
ЛЕКЦИЯ 4. Физико-химические методы
1. Методы разделения биополимеров (хроматография) 
2. Методы разделения биополимеров (электрофорез)
1. Методы разделения биополимеров (хроматография)
Для того чтобы исследовать молекулярно-биологические процессы, связанные с жизнедеятельностью клетки и организма, необходимо из многообразия компонентов живого вещества выделить то, что планируется исследовать, и уже с этим материалом работать дальше. Основными методами, позволяющими разделить биологические макромолекулы является хроматография и электрофорез.
Хроматография – метод разделения и определения веществ, основанный на разделении компонентов между двумя фазами – подвижной (элюант) и неподвижной (элюат, стационарная фаза).

Метод основан на различии силы взаимодействия разных веществ с неподвижной фазой. Менее взаимодействующие вещества движутся быстрее и все вещества движутся в колонке относительно элюата с разной, характерной для данного вещества скоростью. Неподвижной фазой служит твердое пористое вещество, которое называют сорбентом или пленка жидкости, нанесенная на твердое вещество. Подвижная фаза представляет собой жидкость или газ с растворенными в них анализируемыми веществами, протекающие через неподвижную фазу самотеком или под давлением. 
Неподвижная фаза заранее размещается в хроматографической колонке, либо представляет собой хроматографическую бумагу, либо слой оксида алюминия на алюминиевой фольге.

Вещества, покидающие колонку вместе с подвижной фазой, называются неудерживаемыми, а время их удерживания определяет т.н. «мертвое время» колонки.
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На разделяемые вещества можно накладывать различные дополнительные поля (гравитационное, электрическое, магнитное и др.), которые, изменяя условия разделения, расширяют возможности хроматографии.
Время от момента ввода анализируемой пробы до момента регистрации максимума хроматографического пика называют временем удерживания и обозначают – tR.

Время удерживания складывается из двух составляющих:

1) времени пребывания веществ в подвижной фазе – tm,

2) времени пребывания в неподвижной фазе – ts.

Значение tm фактически равно времени прохождения через хроматограф несорбируемого компонента.

Значение tR не зависит от количества пробы, вводимой в колонку, но зависит от природы вещества и сорбента, а также от упаковки сорбента и может меняться от колонки к колонке. Поэтому для характеристики истинной удерживающей способности колонки следует ввести исправленное время удерживания –   t′R= tR – tm.
Для характеристики удерживания используют понятие удерживаемый объем – VR (объем подвижной фазы, который нужно пропустить через колонку с определенной скоростью, чтобы элюировать вещество): VR = F×tR, где F – объемная скорость потока подвижной фазы (см3/с) или (мл/мин).
По полученной хроматограмме смеси можно рассчитать экспериментальные значения хроматографических параметров: фактор удерживания (емкости) – к, показывает во сколько раз дольше вещество пребывает в неподвижной фазе, чем в подвижной, эта величина должна составлять от 1,5 до 4 к; коэффициент селективности – а, мера относительного удерживания или относительной подвижности двух разделяемых веществ; разрешение – RS, разделение двух соседних, является мерой полноты разделения двух веществ. Разделение считается полным, если Rs равно или больше 1,5.
Количество исследуемого вещества в пробе может быть оценено методом абсолютной калибровки хроматографа с помощью ГСО (государственных стандартных образцов) с последующим построением калибровочного графика. Либо методом внутренней нормализации, при котором предполагается, что пики всех возможных компонентов смеси зафиксированы на хроматограмме, и сумма их площадей (S) равна 100%. Либо методом внутреннего стандарта, при котором в анализируемый образец вводят известное количество эталонного соединения.
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Ионообменная хроматография (ИОХ) – метод, разделяющий ионы и полярные молекулы на основе их заряда. Взаимодействие образца и сорбента основано на обратимом кулоновском взаимодействии. Сорбент имеет на поверхности ионные функциональные группы, которые взаимодействуют с ионами аналита противоположного заряда.
Катионообменная ИОХ – отрицательно заряженный сорбент связывает положительно заряженные молекулы анализируемого вещества (аналит).

Аниообменная ИОХ – отрицательно заряженный аналит связывает положительно заряженный сорбент. ИОХ используется для разделения практически любых заряженных молекул, в том числе крупных белков, небольших нуклеотидов и аминокислот.
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Типичная хроматограмма ионообменного разделения
Аффинная хроматография (АХ) – разделение биологических молекул, основанное на селективном взаимодействии между белком (или белковым компонентом) и специфическим лигандом, связанным с матрицей. Метод позволяет очистить вещество (увеличить его концентрацию) в несколько тысяч раз. Аффинная хроматография является уникальной технологией очистки поскольку только она позволяет очистить биомолекулы на основе их биологических функций или химической структуры.
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Этапы аффинного разделения белков
Гидрофобная хроматография (ГХ) основана на гидрофобности белков. Белки, содержащие гидрофобные аминокислоты на поверхности, могут обратимо связываться с гидрофобными группами сорбента.
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Типичная хроматограмма гидрофобного разделения
Гель-фильтрация (ГФ) или эксклюзионная хроматография (ситовая, гель-проникающая, гель-фильтрационная хроматография) – метод разделения молекул в соответствии с их размером. В отличие от ионообменной и аффинной хроматографии молекулы образца не связываются с сорбентом, но чем меньше молекулы, тем быстрее они пройдут через слой геля. Важное преимущество ГФ – условия среды могут быть изменены в соответствии с типом образца или требованиями для дальнейших шагов очистки и хранения. ГФ хорошо подходит для биомолекул, чувствительных к изменениям рН, концентрации ионов металлов, кофакторов и других условий среды. Разделение может быть выполнено в присутствии необходимых ионов, кофакторов, детергентов, мочевины, гуанидин гидрохлорида, при высокой или низкой ионной силе, при 37°C или на холоде, в соответствии с требованиями эксперимента.
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Гель-фильтрация
2  Методы разделения биополимеров (электрофорез)
Электрофорез – это перемещение частиц дисперсной фазы (коллоидных или белковых растворов) в жидкой или газообразной среде под действием внешнего электрического поля. Впервые было открыто профессорами Московского университета П. И. Страховым и Ф. Ф. Рейссом в 1809 году. Различают две разновидности электрофореза:

катафорез – обрабатываемая поверхность имеет отрицательный электрический заряд (то есть подключена к отрицательному контакту источника тока) и 

анафорез – заряд обрабатываемой поверхности положительный.
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Электрофорез
Виды электрофореза принятые в молекулярной биологии:

Вертикальный электрофорез – позволяет проводить разделение белков и ДНК с высоким разрешением.

Двумерный гель-электрофорез (2D) и изоэлектрическое фокусирование.
Горизонтальный электрофорез – позволяет проводить разделение белков и ДНК.

TGGE гель-электрофорез с температурным градиентом.

В настоящее время основная область применения гельэлектрофореза с температурным градиентом – скрининг мутаций и анализ микробных популяций, гетеродуплексный анализ, изучение метилирования ДНК, анализ вторичной структуры РНК, изучение белок-белковых взаимодействий и анализа термостабильности белков.
Электрофорез в пульсирующем поле – идеальное решение для разделения высокомолекулярной ДНК.

Иммуноэлектрофорез.
Гель-электрофорез – метод пространственного разделения ДНК, белков или макромолекул в целом по их весу (или заряду).
Базовые сведения о теории электрофореза.

1. В растворе между электродами ток обусловлен ионами буфера и образца, а в остальной части цепи электронами.
2.Ток в цепи поддерживается за счет электролиза, происходящего на электродах, каждый из которых погружен в большую буферную камеру.
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Пример проведения электрофореза
Отрицательно заряженные белки движутся в сторону катода. Быстрее движутся белки с меньшей массой. Плотность окрашивания пятна тем выше, чем больше белка в нем содержится. Размытие пятен обусловлено наличием изоформ одного типа белка, несколько различающихся аминокислотным составом и, соответственно, массой, но не функцией.
Определение молекулярной массы белка методом электрофореза
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Вносятся аликвоты белков с известно массой (стандарт) и отдельно – аликвота белка с неизвестной массой. Поскольку скорость движения белков во внешнем электрическом поле зависит от их массы, то масса неизвестного белка рассчитывается с помощью прямой пропорции по известной скорости его движения (расстояние от линии старта/длительность электрофореза) и скорости движения белков стандарта с известной массой.
Заряд. Подвижность возрастает с увеличением суммарного заряда. Величина заряда обычно зависит от pH.

Размеры. Чем крупнее молекулы, тем меньше их подвижность; это связано с возрастанием сил трения и электростатических взаимодействий крупных молекул с окружающей средой по сравнению с молекулами меньших размеров. 

Форма. Молекулы одинакового размера, но различной формы, например фибриллярные и глобулярные белки, обладают разной подвижностью; это обусловлено различиями в силе трения и электростатическом взаимодействии.

Масса. Чем больше масса молекулы, тем она менее подвижна.
Согласно закону Ома, сила тока I (в амперах), напряжение V (в вольтах) и сопротивление R (в омах) связаны следующим соотношением: I = V/R. На разделение ионов в электрическом поле влияют все три фактора. 

Сила тока. Поскольку ток в растворе между электродами обусловлен исключительно переносом ионов буфера и образца, скорость их перемещения прямо пропорциональна силе тока. Длина пути, пройденного ионами, будет пропорциональна времени пропускания тока. Следовательно, для максимальной воспроизводимости результатов сила тока в процессе электролиза не должна меняться. Само собой разумеется, что ток должен быть постоянным.

Напряжение. Оно связано с силой тока приведенным выше соотношением; отсюда следует, что скорость миграции пропорциональна падению напряжения в поддерживающей среде, или градиенту напряжения, обычно выражаемому в В/см-1 (приложенное напряжение, деленое на длину слоя носителя). Используются как низкие (100–500 В), так и высокие (500–10 000 В) напряжения с градиентами до 20 и 200 В/см-1 соответственно.
Сопротивление. Скорость миграции обратно пропорциональна сопротивлению, которое в свою очередь зависит от типа и размеров носителя и от ионной силы буфера. Сопротивление возрастает с увеличением длины слоя носителя и уменьшается при увеличении его ширины, а также с возрастанием концентрации буферных ионов.

Буфер создает и стабилизирует pH носителя, а также самым различным образом влияет на скорость миграции веществ.

Состав буфера. Наиболее широко применяемые буферы – формиатный, ацетатный, цитратный, вероналовый, фосфатный, трис, ЭДТА и пиридиновый. Для разделения углеводов часто используют боратные буферы, преимущество которых заключается в том, что они образуют с углеводами заряженные комплексы.
Концентрация буфера. Пo мере увеличения ионной силы буфера компонент тока, обусловленный переносом ионов буфера, будет возрастать, а доля, приходящаяся на ток за счет ионов образца, уменьшаться. Таким образом, скорость миграции образца уменьшится. При высокой ионной силе буфера суммарный ток увеличивается, а следовательно, возрастает и количество выделяемого тепла. При низкой ионной силе ток, обусловленный переносом ионов буфера, уменьшается, а доля, приходящаяся на ток за счет ионов образца, возрастает. Таким образом, миграция образца ускоряется. В буфере с низкой ионной силой общая сила тока и выделение тепла уменьшаются, но диффузия возрастает, вследствие чего разрешающая способность хуже, чем при высокой ионной силе. В качестве носителей используют относительно инертные вещества, однако их состав все же не безразличен для подвижности разных веществ, и выбор соответствующей среды зависит поэтому от природы образца.

Адсорбция. Адсорбция – удерживание молекул образца носителем, как при адсорбционной хроматографии. Это приводит к размыванию пятен на хроматограмме, в результате чего образец движется не в виде четкой полосы, а имеет вид кометы; разрешающая способность метода при этом уменьшается. Адсорбция приводит также к уменьшению скорости миграции. Наибольшей способностью к адсорбции обладает бумага, однако это нежелательное ее свойство удается устранить, если использовать ацетат целлюлозы.
Электроосмос (электроэндосмос), это явление обусловлено возникновением относительного заряда между молекулами воды буферного раствора и поверхностью носителя. Ионизация групп носителя и поверхностная адсорбция ионов буфера обычно приводит к образованию из молекул воды ионов гидроксония (Н3О-). Так как эти ионы заряжены положительно, они движутся к катоду, захватывая растворенные нейтральные вещества и убыстряя движение катионов; скорость движения анионов при этом падает. Обычно данными эффектами можно пренебречь, однако, если определяют изоэлектрическую точку вещества, нужно вводить соответствующую поправку. Как правило, это делают, следя за движением электрически нейтральных соединений, таких, как мочевина или глюкоза.

Молекулярное сито. Свойствами молекулярного сита обладает применяемый в гель-элекгрофорезе пол у жесткий носитель (гель); такие его свойства способствуют разделению смесей заряженных макромолекул, например белков, которые различаются не только по электрофоретической подвижности, но также формой и размерами. Гели состоят из беспорядочно переплетающихся молекулярных цепей, распределенных по всему объему геля и образующих ситоподобную структуру. В соответствии с конкретными требованиями разделения размер пор гелей можно варьировать в некоторых пределах. Принцип действия молекулярного сита в агаровом, крахмальном и полиакриламидном гелях заключается в том, что крупные молекулы движутся сквозь него тем медленнее, чем меньше размер пор, который определяется числом поперечных сшивок в геле. При использовании гелей типа сефадекса ситуация обратная.
Горизонтальный электрофорез. Насыщенный буфером носитель, на который нанесен образец, обычно располагают горизонтально (горизонтальный электрофорез) на плоской поверхности изолирующего материала, например, плексигласа. При горизонтальном электрофорезе разделение можно проводить на бумаге, ацетате целлюлозы, в гелевых пластинах и в тонком слое, хотя работа с тонкими слоями при более высоких напряжениях требует применения металлических охлаждающих пластин, как при высоковольтном электрофорезе
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Вертикальный электрофорез. Насыщенный буфером носитель, на который нанесен образец, обычно располагают вертикально (вертикальный электрофорез) на вертикальной поверхности изолирующего материала, например, плексигласа. При вертикальном электрофорезе разделение как правило проводят в полиакриламидном геле.
Иммуноэлектрофорез (ИЭФ) – метод исследования антигенного состава биологических материалов, сочетающий электрофорез и иммунодиффузию. Впервые описан Грабаром и Уильямсом в 1953 году, в 1965 году метод был модифицирован Шейдеггером с целью минимизации (т.н. микромодификация метода ИЭФ). 
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Прибор для вертикального электрофореза
Образец антигенного материала разделяют электрофорезом в геле (обычно агарозном), в результате чего формируются характерные зоны. Далее параллельно зонам электрофореза вносится преципитирующая антисыворотка, антигены и антисыворотка диффундируют навстречу друг к другу, и в месте встречи антисыворотки с антигеном появляются линии преципитации, имеющие форму дуги. После проведения иммунодиффузии и элюирования непреципитировавших молекул из геля гель окрашивают специальными красителями.
Капиллярный электрофорез. Метод капиллярного электрофореза основан на разделении компонентов сложной смеси в кварцевом капилляре под действием приложенного электрического поля. Микрообъем анализируемого раствора вводят в капилляр, предварительно заполненный подходящим буфером – электролитом. После подачи к концам капилляра высокого напряжения (до 30 кВ), компоненты смеси начинают двигаться по капилляру с разной скоростью, зависящей в первую очередь от заряда и массы (точнее – величины ионного радиуса) и, соответственно, в разное время достигают зоны детектирования. Полученная последовательность пиков называется электрофореграммой, при этом качественной характеристикой вещества является параметр удерживания (время миграции), а количественной – высота или площадь пика, пропорциональная концентрации вещества.
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