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Tehnologii cheie ce au permis aparitia proteomicii

1900 1920 1940 1960 1980
1975 - primul studiu de proteomica: L
Analiza electroforetica 2D a proteinelor din E. coli 1995, Wilkins introduce
1988, Hillenkam dezvoltd instrumentul MALDI-MS termenul de proteomica

1988, Fenn dezvolta instrumentul ESI-MS

Aparitia si dezvoltarea recenta a proteomicii ca ramura a stiintelor vietii a fost posibila datorita realizarii de
descoperiri importante in 4 directii majore:

1. Dezvoltarea metodelor de separare, fractionare si detectie a proteinelor si peptidelor;

2. Aparitia instrumentelor de spectrometrie de masa si dezvoltarea unor metodelor de ionizare
eficienta a peptidelor;

3. Secventierea acizilor nucleici si aparitia bazelor de date cu secvente;

4. Descrierea unor metode bioinformatice de prelucrare computerizata a spectrelor de masa.
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Ce presupune un studiu de proteomica?

Pentru studiul simultan al intregului set de proteine produse la un moment dat de o celul3, tesut

sau organism au aparut diverse metode de proteomica, dar care au in comun parcurgerea urmatoarele
etape majore:

LC MS/MS
/_T"psma Hl ‘\ i‘l‘.fr ;i\‘ L4 (L
N : U eide | | |an Ml il Wbl e il
! | , l
A. Liza celulara si i : ¢ Digestia : : E. Secventierea :
extractia | | proteinelor : : peptidelor rezultate :
AT ,  pentru : prin spectrometrie de 1
proteln(.elor(?llrj : | generareade | | masi |
probabiologics | 1 SURER :
B. Fractionarea l—————— == ' I L
proteinelor cel mai : D. Fractionarea : F. Identificarea
frecvent prin i peptidelor prin I computerizata a
electroforezs | cromatografie lichida | proteinelor existente
(facultativa) : ____________ _: in proba
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Capitolul I. Separarea, fractionarea si detectia proteinelor/peptil}

Una din problemele pe care studiile de proteomica trebuie deci sa le rezolve este com
analizat, complexitate care se refera la:

A. Prezenta unui nhumar mare de contaminanti non-proteici.
studiu se porneste de la o proba biologica ce este dezagregata ( prin pulverizare,
liza, sonicare, omogenare) pentru a elibera moleculele proteice. Odata cu acestea
sunt insa eliberate si un numar mare de molecule ce nu intereseaza in cazul de fata
— lipide, glucide, acizi nucleici - si care devin asadar molecule contaminante.
B. Numarul mare si concentratia variata a moleculelor tinta. Toate studiile
de proteomica se bazeaza in prezent pe un singur tip de instrument analitic -
spectrometrul de masa - ce secventiaza peptidele rezultate din digestia proteinelor

din proba de analizat. Daca consideram o celula umana care produce in jur de

30 000 de proteine cu masa medie de 50 kDa, fiecare proteina va genera aprox.

30 de peptide diferite.
aproximativ 6 000 000 de peptide. Acest numar urias de peptide nu poate fi

spectrometru disponibil in prezent.
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|. 1. Extractia si separarea proteinelor

Din acest motiv, sub o forma sau alta toate studiile de proteomica cuprind etape de:

1. Extractie a proteinelor din matrixul biologic si separare a acestora de moleculele contaminante non proteice;

2. Fractionare a proteinelor din proba de analizat, a peptidelor rezultate sau a ambelor. Prin aceasta, peptidele ce
urmeaza a fi secventiate sunt impartite in fractii si sunt livrate treptat, in cantitati mai mici instrumentul analitic
pentru ca acesta sa le poata analiza.

I. 1. Extractia si separarea proteinelor

Scopul acestei etape este de a extrage din proba de analizat moleculele proteice si de a le solubiliza pentru a
putea fi mai apoi analizate. Etapa trebuie sa se realizeze exhaustiv, pe cat posibil extractul sa contina toate proteinele
de interes din proba de analizat, insa cat mai putine moleculele contaminante. De asemenea, este foarte important ca
aceasta etapa sa pastreze proteinele in starea lor nativa in ceea ce priveste modificarile post-traducere. Etapa cel
mai frecvent debuteaza cu operatiunea de liza a probei si eliberarea continutului celular intr-o solutie tampon de
extractie convenabila. :
Liza probei biologice se realizeaza functie de specificul probei de analizat, urmand principiile urmatoare:
- celulele sunt dislocate din tesuturi prin actiune mecanica — omogenizare, ultra-sonicare;

- celulele bacteriene sunt tratate cu lizozim pentru distrugerea peretelui celular
peptidoglicanic si apoi resuspendate intr-o solutie tampon de liza; , |

- celulele de drojdii sunt tratate cu liticaza ce distruge peretele celular de natura chitinoasa si apoi' resuspendate
intr-o solutie tampon de tampon de liz3;

- celule vegetale sunt tratate cu celulaza ce distruge peretele celulozic si apoi resuspendate intr-o solutie tampon
de tampon de liz3;

- celulele eucariote din culturi de celule sunt resuspendate direct intr-o solutie de tampon ce functioneaza ca
solutie de liza si care contine detergenti.
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Desi se considera ca nu exista o solutie tampon de extractie universal valabila capabila sa mentina
solubile toate proteinele, indiferent de unde provin, se cunosc in prezent diverse retete create specific
pentru anumite celule sau tesuturi.

GPLOS o Bt Plant Methods Universal sample wpLosions
preparation method for s
arsrmcnm'c'l’ ) ) proteome analysis Evalu'a.tion' of sodium deo.xycholate as .
Comparison of Different Buffers for Protein Evaluation of sample preparation @ o ' solubilization buffer for oil palm proteomics
Extraction from Formalin-Fixed and Paraffin- methods for mass spectrometry-based eiciiimicoit apalsts
Embedded Tissue Specimens proteomic analysis of barley leaves S s S o

Kaini Shen’, Jian Sun’, Xinxin Cao', Daobin Znou', Jian Li'*

Wei-Qing Wang'*"®, Ole Norregaard Jensen', lan Max Meller’, Kim H. Hebelstrup’ PLOE ONE | g /i o/ 10,137 frurrel pore 0221052 Auguat 15, 2016
and Adelina Rogowska-Wirzesinska'™

PLOS ONE | D010 1371 joumal om0 0142650 Noveroer 18, 2015, 113 NATURE METHODS | VOL6 8O | NAY 2009 | 359

Tn general, orice metodd de extractie a proteinelor dintr-un matrix biologic cu scopul analizei proteomice
utilizeaza o solutie tampon de extractie ce contine:

1. Un detergent puternic precum SDS (Sodium dodecyl sulfate), CHAPS (3-([3-cholamidopropyl]dimethylammonio)-
1- propane sulfonate ) sau Tween (denumirea comerciala pentru detergenti neionici din clasa polisorbatilor —
derivati de la sorbitol esterificati cu acizi grasi) cu ce au rolul de a solubiliza proteinele membranare, de a le
extrage din bistratul lipidic si de a le separa de moleculele lipidice;

2. Agenti denaturanti, de obicei in concentratii mari — cel mai frecvent uree sau acizi tari - modifica taria ionica si pH-
ul solutiei si, prin aceasta, elimina interactiunile dintre proteine si destabilizeaza structurile secundare si tertiare;

3. Agenti reducatori - cel mai frecvent ditiotreitol DTT, mercaptoetanol sau tiouree - rup legaturile disufidice si
preintampina oxidarea grupelor functionale

3. Enzime - (DNAze, RNAaze) — au rolul de a cliva macromoleculele contaminante.
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|. 2. Fractionarea proteinelor

Metodele de fractionare au ca scop separarea amestecurilor complexe de proteine in fractiuni ce grupeaza
molecule cu proprietati asemanatoare. Toate proteinele au masa moleculara si sarcina electrica, valorile acestor
doua proprietati fiind insa caracteristice fiecarei molecule si putand fi astfel folosite pentru a diferentia o proteina de
alta. Fractionarea proteinelor in studiile de proteomica se realizeaza cel mai frecvent prin doua tipuri de metode:

A. Metode electroforetice — SDS-PAGE, |zoelectrofocusarea, 2D-PAGE
B. Metode cromatografice — cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC)

A. Metode electroforetice
Electroforeza este o metoda de separare care se bazeaza pe capacitatea particulelor coloidale sau moleculelor
incarcate electric de a migra, sub influenta unui camp electric generat de doi electrozi, in directia electrodului
purtator al sarcinii opuse. Viteza de migrare depinde in principal de dimensiunea sarcinii electrice si din acest motiv
moleculele cu sarcini diferite vor avea o mobilitate electroforetica diferitd, separandu-se in fractii. In principiu, aceasta
metoda poate fi aplicata tuturor macromoleculelor incarcate electric.
Functie de mediul in care se realizeaza separarea, se pot distinge 3 solutii tehnice pentru
realizarea separarii electroforetice a moleculelor:
1. Separarea in solutii tampon — foarte putin utilizata, importanta istorica. Reprezinta prima metoda
de separare electroforetica si a fost pusa la punct de Arne Tiselius in anul 1937.
2. Separarea in medii stabilizatoare (placi cu silicagel, filme, geluri). Functie de amplasarea fizica a o
mediului stabilizator, putem distinge: A s
2.A. electroforeza orizontala — pentru suporturi inerte fata de oxigen (hartie, placi de silicagel, amidon, agaroza.
2.B. electroforeza in sistem vertical - suporturi care trebuie ferite de oxigen, precum poliacrilamida. Reprezinta tipul

de electroforeza standard pentru separarea proteinelor in studiile de proteomica.
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|. 2. Fractionarea proteinelor

A.l. Electroforeza proteinelor in conditii denaturante (SDS-PAGE) q
Denumirea acestei metode face referire la faptul ¢ moleculele ~ """ ">"0- s O~ Na‘*
proteice nu sunt separate in forma lor nativa, ci sunt denaturate sub

SDS - Sodium dodecyl sulfate O
actiunea temperaturii, a detergentului SDS-ului si agentului reducator

B-mercaptoetanol. Plierea tridimensionala a moleculelor proteice inlaturata, proteinele fiind transformate in
catenele liniare de aminoacizi. Suplimentar, SDS-ul se fixeaza pe catenele polipetidice intr-o cantitate
proportionala cu lungimea acestora si ecraneaza sarcinile datorate incarcarii aminoacizilor. Toate proteinele vor fi,
prin urmare, incarcate negativ, dimensiunea sarcinii fiind direct proportionala cu cantitatea de SDS fixata, adica cu
lungimea catenei. Tn acest tip de electroforezi separarea se realizeaza in functie de un singur parametru si anume

de lungimea catenelor polipeptice, adica masa moleculara.
Proteinele sunt separate pe geluri pe poliacrilamida (PAGE-

poliacrilamide gel electrophoresis) folosind un sistem tampon
discontinuu. Discontinuitatea se refera la 4 parametri: Tris-HCI pH 6.8
1. porozitatea gelului — gelul in care se realizeza separarea
electroforetica contine doua zone de concentratii diferite, una in
zona superioarad de concentratie mica (pori de dimensiuni mari, gel
de concentrare) si una in zona inferioara de concentratie mare
(pori de dimensiuni mici, gel de separare);

2. pH-ul gelului — gelul de concentrare are pH-ul 6,8 iar cel de Tris-Gly pH 8.3
migrare are pH-ul 8,8;
3. taria ionica a solutiilor tampon din interiorul gelului — gelul de concentrare contine 0,125 mol/lI TRIS-HCI, iar
gelul de separare 0,375 mol/I TRIS-HCI;

4.  natura ionilor din gel si din tamponul de electrod; gelul contine ioni Cl- iar tamponul de migrare glicina.
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|. 2. Fractionarea proteinelor

Separare proteinelor in sistemul discontinuu are loc in doua etape,
corespunzatoare celor doua geluri:

1. Etapa de concentrare a fractiilor proteice. Probele reprezentate
de solutia proteica sunt plasate in gelul de concentrare, al carui pH este
de 6,8. La aceasta valoare a pH-ului, glicina (punctul izoelectric, pl=6,7)
este practic lipsita de sarcina electrica, iar Cl este incarcat negativ. La
aplicarea curentului electric, glicina va avea o mobilitate redusa
(datorita lipsei sarcinii), iar clorul va avea mobilitate maxima. Cele doua
molecule realizeaza doua fronturi, unul puternic incarcat negativ si
foarte mobil, si unul neutru cu mobilitate redusa. Proteinele au grade
diferite de incarcare datorita interactiunii cu gelul de poliacliamida si
vor avea mobilitati intermediare, plasandu-se intre frontul glicinei si cel
al clorului, realizand legatura intre aceste doua fronturi si formand asa-
numitul ,tren de ioni”. Cand acest tren al ionilor ajunge in zona de
contact dintre gelul de concentrare si cel de migrare, rezistenta
datorata porilor mici ai gelului de migrare creste, ceea ce duce la
concentrarea proteinelor sub forma unei singure benzi foarte fine.

2.  Etapa de separare a fractiilor proteice. In gelul de separare, la pH
8,8, glicina este incarcata negativ si, datorita masei moleculare mici,
continua sa migreze impreuna cu frontul clorului cu o viteza relativ
mare, depasind frontul proteic intarziat la intrarea in acest gel.
Proteinele se desprind din trenul ionilor si se separa in functie de

sarcina electrica = masa moleculara.
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|. 2. Fractionarea proteinelor

A.ll. Izoelectrofocusarea GOOH GOOH .
H—C—H H=t—H T
O bund parte a aminoacizilor proteinogeni contin grupe N — C— COOH H—-G—H Ry
. A . - .. . . = HaN—C—COOH HaN— C ~ COOH
functionale care, in anumite conditii pot ioniza, si deci care pot H I A
HI H A - ~ + Aspartic acid (ASP/D) Glutamic acid (GIw'G) Cysteine (Cys/C)
genera sarcini electrice (COOH in COO", -NH; in —=NH,"). De Km 306 = 4,07 o
asemenea, MPT-urile pot introduce grupe functionale ionizabile NHz
. . .. — OH
pe suprafata moleculelor proteice (PO,) si astfel genera sarcini. EH N E:E .
. . v . . n 2
lonizarea acestor grupe este influentata de pH-ul solutiei, in L:;HE #Hz r” |
sensul in care la valori de pH mici, majoritatea grupelor Chig CHa N I8
. - . . CHa CHz H=C—H 7
functionale ce pot accepta H* ii vor accepta si vor deveni neutre N HEN_(:;_CDDH HEN—IZ::—CDCIH HaN— G~ GooK
sau pozitive. La valori mari de pH, majoritatea grupelor H H H s ()
functionale ce pot ceda H* ii vor ceda si vor deveni neutre sau iy AL o v -+t - pKa = 1007

negative. Fiecare grupa functionala se caracterizeaza astfel

printr-o valoare specifica de pH ionizeaza, valoare de pH care se noteaza pK,. Grupele functionale ionizabile din
structura aminoacizilor se influenteaza reciproc, ceea ce face ca fiecare aminoacid sa fie caracterizat printr-o valoare
unica de pH la care nici una dintre grupele functionale nu sunt incarcate electric, aminoacidul fiind lipsit de sarcina
— punct izoelectric, pl.

Acelasi lucru este valabil si pentru proteine. Tn cazul rol, grupele functionale de ale aminoacizilor de la suprafata
moleculelor proteice pot ioniza si deci genera sarcini. Interactiunea dintre grupele functionale ionizabile de la
suprafata moleculei proteice face ca fiecare proteina sa fie caracterizata de un pl unic. Functie de valoarea acestuia,
proteinele se pot imparti in:

A. proteine acide, pl< 7,
B. Proteine bazice, pl>7.
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|. 2. Fractionarea proteinelor

Indiferent de tipul lor, proteinele vor fi deci incarcate pozitiv la valori de pH mai
mici decat pl, incarcate negativ la valori de pH mai mari decat pl si neutre la pl. Pe
aceasta variabilitate a sarcinii proteinelor functie de pH la care sunt expuse se bazeaza
metoda de fractionare numita - izoelectrofocusare.

Izoelectrofocusarea reprezinta o metoda de fractionare si separarea a proteinelor |

protein z phosphorylated

care a fost generat in prealabil un gradient de pH. Prin

functie de valoarea pl-ului acestora. Propriu-zis, proteinele sunt amplasate in geluriin

_o_ cathode

aplicarea curentului electric, proteinele se deplaseaza spre I I I o l
unul dintre electrozi, functie de sarcina lor. in deplasarea I I I £ | PHO l
lor spre electrozi, proteinele trec prin zone ale gelului cu ‘1“\*

valori diferite de pH si sarcina lor se modifica corespunzator. = = X = — H7 =
Atunci cand o molecula proteica ajunge in zona gelului ce ] ] : t ] : P ]
are un pH egal ca valoare cu pl-ul sau, sarcina proteinei y

devine r?ulé sgi aceasta nu se mapi deplaséazé. Indifzrent de = = ' = =
timpul de aplicare al curentului electricc o molecula ] - - e pH 3 ]
protenca ajunsa la pl-ul sau nu se va mai deplasa in gel. Prin

aplicarea indelungata a curentului electric, toate

moleculele proteice cu acelasi pl, indiferent de secventa si B B B N
locul unde erau amplasate in gel la inceputul separérii, vor - L <D L €)' anode L

migra si se vor concentra in aceeasi zona — denumirea loading run endpoint
tehnicii de izoelectroFOCUSARE.
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|. 2. Fractionarea proteinelor

A.lll. Electroforeza 2D-PAGE

Electroforeza 2D-PAGE este o metoda de separare a proteinelor in geluri de policarilamida (polyacrylamide gel
electrophoresis - PAGE) care combina principiile descrise anterior pentru a separa amestecurile proteice functie de 2

parametri sau dimensiuni (2D):

A. punctul izoelectric — printr-o etapa initiala de izoelectrofocusare

B. masa moleculara - printr-o etapa de SDS-PAGE.

Desi principiile si metoda in sine a fost introdusa
inca din anii 70, aceasta nu a fost utilizata foarte intens
datorita dificultatilor tehnice intampinate in:
- realizarea intr-o maniera repetabila a gradiului de pH,;

- atasarea gelului pentru electrofocusare peste gelul SDS-
PAGE si tranferul proteinelor dintr-un gel in altul.

In prezent, prin utilizarea in etapa de
electrofocusare a unor benzi de gel in care compusii ce
genereaza gradientul de pH sunt imobilizati pe un gel de
acrilamida (benzi IPG — imobilized pH Gradient), 2D-
PAGE a devenit metoda de referinta pentru studiile de
proteomica, ea permitand inclusiv separarea moleculelor
proteice cu aceeasi secventa, dar cu MPT diferite (Ex.
diverse nivele de fosforilare)
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|. 2. Fractionarea proteinelor

A.IV. Detectia proteinelor pe geluri

Pentru evidentierea proteinelor separate pe gelurile de poliacrilamida au fost descrise numeroase protocoale ce pot fi
impartite in doua categorii mari:
1. coloratii specifice cu care sunt evidentiate doar anumite fractiuni din toate proteinele separate; aceste coloratii se folosesc in

special pentru evidentierea unor enzime;
2. coloratii nespecifice care realizeaza colorarea uniforma a tuturor proteinelor separate. Diversele metode de colorare
nespecifica difera intre ele prin nivelul de sensibilitate si prin complexitatea. Indiferent de metoda de colorare, la baza sta
reactia unui reactiv de culoare cu resturi specifice de aminoacizi din catena polipeptidica (ex. nucleele aromatice). Din acest
motiv intensitatea culorii nu depinde doar de cantitatea de proteina din gel, ci si de secventa de aminoacizi a proteinei colorate.

Metoda de colorare

Coomassie
brilliant blue R-250

Coomassie brilliant blue G-

250 (coloidal)

Coloratie cu argint

Coloratie cuprica

Coloratie cu Zn

Coloranti luminescenti
SYPRO

Sensibilitate
0,3-1 pg/banda

100 ng/banda

10 ng/banda

10-100 ng/banda

10-100 ng/banda

tip 1-8 ng/banda

Observatii

Simpla, traditionala, cu sensibilitate redusa. Recomandata pentru
gelurile SDS-PAGE) si 2D-PAGE

Recomandata pentru toate tipurile de geluri, sensibilitate buna dar
necesita un timp mai indelungat de colorare.

Sensibilitate foarte buna, dificil de realizat, necesita o calitate
deosebit de buna a reactivilor utilizati

Rapida si usor de realizat, nu poate fi aplicata decat pentru gelurile
cu SDS.

Rapida si usor de realizat, nu poate fi aplicata decat pentru gelurile
cu SDS.

Rapida si usor de realizat, aplicabila tuturor tipurilor de geluri,
necesita sistem de achizitie a imaginilor in UV Pagina 13 din 22



|. 2. Fractionarea proteinelor

Distribution

follows K= Conc. gz

Y erector AT

UV or M e

Cone. e

K is specific for each
combination of analyte,
stationary and mobile phase

A A

time

1. Cromatografia prin schimb ionic (lon exchange chromatography, IEX) are la
baza existenta de sarcini electrice pe suprafata moleculelor proteice. Faza stationara este
de asemenea incarcata electric (pozitiv sau negative), in asa fel incat proteinele vor avea
o afinitate mai mare sau mai mica functie de aceasta. Numele acestui tip de separare
provine de la faptul ca eluarea proteinei de pe coloana se realizeaza prin concentratii
crescute de saruri ionizate, faza stationara schimband proteinele fixate de aceasta cu

ionii sarii.

B.l. Metode cromatografice de separare a proteinelor

Cromatografia este o metoda fizica de separare a componentilor unui
amestec pe baza interactiunilor diferite pe care le realizeaza acestia cu
dupa faze: o faza mobila si o faza stationara. Functie de interactiuni pe
baza carora se realizeaza, metodele cromatografice aplicabile in cazul
proteinelor sunt:

r—

" ' @ '-G
E‘- § — #8 _e LY Y e
oy ﬂ;l pgt— .s;‘u- — FRT
& 2 o, =
-2

loading washing glution 1

¢}
—_— oo .
- . " ng_ s v oy ‘ﬁ

o - g @

e, =
.-
T T s
-] = .
e )

elution 1

washing elution 2

2. Cromatografia pe baza de interactiuni hidrofobe (Hydrophobic Interaction Chromatography, HIC) —
separarea se realizeaza la concentratii mari de saruri ce retin puternic apa in sfera de hidratare. Tn aceste conditii,
moleculele proteice vor fi lipsite de apa de hidratare si vor interactiona cu o faza stationara putin hidrofoba, taria
interactiunii depinzand de dimensiunia zonelor hidrofobe de pe suprafata moleculelor proteice. Prin scaderea
concentratiei de sare, apa de hidratare devine disponibila, moleculele proteice intereactioneaza cu aceasta si se
desprind de pe faza stationara.

04.03.2026
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|. 2. Fractionarea proteinelor

3. Cromatografia pe baza interactiuni hidrofile (Hydrophilic interaction chromatography, HILIC) — se
bazeaza pe interactinile cu o faza stationara puternic hidrofila, insa aplicabilitatea acestei metode in separarea
proteinelor este redusa la proteinele membranare si apolipoproteine.

=g
4. Filtrarea prin gel (Size-exclusion chromatography, SEC) - are e

la baza principiul de separare care presupune excluderea din

gel in functie de dimensiuni (engl. size-exclusion). Tn functie Ree

de masa, moleculele de dimensiuni diferite vor fi retinute

diferentiat la traversarea unui gel cu pori de dimensiuni fixe, ’ . C —

astfel incat moleculele mari, care nu pot patrunde prin pori, . oot »lu‘l_f_“
vor avea un grad mai mic de retinere, in timp ce moleculele B
mici vor patrunde prin porii gelului si se vor ,,pierde”, fiind

astfel foarte mult intarziate. -/ :

Time

5. Cromatografia de faza inversata (Reversed-phase liquid chromatography , RPLC) — este in mod
traditional utilizata pentru separarea peptidelor, insa recent si-a gasit aplicatii si in separarea
proteinelor. Din motive didactice, principiile si detalii suplimentare vor fi discutate la capitolul
corespunzator separarii peptidelor post-digestie.
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|. 2. Fractionarea proteinelor

Fractionarea proteinelor folosind tehnicile cromatografice se
realizeaza in sisteme cromatografice care cel mai frecvent

sunt alcatuite din:

1. rezervor cu solutie reprezentand faza mobila (M) — M

Pompd Injector

P I

capacitatea minima a rezervorului este data de dimensiunile  Rezervor cu solutie

coloanei cromatografice, fiind necesar ca acesta sa contina
suficienta faza mobila pentru a permite echilibrarea coloanei
si separarea cromatografica propriu-zisa;

2. pompa (P)—are rolul de a asigura un debit constant in

fazd mobila

N
) W\ h

timpul separarii; pentru GF este suficienta o pompa
peristaltica simpla, deoarece presiunile atinse in coloana sunt

C Coloana

R

mici; aplicatiile mai complexe necesita o pompa cu piston sau
chiar un sistem format din doua sau patru pompe cu piston;

3. injector (I) — permite injectarea probei de analizat in
coloana la momentul stabilit de utilizator. In cazul
instrumentelor moderne injector este inlocuit de un
autosampler ce incarca automat probele de analizat;
04.03.2026 Proteomica — Curs |l

Recorder

F

Detector

|0/

_—

—_

—_—

Colector de fractii
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|. 2. Fractionarea proteinelor

4. coloana cromatografica (C) — este elementul in care se DR

. v . . . Mobile phase reservoirs
realizeaza propriu-zis separarea; coloanele cromatografice —a / Column compartment,
. . . . . v . . heater, injector
contin diverse tipuri de faza stationara, functie de tipul de Control panel §

7 / User interface

separare (SEC; HILIC; RPLC, HIC, IEX);

Autosampler
carousel

5. detector (D) — permite monitorizarea in timp real |
concentratiei de proteine din faza mobila la iesirea din coloa | | ' —
olvent delivery )
Waters Alliance® HPLC System

cromatografica si detectia momentului in care protei systempump) (Www.waters.com)
investigata este eluata;

6. colector de fractii (F) — permite colectarea fractionata automata in eprubete separate a eluentului de

pe coloana; nu este obligatoriu, sistemelse cromatografice pot fi conectate direct la un spectrometru de
masa;

7. aparat de inregistrare (recorder (R)) — are rolul de a prelua si prezenta grafic valorile inregistrate de
catre detector; informatiile sunt prezentate sub forma unui grafic numit cromatograma, pe abscisa (axa
Ox) fiind reprezentat timpul (sau volumul), iar pe ordonata (axa Oy) extinctia fazei mobile; in cazul
sistemelor moderne de cromatografie, sistemul de inregistrare este inlocuit de software-ul de control al
intregului sistem cromatografic; acesta permite nu doar monitorizarea, ci si ajustarea in timp real a
parametrilor separarii.
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A Simple
Analogy

A zoo train derailed
over a river. Monkeys,
elephants and cows
were free!

SIGMA-ALDRICH"
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A Simple
Analogy

The animals drifted by an
island that had bananas,
grass and peanuts. Each
animal stopped at their
favorite food. They each
took their time eating before
setting off.
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Four cows! Tene = 1 noye.
57 manuites and dd seconos

A Simple
Analogy

Eventually, the animals
floated under a bridge.
As the animals went
under the bridge, the

5 “detector” called out the
The analysis is now compiete. time and the number of
= each animal.
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| | B
E A Simple Analogy
=
O
(&) The caretakers
U graphed the detector’'s
data. They plotted the
number of each animal
j ) I I y on the y-axis and the
o 1 2 3 4 time it passed under
: the bridge on the x-
axis.
9 TIME (hours)
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