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Chromatografie

Zakladni nastroj pri purifikaci nukleovych kyselin



Chromatografie

Je souhrnné oznaceni pro skupinu fyzikalne-
chemickych separacnich metod

Slouzi k separaci a analyze slozitych smesi
latek

Molekuly analyzované latky se u vSech typu
chromatografickych separaci rozdeluji mezi
tzv. stacionarni a mobilni fazi

Déleni je zalozeno na rozdilné distribuci
slozek smési mezi mobilni a stacionarni fazi



Proc chromatografie?

1906 - rusky botanik, fyziolog a biochemik M. S. Cvet
proved| experiment, pri kterém rozdelil chlorofyl na jeho
slozky - chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy — vznikly
barevné zony (chroma = barva)

, a extrakt chlorofylu v petroleteru
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Zakladni koncept chromatografie

> biologicky aktivni latky tvori rozsahlou
skupinu sloucenin se specialnimi funkcemi

» zmeny pH, iontovée sily, koncentrace
kovovych iontu, kofaktoru atp. mohu mit za
nasledek velké ovlivnéeni izolovanych
biologicky aktivhich molekul

» aby béhem izolace nedochazelo ke ztratam
jejich biologicke aktivity, je nutné pouzit
pokud mozno co nejmirnéjsi separacni
metody



Druhy chromatografickych metod |

Podle ucelu pouziti

» analyticka chromatografie
» preparativni chromatografie

Podle fyzikalne-chemického principu

» adsorpcni chromatografie
rozdelovaci chromatografie

>
> iontové vymeénna chromatografie
> gelova chromatografie

>

(bio)afinitni chromatografie



Druhy chromatografickych metod Il

Podle skupenstvi mobilni faze

» kapalinova chromatografie
» plynova chromatografie

Podle usporadani stacionarni faze

» kolonova (sloupcova) chromatografie
» kapilarni chromatografie

» chromatografie na tenke vrstve
(tenkovrstva chromatografie)

» chromatografie na papire



Co chromatografie taky znamenala

» Vyvoj ucinnych izolacnich metod, jako jsou
gelova, ionexova, bioafinitni aj.
chromatografie a nejruzné;jsi typy
elektroforéz, umoznil vyvoj celé rady
novych odvétvi chemie

» Nebyl by mozny napr. soucasny rozvoj
chemie proteinu a nukleovych kyselin -
molekularni biologie, genoveé inzenyrstvi,
Imunochemii aj.



Strategie pri purifikaci - |

» nizka koncentrace biologicky aktivnich latek
» smeés mnoha podobnych latek

Prvni stupen izolace = adsorpce

> biospecificka afinitni chromatografie
> pfi fyziologickych hodnotach pH je vétSina proteint
negativne nabitych — sorpce na anex

Dalsi stupen izolace

» gelova chromatografie
» elektroforetické metody



Strategie pri purifikaci - 1|

Izolaci Ciste biologicky aktivni latky
dosahujeme nejcastéji kombinaci nekolika
separacnich metod

Pri volbé purifikacniho schématu bychom meli
dbat na to, aby se neopakovaly metody
zalozené na stejnem delicim principu



Adsorpcni chromatografie

Je zalozena na rozdilné adsorpci latek na
povrchu sorbentu, tvoriciho stacionarni fazi

» Latky, které jsou za danych podminek silnéji vazany
sorpcnimi silami, jsou v jednotlivych usecich
naadsorbovany casteéji a déle nez latky jiné

» Sorbenty stacionarni faze se lisi polaritou nebo

kyselosti
» nepolarni — aktivni uhli, polarni kysely silikagel (SiO,), polarni
bazicky hydratovany oxid hlinity nebo horec¢naty

» Mobilni faze — smesi rozpoustédel (... chloroform,

etanol, ...)
» U plynové adsorpéni chromatografie dusik nebo hélium



Rozdelovaci chromatografie

Je zalozena na zalozena na rozdilné
rozpustnosti délenych latek ve dvou riznych
kapalinach, tedy na rozdilnych hodnotach
rozdéelovaciho koeficientu (a =c,/c,)

Jedna z pouzitych kapalin je mobilni fazi, druha je
potom zakotvena na néjakém nosici a tvori tak
stacionarni fazi

VyssSi hodnota a = silnéjsi vazba na stacionarni
slozku = pomalejsi pritok kolonou

Normalni faze = ukotvenou stacionarni fazi je voda

Obracena faze = ukotvenou stacionarni fazi tvori
nizkopolarni organické kapaliny

Nosice — SiO,, sklo, polymery, skrob, celul6za, aj.



lonexova chromatografie

Je zalozena na coulombickem pritahovani
opacnych naboju

» Stacionarni faze ma na svem povrchu chemicke
skupiny nesouci naboj

» Pokud jsou v protékajici mobilni fazi pritomné ionty
opacného naboje nebo molekuly silné dipolove, jsou
elektrostatickymi silami pritazeny a dostatecne
pevné zadrzeny na povrchu stacionarni faze

» Zadrzeni je absolutni, k uvolnéni nutna zména naboje



lontomenice - ionexy

lonexy (anex nebo katex) tvori stacionarni fazi

anex katex
vyménuje vymeénuje
anionty kationty
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» Anexy: primarni aminy —NH,, sekundarni aminy —
NHR, terciarni aminy —NR, a kvartérni amonioveé
baze -N*R;

» Katexy: fenolicka skupina —OH, karboxylova
skupina —COOH, fosfatova skupina -PO(OH), a
sulfatova skupina -SO;H



Material pro ionexy

> ruzné modifikovana celulosa
Sephadex

lonexy odvozené od agarozy (Trisacryl,
Fractogel...)

> ionexy zalozené na bazi kifemicitanu a
syntetickych polymeru
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lonexova chromatografie patri mezi nejrozsirenejsi
metody, které byly a jsou pozivany pro izolace
nejruznéjsSich biologicky aktivnich latek (enzymy, NA,
AA, antibiotika, vitaminy, nukleosidy a nukleotidy,
lipidy, aj.)



Prubéh ionexoveé chromatografie

Aktivace
kolony

Naneseni
vzorku

Adsorbce

castic

Promyti
kolony

Eluce




Gelova permeacni chromatografie

Je zalozena na rozdilné pruchodnosti otvoru a
dutych vyklenku na ¢éasticich stacionarni faze
pro ruzné velké castice délené smeési

tok mobilni fé% — kolona
@ @ @o@ — malé molekuly
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Gelova permeacni chromatografie

> Pri pruchodu smeési latek porézni stacionarni fazi
dochazi k tomu, ze malé molekuly jsou schopny
difundovat dovnitr péri matrice a jejich pohyb je
tedy zpomalen, zatimco velké molekuly se nezachyti
a prochazi matrici rychleji — ¢im veétsi molekula, tim
rychleji prochazi ven z kolony

» Postupnym promyvani mobilni fazi se ven z kolony
vymyji | malé molekuly

> Dulezité je, aby mezi délenym roztokem a matrici
nedochazelo k zadnym vazbam nebo k denaturaci
deleného materialu
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Materialy pro stacionarni fazi

Inertni porézni material nasyceny kapalinou

agaroza

zesit'ovany dextran (Sephadex)

polyakrylamid (BioGel P)

celulosa (Cellufin)

materialy zalozené na silikagelu nebo poréznim skle



Afinitni chromatografie |

Je zalozena na specifickych interakcich obvykle
nevazebné povahy

» Stacionarni fazi tvori jedna z interagujicich molekul
vazana jako ligand na pevny nosic

» Druhy partner v mobilni fazi se pfi pruchodu
stacionarni fazi vaze na tento ligand

» Po promyti kontaminant se nespecificky (a tedy
slabé) vazana latka uvolni eluénim cCinidlem

» Kolony komercné dostupné

> NejCastéjsSim typem nosicu jsou polysacharidové
gely, aktivuji se napr. bromkyanem CNBr

» Na nosici aktivaci vznikleé nitrilove skupiny reaguji
snadno se skupinami —=OH nebo —NH, ligandu za
vzniku klasickych kovalentnich vazeb



Afinitni chromatografie Il

Elucnimi €inidly byvaji nejéastéji pufry o nizkém
nebo naopak vysokém pH

Zmeénou pH se méni konformace nebo naboj
izolované latky nebo ligandu = uvolnéni

Eluce téz vytésnénim kompetitivhim ligandem nebo
kompetitivni substanci

Pouziva se pro soustavy antigen-protilatka, lektin-
glykoprotein, enzym-substrat, receptor-normon,
Imunoglobuliny-protein A nebo G, alouminy-Blue
Sepharose apod.



@ navazani proteinu ]

pevny nosic

pevny nosic¢
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ostatnich latek
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Vysokoucinna (bio)afinitni
chromatografie (HPLC)

nova metoda, vyuzivana zatim prevazne v
laboratornim meéritku

plné automatizovany systém pracuijici za
zvyseného tlaku

lepsSi rozliSeni nez pfri klasickém zpusobu

mobilni faze je kapalina — voda, metanol,
acetonitril

stacionarni faze zpravidla uhlovodiky vazané na
silikagel



Detekcni metody v chromatografii

Sloupcové/kapilarni kolony

absorpcni spektrofotometrie

fluorescencni spektrofotometrie
coulometrie

amperometrie

konduktometrie

hmotnostni spektrometrie
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Plosna chromatografie

» Produkty jsou barevné nebo chemiluminiscencni
» Barevné chemickeé reakce
» Vzdy jen kvalitativni !



Neékteré zajimave odkazy

http://lwww.waters.com/waters/nav.htm?cid=1004891
9&locale=en US

http://www.chromatographyonline.com/

http://chromatography.researchtoday.net/



Izolace nukleovych kyselin
chromatograficky

» Jedna se o preparativni, iontoménicovou
sloupcovou chromatografii

» Kolona obsahuje sorbent (matrici) schopnou
vazat zvolenou latku (NA) na elektricky
nabité castice v chromatograficke matrix

» Je pouzivana pro pripravu vetsiho mnozstvi
cistych molekul



Jaky naboj musi nést castice vazajici
DNA nebo RNA?

Pochopitelné pozitivni




Co se déje s DNA na iontomenici

Pripojeni DNA k pozitivhé nabitym €asticim
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Uvolnéni DNA vysokymi koncentracemi soli
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Jak probiha chromatografie na kolone

bunéény extrakt
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sul vice soli

lontomeénicova
pryskyrice

odstranit



Jak probiha chromatografie na kolone

bunéény extrakt
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sul vice soli

lontomeénicova
pryskyrice

odstranit



Purifikace NA chromatografii

l

pfivod
mobilni faze
b
vzorek — el
chromatograficka
kolona

(€

—
Y

-

":j

sloupec
— chromatograficke
naplné

' postupna eluce
~ frakei vzorku
9

9

postupné jimané frakce

4




Komercni chromatografie pro izolaci NA
- Spin columns -




Komercni chromatografie pro izolaci NA
- Spin columns -
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Komercni chromatografie pro izolaci NA
- Spin columns -

sample
Release DNA | |
Enzymatic digestion D
Prepare Column E
Add solution and spin 4
Bind DNA E
Spin b
Wash Column E
Spin M
Elute ready-to-use DNA E’
Spin d




Dalsi aplikace pro izolace NA

1) Macherey-Nagel (http://www.mn-net.com/)

2) QIAGEN (http://www.giagen.com/default.aspx)
3) Promega (http://www.promega.com/)

4) Fermentas (http://www.fermentas.com/en/home)

> lzolace genomové DNA (bakterie, rostliny, krev, ...)
> lzolace virové DNA nebo RNA

» lzolace mRNA

» lzolace microRNA

> lzolace plasmidové DNA

> Specialni aplikace — purifikace PCR produktu,
parafinové bloCky, forenzni aplikace



PCR purification Kit

Seznamite se detailne v
praktickych cvicenich
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Automaty na izolaci

QIACube firmy QIAGEN r '
| :JYé
r _
: ‘
b

GeneXpert firmy Cepheid




Analyticka chromatografie
nukleovych kyselin

» na tenke vrstve
» papirova chromatografie NA

» separace NA na hydroxyapatitu (od roku 1965%)
» HPLC
» fada dalSich pristupt

Bernardi (1965). Chromatography of Nucleic Acids on Hydroxyapatite.
Nature 206, 779-783.



Chromatografie nukleotidu na tenké
vrstve

> pocatky v 60. letech

» provadi se na tenke vrstve DEAE-, ECTEOLA- nebo
polyethylenimin-celuléze nebo na hydroxyapatitu

> Silikagelové nebo aluminiové vrstvy jsou nevhodné
— absorbuji pri 260 nm

> napr. citlivost az 5 x 10-* molu adeninu

> |ze kompletné oddélit smés 10~2 ymolu ADP a ATP, a
to za 4-10 minut

Randerath (1962): Thin-Layer Chromatography of Nucleotides.
Angewandte Chemie International Edition in English. Volume 1, Issue
8, pages 435-439



5x 10 molu adeninu, kolik je to
molekul?

Ma v mikrobiologii vyznam odlisit
ATP od ADP?

ANO




Princip chromatografie na tenke
vrstve

» Mobilni faze je kapalina

» Stacionarni faze je bud’ kapalina zakotvena v
tenké vrstve na podloznim materialu nebo
pevna latka (adsorbent) v podobe tenke vrstvy

» U papirové chromatografie je stacionarni fazi
taky kapalina, ovsem zakotvena v
chromatografickém papiru



Princip chromatografie na tenke
vrstve - faze

» Pouzivanymi mobilnimi fazemi jsou napriklad:
cyklohexan, isopropanol, aceton, voda, toluen
a pod.

» Stacionarnimi fazemi mohou byt: silikagel, oxid
hlinity, iontomeénice a pod.

» Jako podlozni material se pro stacionarni faze
pouzivaji sklenené desky nebo hlinikove félie.



Dvourozmerna chromatografie na
tenke vrstve

» separace na polyethylenimin-celuléze

» V prvnim rozmeéru separace na zaklade negativniho
naboje

» ve druhém rozmeéru deleni podle obsahu A, T, U, C, G

» detekce autoradiograficky

> pouzita ke stanoveni 90 biologicky vyznamnych
nukleotidu, jejich derivatu a modifikovanych nukleotid
na tRNA u Salmonella typhimurium

Bochner a Ames (1982): Complete analysis of cellular nucleotides by
two-dimensional thin layer chromatography. The Journal of
Biological Chemistry 257, 9759-9769.



Metoda se pouziva k separaci
nejen jednotlivych nukleotidu,
ale taky oligonukleotidovych
sekvenci
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Telomerickeé repetice GGGTTA u Trypanosoma Brucel,
které obsahuji hypermodifikovanou bazi J (beta-
glukosylhydroxymetyluracil), rok 1996




Priklad Il
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Objev dvou kratkych konvencénich sekvenénich modivu
pro vazbu S-adenosyl-L-methioninu, rok 1998



Hydrofobni chromatografie DNA

» 5°-tritylované oligonukleotidy navazané na celulézu
nebo sepharozu si zachovavaji rozpoznavaci
schopnost vuci komplementarnim sekvencim DNA a
RNA

Cashion et al. (1980): Hydrophobic affinity chromatography of
nucleic acids and proteins. Nucleic Acids Research 8(5), 1167-
1185.



HPLC chromatografie DNA

> separace fragmentu do 500 bp jako
alternativa geloveé elektroforezy

» |ako kotvici faze neporézni alkylovaneé
polystyren-divinylbenzenoveé Castice

» separace behem 2 minut, DNA nemusi byt
kompletnée vycistéena

» pouzitelna také k semikvantitativnimu
stanoveni

Huber et al. (1993): High-resolution liquid chromatography of
DNA fragments on non-porous poly(styrene-divinylbenzene)
particles. Nucleic Acids Research 21(5), 1061-1066.



Denaturacni HPLC

» analyza eukaryotickych genomu, vcetné
mapovani a klonovani genu kvasinek

» polystyren-
divinylbenzenoveé castice

» dokaze odlisit
oligonukleotidy do 100

bp, pokud se lisi v
jediném nukleotidu

Wild Type
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Retention Time (Minutes)

http://insertion.stanford.edu/pub.html




Chromatografie v mikrobioloqgil

O tom si budeme povidat v
prednasce €. 10
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