 5 #

move faster and elute earlier. Patricio Santagapita_ CEBI_E1b
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Cromatografia de intercambio ionico
Las columnas presentan grupos cargados. Si los grupos
lonizables son acidos o bases débiles — dependeran del pH del
buffer!

La fuerza de uniéon dependera:

-carga neta de la proteina (pl)

-concentracion de sales en el buffer (competencia con las
proteinas por los sitios de union de la columna)

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Cromatografia de intercambio ionico
Entonces,

Mientras mayor sea la diferencia (pH buffer y pl) —

> carga neta de la proteina al pH del buffer

— mas fuertemente se unird a una carga opuesta en la matriz y
— mayor es la concentracion de sal en el buffer para eluirla

Eligiendo adecuadamente el buffer de elucion (generalmente se
realiza un gradiente que incrementa la concentracion o pH), se
pueden separar proteinas especificas de la columna en forma

diferencial
Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Ejemplo purificacion para una enzima

table 5-5
A Purification Table for a Hypothetical Enzyme*

Fraction Total

Procedure volume protein Activity Specific activity
or step (ml) (mg) (units) (units/mg)
1. Crude cellular

extract 1,400 10,000 100,000 10
2. Precipitation with

ammonium sulfate 280 3,000 96,000 32
3. lon-exchange

chromatography 90 400 80,000 200
4, Size-exclusion

chromatography 80 100 60,000 600
5. Affinity chromatog-

raphy (3) 3 45,000 15,000

*All data represent the status of the sample after the designated procedure has been carried
out. Activity and specific activity are defined on page 137.

Nelson & Cox, Lehninger Principles of
Biochemistry, 3rd ed. Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Problemas en pdf adjunto

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Problema 1. Cromatografia de intercambio 10nico

Se poseen 5 proteinas diferentes con sus respectivos pls como se indica en la escala sefialada abajo.
Suponiendo que la columna utilizada fue equilibrada a pH 6,5 y se eluye a ese mismo pH,

Escala de pH (buffer de trabajo a pH = 6,5):

0 --—-- Ples Plea 6.5 pla plez————- plez——--————-- 14

a) Cualsera la carga neta de las proteinas a pH 6,57

b) Sila columna en cuestion es cationica y se utiliza un buffer de elucion de concentraciones de
sales crecientes, dar el orden de elucion.

c) Sila columna en cuestion es anidnica y se utiliza un buffer de elucion de concentraciones de
sales crecientes, dar el orden de elucion.

d) Completar las figuras con la cantidad de picos que se observaran en cada caso para cada
caso colocando a que proteina/s corresponde cada pico.

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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d) Completar las ﬁJguras con la cantidad de picos que se observaran en cada caso para cada
caso colocando a que proteina/s corresponde cada pico.

CATlon EXcHANGE
{werking p = 6.5)

Pretein
Ceme,

ANION EXcHANGE
(werking pH= ¢.5

Praten,

L

elution velume

elution Valume

Patricio Santagapita CEBI_E1b
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Problema 2. Cromatografia de exclusion molecular (SEC)

Una mezcla de proteinas globulares se estudia por SEC. Los pesos moleculares de las proteinas

aaaaaaaaaa

Indique el orden de salida y como se determinaria el PESO molecular de las mismas por SEC.
Aclare que supuestos realiza para poder realizar la corrida cromatografica.

Patricio Santagapita CEBI_E1b



