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Souhrn

Chromatografie v dne$ni dobé patii mezi nejacinnéjsi a nejvSestranné;si
biochemické analytické Ci preparativni metody. Je hojn€ vyuzivana pro déleni smési riznych
latek na jednotlivé komponenty. Pfedstavuje metodu, kterd ma obrovské vyuziti v riiznych

prumyslovych, biochemickych ¢i biomedicinskych a jinych oblastech.

Néplni prace byla souhrnna charakterizace principidlnich chromatografickych
technik, zejména kapalinovych metod. V praktické ¢asti prace pak byla pouzita gelova
permeacni chromatografie, ktera separuje latky na zakladé rozdilné velikosti a iontové
vyménna chromatografie, ktera déli latky pomoci iontoméni¢ti. Pomoci téchto metod byl
uspésné separovan lidsky polymerni imunoglobulin IgA od ostatnich proteinti krevni

plasmy.



Summary

In present, chromatography ranks among the most effective and universal
biochemical analytical or preparative methods. It is frequently used for the division of the
mixtures of various substances to individual components. It represents a method that has

great application in various industrial, biochemical, biomedical and other domains.

The purpose of the thesis was an overall characterization of principal
chromatographic techniques, especially of liquid methods. Gel permeation chromatography,
that separates substances on the basis of size difference, and ion exchange chromatography,
that divides substances using ion meters, were used in the practical part. By means of these
methods, human polymeric imunoglobulin IgA was successfully separated from the other

proteins of blood plasma.



Réada bych podé&kovala vedoucimu prace Mgr. Michalovi Kiupkovi, Ph.D. za
odborné vedenti, straveny ¢as a ochotu pfi zpracovani teoretické i experimentalni ¢asti mé
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1. Uvod

Historie chromatografie saha do poloviny 19. stoleti. OvSem az ranym zacatkem 20.
stoleti, zasluhou M. S. Cveta, ktery je pokladan za otce chromatografie, byla pojmenovana
a popsana. Nové techniky a typy této metody byly rozvinuty pak ptedevsim v letech 1930 —
1940, ¢imz se stala chromatografie Siroce vyuzivanou technikou pro rozsdhlou skalu
v soucasné dob¢ jednou z nejpouzivanéjSich metod v analytické chemii a v fadé jinych

odvétvich.

Zakladnim principem chromatografickych metod je déleni slozek smési mezi dvéma
fazemi, z nichz jedna je mobilni (pohybliva) a druha stacionarni (nepohybliva). Podstatou
separovani latek u kapalinové chromatografie je odlisna afinita slozek vzorku k mobilni a
stacionarni fazi. Cim vétsi afinitu latka vykazuje ke stacionarni fazi, tim vice je zbrzd'ovan

jeji pohyb chromatografickym systémem a latky tak opousti systém v riznych casech.

V této praci byl vypracovan pichled zakladnich chromatografickych metod se
zamétenim na kapalinovou chromatografii. V praktické ¢asti prace pak byla aplikovana
gelovd permeacéni a iontové vymeénna chromatografie k separaci lidského polymerniho

imunoglobulinu IgA od ostatnich proteind krevni plasmy.



2. Cile prace

Cilem prace bylo zpracovani literarni reSerSe =zabyvajici se charakterizaci
chromatografickych metod se zaméienim na kapalinovou chromatografii. V praktické ¢asti
bylo cilem osvojeni si metod kapalinové chromatografie, konkrétn¢ gelové permeacni
chromatografie a iontové vyménné chromatografie a nasledna separace proteint z krevni

plazmy, zaméfena na separaci a purifikaci IgA.



3. Literarni prehled

3.1. Historie chromatografie

Pocatek chromatografie mizeme datovat do poloviny 19. stoleti. K prvnim védcim
zabyvajicimi se touto metodou patfil némecky chemik Friedlieb Ferdinand Rung, ktery
Vv roce 1850 publikoval knihy vénujici se tématu papirové chromatografie. Pozd¢ji skupina
némeckych chemikt provedla experimenty, které¢ vedly k prohloubeni znalosti a popsani
chromatografické metody. Pozorovali vznikajici soustfedéné barevné krouzky kapanim
roztokl anorganickych sloucenin do stfedu filtraéniho papiru. Tuto metodu pozdéji sepsal
roku 1861 Friedrich Goppelsroder a pojmenoval ji jako kapilarni analyza (Bussemas, Harsch
& Ettre, 1994; Keller & Giddings, 2016).

Nicméné objev chromatografie je vSeobecné pfipisovan ruskému botanikovi a
chemikovi Michailovi Semionovi¢ovi Cvetovi (mozno rovnéz Tsvett, Tswett, Tswet, Zwet,
Cvet, Cvét). Byl to pravé Cvet, ktery sestrojil separa¢ni techniku, znamou jako adsorpéni
chromatografie. Tuto separacni techniku vynalezl v roce 1900 v priibéhu jeho vyzkumu na
rostlinnych pigmentech a pojmenoval ji chromatografie. Tento ndzev vznikl sloZzenim dvou
teckych slov, a to chroma - barva a graphy - psani. Udajné Cvet do tohoto nazvu
zakomponoval i své jméno, nebot’ cvét v rustiné znamena barva (Ahuja, 2003; Keller &
Giddings, 2016; Svec, 2009).

Cvet studoval pigmenty chloroplasti. Pfi filtraci jejich petroletherového roztoku
uzkou sklenénou kolonou naplnénou uhli¢itanem vapenatym zjistil, ze ptivodni smés se deli
na barevné prouzky podle miry adsorpce slozek na adsorbent, které postupovaly rtiznou
rychlosti. V piipad€, Ze misto roztokli smési pigmentt pfiléval na kolonu jen rozpoustédlo,
prouzky pokrac¢ovaly v posunu, az doslo k jejich Gplnému rozdé¢leni. Podle toho Cvet nazval
tuto metodu chromatografickou, ackoliv v dneSni dob& vétSina sloucCenin separovana touto
technikou neni barevnych a ani detekce neni zalozena na pozorovani barev. Poté obsah

kolony vytlacil z trubice, roziezal a extrahoval kazdou zonu zvlast’, poptipadé pokracoval
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Vv ptilévani rozpoustédla az do postupného vymyti zon z trubice a jejich roztoky odpafil. Tato
vysoce u¢inna metoda bohuzel zustala na dlouhou dobu nevyuzita (Mikes et al., 1980).

Své renesance a hojného vyuziti dosahla az v roce 1931, kdy Kuhn, Lederer a
Winterstein publikovali své prace o déleni karotenoidi. O vyznamné zlepSeni vsech
kolonovych chromatografickych metod se zaslouzili Ziselius a Claesson, ktefi zavedli
gradientovou eluci a roztiidili chromatografické procesy vseho druhu do tii skupin, liSicich
se od sebe principem provedeni a mechanismem probihajicich pochodid. Ov§em nejvétsi
rozvoj této separacni metody je datovan az po druhé svétové valce.

Vyznamnym meznikem v historii chromatografie byly prace dvou britskych chemik
A.J.P.MartinaaR. L. M. Syngeho, ktefi sestrojili extrakéni pfistroj na déleni acetylovanych
aminokyselin na zékladé¢ jejich rozdilnych rozdélovacich koeficient ve vodné fazi a ve fazi
chloroformové. OvSem pfistroj byl jesté t¢hoZ roku nahrazen chromatografickou kolonou,
naplnénou zrnky silikagelu. Dal$i inovaci této metody byla vyména silikagelu za celulosu,
ktera byla vyhodnéjsi, protoze se aminokyseliny nemusely acetylovat. Za objev rozdélovaci
chromatografie byla v roce 1952 Martinovi a Syngemu ud¢lena Nobelova cena za chemii
(Scott, 2003).

V roce 1944 Condsden, Gordon a Martin popsali princip dvourozmérné papirové
chromatografie. Zapocala éra moderni plynové a kapalinové chromatografie. Obrovsky
rozvoj této metody zapiicinil, Ze se chromatografie stala jednou z nejpouzivanéjsich metod
v analytické chemii (Heftmann, 2004; Mikes et al., 1980).

Zaklady plynové adsorpcni chromatografie se datuji do roku 1936. V roce 1952
James a Martin zavedli metodu chromatografie plyn-kapalina a v nasledujicim roce ¢esky
chromatografista Janak vyznamné ptispé€l k rozvoji chromatografie plyn-tuha latka.

Chromatografie na tenkych vrstvach se zacala §ifit kolem roku 1956, a to zasluhou
Stahla. Gelova chromatografie byla navrzena v roce 1959 Porathem a Flodinem. V roce 1967
doslo k rozvoji afinitni chromatografie (Ahuja, 2003; Buie, 2011; Heftmann, 2004; McNair
& Miller, 2009; Scott, 2003).
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3.2. Princip chromatografie

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) postuloval v roce 1993
tuto definici: ,,Chromatografie je fyzikalni separacni metoda, pri niz jsou separované slozky
distribuovany mezi dvema fazemi, z nichz jedna je stacionarni, zatimco druhd se pohybuje
V daném smeru‘ (Ettre, 1993).

Tyto slozky drzené ptrednostné ve stacionarni fazi (SF) jsou zdrzovany v systému
déle nez ty, které jsou selektivné distribuovany v mobilni fazi (MF). Tim padem se
rozpusténé latky eluuji ze systému v mobilni fazi v pofadi podle jejich rostoucich
distribu¢nich koeficientt.

Chromatografie je hojné vyuzivana pro déleni smési riznych latek na jednotlivé
komponenty. Progresivné se vyviji jak ve svych podobach, tak i v technikach a v dnes$ni
dobé patii mezi nejucinnéjsi a nejvSestranngjsi analytické ¢i preparativni metody. Rozsah
vyuziti chromatografie je opravdu Siroky. Pouziva se v chemickych, biochemickych i
biologickych laboratofich, ale Siroké uplatnéni ma také v mnoha primyslovych odvétvich
(Giddings, 2016; Poole & Schuette, 1984; Scott, 2003).

V jednom kroku miize byt separovana smés na jednotlivé slozky a zaroven mize byt
provedeno kvantitativni stanoveni jednotlivych latek. Jako vzorek mizeme uzit latku v
jakémkoliv skupenstvi o rtizné slozitosti (Scott, 2003).

V kone¢ném dlsledku je tedy cilem vSech chromatografickych metod separace

jednotlivych slozek ve vzorku (Hetrmann, 2004).

3.3. Rozdéleni chromatografickych metod

Metody chromatografie mizeme délit podle mnoha kritérii.

Podle ucelu:
e analytickd

e (semi)preparativni
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Analyticka chromatografie je pouzivana k identifikaci a kvantifikaci jednotlivych
slozek zkoumané smési a mnozstvi vzorku je vétSinou velmi malé. Kdezto ukolem
preparativni chromatografie je jednotlivé slozky smési od sebe rozdélit v dostatecném
mnozstvi, aby vzorek/ky bylo mozné poté dal zpracovat a vyuzit. Proto u preparativni

chromatografie byva mnozstvi vzorku vétsi nez u analytické chromatografie.

Podle fyzikalné-chemického principu:
e Adsorp¢ni chromatografie
e Rozd¢lovaci chromatografie
e Jonexova chromatografie
e Gelova permeacni chromatografie
e Afinitni chromatografie.

e + piipadné dalsi druhy

Rozdil mezi adsorpéni a rozdélovaci chromatografii se stal obtizn¢ odliSitelny a
rovnéZ mén¢ vyznamny. Proto vsoucCasné dobé misto adsorpéni a rozdélovaci
chromatografie délime chromatografii na normalni fazi, kde stacionarni faze je polarng;si
nez mobilni a obracenou fazi, kde je polarnéjsi mobilni faze.

Plynova chromatografie se déli pak klasicky na adsorpéni a rozdélovaci (Anzenbacher
& Kovar, 1986; Klouda, 2003; Sharma, 2014).

Podle mobilni faze a techniky
Systém rozdéleni primarné podle skupenského stavu mobilni faze. Dalsi dé€leni je
podle uspotadani a slozeni stacionarni faze, popfipad€ se mizou uplatnit dalsi faktory, napf.

tlak mobilni faze.

1) Kapalinova (LC)
a. sloupcova (kolonova)
— nizkotlaka
— vysokoucinna (vysokotlakd)
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b. plosna
— tenkovrstva

— papirova

2) Plynova (GC)
a. ndplnova

b. kapilarni

Podle pracovni techniky
Eluce slouzi k vytésnéni jednotlivych frakci vzorku z chromatografické kolony.

Muze byt rozdélena na:

1) Eluéni
a. izokraticka (elucni ¢inidlo — konstantni slozent)
b. gradientova (gradient elu¢niho faktoru - pH, iontové sily, polarity apod.; u
GC — gradient teploty)

2) Vytésiovaci

3) Frontalni

1. Eluéni

Eluce klasicka miize byt jak u kapalinovych, tak i plynovych chromatografii. Po
naneseni relativné malého mnozstvi vzorku se na kolonu pfivadi relativné velké
mnozstvi eluéniho ¢inidla. Eluéni chromatografii mizeme d¢lit dale na dalsi dva
typy.

a. Izokraticka eluce: slozeni elu¢niho ¢inidla (LC) nebo teplota kolony (GC) je

neménna
b. Gradientova eluce: slozeni elu¢niho ¢inidla (LC) nebo teplota kolony (GC)

se s casem meéni. Zmény mohou byt souvislé nebo skokoveé.
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2. Vytésnovaci
Uziti vytésniovaci chromatografie neni tak casté. Funguje na principu, kdy elu¢ni
¢inidlo obsahujici né&jaké agens vytésni pevné zachycenou délenou latku ze

stacionarni faze.

3. Frontalni

Tato technika spociva v kontinualnim pfivadéni roztoku vzorku, ktery slouzi
soucasné jako mobilni faze, na kolonu. Na koloné dochazi k dé¢leni slozek vzorku,
ovSem jen nejméné zadrzovand slozka je ziskana v Cisté podob¢. Druha eluovana
slozka je ve smési s prvni, tieti je ve smési s prvni a druhou atd. Frontalni
chromatografie je prakticky vyuzivana pouze u piipravy deionizované vody
(Anzenbacher & Kovar, 1986; Klouda, 2003; Sharma, 2014).

3.4. Kapalinova chromatografie (LC)

V LC je déleni latek zalozeno na selektivni distribuci analyti mezi mobilni a
stacionarni fazi (Niessen, 1999).

Principem této metody je umisténi loZe sorbentu v kolonég, kde v horni ¢asti je ptivod
mobilni faze (eluentu) a dole je kolona opatiena jimacem eluatu. Vzorek je vnesen pfimo na
loZze sorbentu a pritok mobilni faze je regulovan obvykle tlakem nebo linearnim
davkovacem ¢i jinym typem cCerpadla. Detekce je zpravidla provadéna v jednotlivych
frakcich refraktometricky nebo spektrofotometricky.

Dle mnozstvi vzorku, ktery ma byt podroben analyze jsou voleny 1 rozméry kolony.
VEtsi rozméry kolon a hrub$i zrnéni zhorSuje obvykle rozliSeni a G¢innost separace.
Chromatografickou kolonu je mozno plnit adsorbenty nebo méniéi iontt (Mikes et al.,

1980).
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Obr. 1: Schéma kapalinového chromatografu
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U kapalinové chromatografie je MF kapalina, ktera mimo interakce analytu se SF,
rovnéz rozhoduje o separaci vzorku. SF pak mtize byt bud’ pevna latka, nebo kapalina, ktera
je s kapalinou MF nesmisitelna, popiipadé misitelna jen omezené. Ptfi ¢emz stacionarni
kapalna faze musi byt zakotvena na vhodném pevném nosi¢i. Podle toho muzeme délit LC
na tyto podskupiny:

— chromatografie kapalia-pevna ldatka

— chromatografie kapalina-kapalina

Z provozniho hlediska lze LC délit i podle pracovniho tlaku na chromatografii:
— nizkotlakou nebo téz gravitacni kdy pratok MF je pouze diisledkem gravitace
— stredotlakou (napt. FPLC — fast protein liquid chromatography) — jiz za pouziti
mechanického zatizeni regulujiciho pritok, cca do 3 MPa

— vysokotlakou (HPLC) — 7-20 MPa

(Anzenbacher & Kovar, 1986; Klouda, 2003; Wilson & Poole, 2009)
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3.5. Gelova chromatografie (GPC)

Gelova permeacni chromatografie, ¢asto uvadéna v odborné literatuie jako Size
exclusion chromatography (SEC), patii ke kolonové chromatografii, kdy déleni je zaloZzené
na velikosti molekul analyzovanych latek (Lin & Dence, 1992).

GPC je vhodna pro biomolekuly, které¢ jsou citlivé na zménu pH, koncentraci
kovovych iontl nebo kofaktorti a na jiné okolni vlivy. Hraje klicovou roli v purifikaci
enzymt, polysacharidl, nukleovych kyselin, proteint a dalsich biologickych makromolekul.
Ma obrovsky vyznam pfi stanovovani molekulové hmotnosti latek a slouzi k analyze smési
oligomernich sloucenin. GPC je nejjednodus$i a nejelegantnéjS$i chromatografickou
technikou, ktera separuje slozky délené smési podle velikosti a struktury molekul
analyzovanych latek (Amersham Biosciences, 2002; Horak, Jurkova, Culik, Cejka, &
Kellner, 2002).

U GPC téméf viibec nezalezi na chemické povaze latky. Dle chemické vlastnosti
separovanych latek mizeme urcit pouze systém, v némz je separaci mozné provadét —
hydrofobni ¢i hydrofilni gel a vhodna volba eluéniho ¢inidla. Pomoci této metody je mozno
separovat molekuly o riznych velikostech, pokud se rozpoustéji dobie v daném
rozpoustédle. Touto metodou je mozno separovat latky od nizkomolekularnich az po
vysokomolekularni s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 10? do 107 g.mol™. Podminkou

je jejich rozpustnost ve vhodném rozpoustédle (Churacek, 1981).

3.5.1. Princip GPC

Princip GPC spoc¢iva vtom, ze je chromatografickd kolona nejdfive naplnéna
kulovitymi, malymi ¢asteckami gelu, ve kterych jsou pory o riznych rozmérech. Kolona
naplnéna poréznim gelem ma dva méfitelné kapalné objemy. Vnéj$i objem Vo, ktery
obestupuje pory gelu a vnitini objem Vi, kterym je kapalina uvniti pora gelu. Celkovy objem
oznacovany Vi piedstavuje soucet vnéjsiho a vnitiniho objemu gelu. Objem mezi hodnotami
Vta Vo je ur€en eluénim objemem Ve Rozdé€lovaci koeficient Kay, ktery se tyka téchto hodnot

je uveden v nasledujici rovnici (Deutscher & Burgess, 2009).
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Ve = Vo

K., =
av Vt_VO

Roztok vzorku je nanesen na vstup do kolony a postupné je pufrem (MF) vymyvan,
pri¢emz molekuly slozek se snazi difundovat z roztoku i do nitra pevné faze a vstupovat tak
do jejich port. Pokud je velikost pori vhodné volena, mohou zcela zabranovat diftzi
velkych molekul, ¢aste¢né brzdit difuzi stfedné velkych molekul a umoznovat pronikani
molekul malych. Rovnovéha nerovnomérného rozdéleni molekul je v tomto dvoufdzovém
systému brzy ustanovena.

Bez zébran v obou fazich se §ifi malé molekuly, velké molekuly se vyskytuji jen
v kapalné fazi, kdezto stfedné velké molekuly se pfevazné vyskytuji ve fazi kapalné, ale
¢aste¢n¢ pronikly i do pevné faze. Vhodnym materidlem k distribuci latek podle velikosti
molekul jsou ruzné gely. Obvykle jsou vyrabény ve form¢ zrnek a pouzivaji se zbobtnalé
Vv piislusnych roztocich. SlouZi jako napln do chromatografické kolony, jako SF. Rozli§na
distribuce molekul mezi fazemi zapticini postupné déleni slozek na zakladé jejich velikosti.
Kde jako prvni opousti kolonu slozka s nejvétsi velikosti molekul, které do gelu viibec
nepronikly, a proto jsou MF nejvice unaseny. Stiedné velké molekuly, které¢ difunduji
¢astecné do SF, jsou mirn€ brzdény. Malé molekuly, jeZ béhem priitoku pronikly difuzi bez
zabran do obou fazi, jsou znaéné€ zbrzdény, coZ znamena, ze jejich distribuce v porovnani
s ostatnimi byla posunuta ve prospéch gelu. Vzorky jsou eluovany isokraticky.
Rozhodujicim faktorem na separaci latek jsou tedy rozméry molekul analyzovaného vzorku.
Koncentrace vzorku v eluatu na vystupu z kolony je zaznamenavana vhodnym detektorem
(Amersham Biosciences, 2002; Amersham Biosciences 2001; Churacek, 1981; Mikes et al.,
1980; Stellwagen E. 1990).

Mezi nejpouzivanéj§i detektory v GPC patii refraktometrické detektory,
fluorescen¢ni detektory a fotometrické detektory, do kterych spadaji 1 UV detektory, které
byly vyuzity v experimentalni ¢asti této prace.

UV detektory pracuji pii pevné vinové délce nebo je mozné vinovou délku
Vv zavislosti na analyzovaném solutu ménit. UV detektory pracujici ve vice vinovych délkach
pouzivaji nejCastéji jako zdroj zafeni deuteriové lampy, ze kterych se pomoci
monochromatort ziska poZzadovana vinova délka, pii které se nasledné méti absorpce zateni.

Absorpce UV zareni se fidi Lambert-Beerovym zakonem, ktery urcuje absorbanci. Lambert-
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Beertv zdkon ma podobu A=¢.l.c, kde je absorbance zavisla na molarnim absorpénim
koeficientu ¢, délce optické drahy | a molarni koncentraci roztoku c (Berek et al., 1983;
Klouda, 2003).

Aplikace vzorku

Zptsob aplikace vzorku do znacné miry zavisi na objemu vzorku a na dostupném
zatizeni, které je voleno podle velikosti kolony, typu gelové filtrace média a rovnéz objemu
vzorku. Vzorek mize byt aplikovan automaticky nebo manualné. Je mozné ho aplikovat
pfimo na kolonu pomoci chromatografického systému, pomoci peristaltické pumpy nebo
injekéni stiikacky pies nastiikovy ventil s vyménnou smyckou (Amersham Biosciences,
2002).

Obr. 2: Schematické znazornéni prabéhu GPC

O ‘ Proteiny riznych velikosti

‘ Smés proteint riznych velikosti
QO
! 3

O

Q
| &

Kolona s poréznim gelem

19


http://www.wikiskripta.eu/index.php/L%C3%A1tkov%C3%A1_koncentrace

3.5.2. Gely pro GPC

Rozmér, tvar, mnozstvi a relativni objem portt gelu a polarita povrchu gelu jsou
rozhodujici charakteristiky pro separaci latek. Matrice gelu musi byt chemicky i fyzikalné
stabilni a inertni jak vii¢i mobilni fazi, tak i chromatografovanym latkdm, a to i pfi pouziti

V $irSim rozsahu pH.

Gely miiZzeme rozdélit na:

Xerogely, které tvoii makromolekuly s pory dané velikosti. S pouzitim rozpoustédla
bobtnaji a zvétsuji tak sviij objem.

Aerogely jsou tvofeny matrici s pevnou inertni strukturou a obsahuji pory dané
velikosti, které jsou vsuchém stavu naplnéné vzduchem. V pouzitém rozpoustédle
nedochazi k objemovym zménam.

Nékteré gely maji vlastnosti obou téchto typt gelu a nazyvaji se hybridni nebo taky
nehomogenni gely. Tvoifi pevnou matrici pfedstavovanou husté zesiténym polymerem
s velkym mnoZstvim port rtiznych velikosti.

Afinita k vodé je dal$im kritériem pii klasifikaci geld. Z tohoto hlediska délime gely
na hydrofilni - dextranové, agarosové, glykolmethakrylatové atd. Jsou v hodné pro separaci
latek rozpustnych ve vod¢. Dal§im typem jsou gely hydrofobni, které nasly vyuZiti pii praci
v prostiedi organickych rozpoustédel a vyuzivaji se hlavné K analyzam syntetickych
makromolekularnich latek, napf. styren-divinylbenzenové, akrylatové, polyvinylacetatové
gely a jiné. I v tomto ptipadé€ existuji 1 gely univerzalni. Tedy takové, které mohou pracovat
jak ve vodném prostiedi, tak i v prostiedi organickych rozpoustédel (Amersham
Biosciences, 2002; Churacek, 1981; Mikes et al., 1980).
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Prehled nejcéastéji pouzivanych geli

Dextranové gely
Vyrabi se z fragmenti dextranu, coz je produkt bakteridlni pfemény sacharosy

bakterii Leuconostoc mesenteroides, zesitovaného epichlorhydrinem v alkalickém

prostiedi. Zménou poméru reaktantd 1ze ovlivnit stupen zesiténi a tim i velikost pora.

Dextranové gely v laboratornim pouZiti maji komer¢ni oznaceni Sephadex a hlavnim
vyrobcem je Amersham Biosciences.

e Sephadex G-10 a G-15 s malymi pory jsou vhodné k déleni nizkomolekularnich latek
(peptidy, aminokyseliny, koenzymy)

e Sephadex LH 20 je mozno pouzit pti déleni triacylglycerold, mastnych kyselin
a steroidnich hormoni.

e Sephadex G-25 je pouzivan pro rozsahlou skupinu latek zahrnujici rovnéz globularni
proteiny, ma vyborné vlastnosti pro odsolovani roztokd a obecné oddélovani jinych
nizkomolekularnich latek od molekul, u kterych je Mr > 5 000 g/mol

e (G-50 se pouziva hlavné pro odsolovani roztokl proteini

e Sephadex G-75, G-100, G-150 a G-200 jsou uréeny pro separace proteinti do
velikosti Mr ~ 600 000 g/mol

e matrice fady LH (hydroxypropylované) maji vyuziti pfi praci v nepfilis

hydrofobnim prostiedi (ethanol, chloroform).

(Amersham Biosciences, 2002; Churacek, 1981; Mikes et al., 1980)

Agarosové gely
Agarosa je polysacharid, ktery je ziskavan purifikaci agaru z mofskych fas.

Zpracovanim agaru se odstrani nabité polysacharidy, zahtéaty roztok elektroneutralni agarosy
po ochlazeni spontanné tvoii gel. Zesitovani (“cross-linking”) agarosy se provadi reakci
s 2,3-dibrompropanolem v alkalickém prostiedi, popiipad¢ reakci s epichlorhydrinem. Podil

agarosy ovliviiuje velikost porti.
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Hlavnimi vyrobci agarosovych geli jsou Amersham Biosciences a Bio-Rad
Laboratories.
V laboratornim pouziti jsou dostupné pod komeré¢nimi nazvy:
Sepharose 2B, 4B, 6B
Sepharose CL-2B, CL-4B, CL-6B (“cross-linked”)

Superose 6, 12
Bio-Gel A

Porozita gelu je uréena procentualnim zastoupenim agarosy v matrixu. Firma Bio-
Rad nabizi Sest typt agardsovych geld s elu¢nimi limity 0.5, 1.5, 5, 15 a 50 milionti daltonti

(Berek et al., 1983; Bio-Rad Laboratories, 2000; Churacéek, 1981; Mikes et al., 1980).

Polyakrylamidové a metakrylatové gely

Polyakrylamidové gely se piipravuji kopolymeraci akrylamidu a N,N'-
methylenbisakrylamidu. Jejich vyhodami oproti polysacharidovym dextranovym ¢i
agarosovym gelim jsou odolnosti proti mikrobialnimu rastu a dobra mechanicka odolnost.

Také jsou prosté vSech nabitych skupin.

e Bio-Gel P-2 (P-4, -6, -10, -30, -60, -100, -150, -200 a -300) firmy Bio-Rad
Laboratories.
Dalsi vyhodou metakrylatovych geld je, Ze 1ze do jejich skeletu zabudovat potiebné

funkéni skupiny ovliviujici jejich polaritu i reaktivitu (Berek et al., 1983; Mikes et al., 1980).

Polystyrenové gely

Jedna se o kopolymer styrenu a divinylbenzenu. Patii mezi xerogely. NapIn€ jsou
vhodné pro separaci polymert rozpusténych ve stfedné polarnich az polarnich organickych
rozpoustédlech.

Vyrobei jsou napiiklad Polymer Laboratories Ltd. (komerc¢ni oznaceni PL gel),
Waters Associates (Styragel), Tosoh Bioscience (TSK-GEL H) a Bio-Rad Laboratories
(BioBeads S-X). Pouziti tohoto typu geli pro analyzu polymerta v organickych
rozpoustédlech je znacné rozsitené (Berek et al., 1983; Churacek, 1981; Mikes et al., 1980).
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Polyvinylacetatové gely
Jedna se o kopolymer vinylacetatu a butandiol 1, 4 - divinyleteru, které jsou vhodné

pro stiedné polarni az polarni rozpoustédla. Vyrabi je firma E. Merck, Darmstadt a NSR pod
nazvem Fractogel PVA (Berek et al., 1983; Churacek, 1981; Mikes et al., 1980).

3.6. Iontové vyménna chromatografie (IEC)

Chromatografie na meénicich iontl neboli iontové vyménnd chromatografie byla
pfedstavena zaCatkem roku 1960 a hraje vyznamnou roli piiseparaci a purifikaci
biomolekul. IEC je jedna z nejéastéji pouzivanych technik k purifikaci biomolekul jakou
jsou proteiny, peptidy, nukleové kyseliny a jiné nabité molekuly. IEC je mozné oddélit
i molekuly, které se jen velmi nepatrné lisi stavbou (Amersham Biosciences, 2004). lonty
elektrostaticky vazané k pevnému a chemicky inertnimu podkladu se reversibiln¢ vyménuji
za ionty z roztoku.

M*A" +B < M'B + A

M*A" je méni¢ iontl s navazanym aniontem A" (anex) a B~ zastupuje anionty
v roztoku. Ménic kationti (katex) obsahuje zaporné nabité skupiny, které reversibilné vazou
kationty (Haddad & Jackson, 1990).

Afinita iontl k ionexu neni stejnd, zavisi na velikosti ndboje a na poloméru
hydratovaného iontu, cozZ je zaklad pro separaci latek ionexovou chromatografii. Vyhodou
této metody je moZnost oddélit od sebe 1 latky velmi podobnych vlastnosti. Sila vazby iontu
na ionex mize byt ovlivnéna riznymi vlivy, napf. van der Waalsovymi a polarnimi
interakcemi, iontovou silou a hodnotou pH prostiedi. Rovnéz latky nesouci stejny naboj jako
ionex nebudou viibec zachyceny. Vyznamnou skupinu latek jsou ty, jejichz nabojové
vlastnosti zavisi na pH, napf. aminokyseliny, peptidy a bilkoviny, proto mohou byt
separovany jak na anexech, tak i na katexech (Kas et al., 2006).

V tomto pfipad¢ zavisi volba ionexu zejména na hodnoté izoelektrické¢ho bodu: pii

pH niz8§im nez je izoelektricky bod nese latka kladny naboj a vaze se na katex, pfi pH nad
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izoelektricky bod ma latka zaporny naboj a vaze se na anex. U separace proteind je nutno
brat v potaz jejich stabilitu v zavislosti na pH.

Inertni matrice pro ionexovou chromatografii maji na svém povrchu kovalentné
navazané kladn¢ nebo zaporné nabité funkcni skupiny. Charakter funkcénich skupin udava
silu ionexu, jejich celkové mnozstvi a vyuzitelnost urcuje kapacitu ionexu. Oznaceni slabé,
stiedni a silné ionexy znaci stupen disociace skupin v zavislosti na pH. Silné ionexy jsou
uplné disociovany v Sirokém rozmezi pH, naopak disociace slabych ionexil je na pH silné
zavisla. Slabé katexy ztraceji naboj pii pH pod 6 a slabé anexy pii pH nad 9 (Amersham
Biosciences 2004; Kas et al., 2006).

Tab. 1: Funkéni skupiny ionexu (Upraveno dle Kas et al., 2006)

Anexy Funkéni skupina
Aminoethyl (AE-) OCH2CH2NH3"
Diethylaminoethyl (DEAE-) OCH2CH2N*H(CH2CHa)
Kvarterni aminoethyl (QAE-) OCH2CH2N*(C2Hs)2CH(OH)CHz3
(ECTEOLA) OCH2N*(CH2CH20H)3
Katexy
Karboxymethyl (CM-) OCH.COO
Fosfo (P-) POsH2
Sulfopropy! (SP-) CH2CH2CH2SO3’
Matrice

Média pro IEC jsou vyrabéna z poréznich nebo neporéznich matric, volené pro jejich
fyzikalni stabilitu, jejich chemickou odolnost a nizkou miru nespecifickych interakei. Tyto
matrice jsou substituovany funkénimi skupiny, které urcuji naboj média (Amersham

Biosciences 2004).
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Ionexové pryskyrice:
Tvoii je hustd sit’ hydrofobnich polymert, jez jsou do znacné miry substituovany

ionogennimi skupinami. Maji velkou kapacitu pro malé ionty. Vzhledem k vysokému stupni
zesiténi jsou oka V siti matrice mala, tudiz kapacita ionexovych pryskyfic pro biopolymery
je nizka. Vysoka hustota nédboje zptisobuje velmi silnou vazbu. Lze je pfipravit s riznymi
funkénimi skupinami, jsou pouzitelné v Sirokém rozsahu pH a do teploty 100 °C.
Hydrofobni charakter ionexu muze zpusobit denaturaci proteinti. Dobry pritok kolonou
umoziiuje tuhost ¢astic ionexu a jejich tvar v podobé kuli¢ek. Lze je snadno pfipravit
v pozadovaném tvaru, porozité a chemickém slozeni (Coufal, 1996; Kas et al., 2006; Mikes
et al., 1980).

Ionexové celulosy:
Tvoii je celulosa nebo modifikovana celulosa, kterd je substituovana nabitymi

skupinami. Stupen substituce je nizky, proto jejich kapacita pro malé ionty je mala. Pred
ionexovymi pryskyficemi se upiednostiiuji diky jejich hydrofilni matrici s velkymi pory,
ktera jen velmi ziidka denaturuje bilkoviny. Priitok celulosovymi ionexy je spiSe horsi, diky
¢asticim nepravidelného tvaru, jez jsou mékké €1 kiehké. Neni zde moznost separace
bilkovin s celulolytickou aktivitou. Vyuziti nachazi zejména pti chromatografii nukleovych

kyselin (Coufal, 1996; Kas et al., 2006; Mikes et al., 1980).

Ionexové derivaty polydextranu a agarosy:
Podobaji se strukturou pryskytfi¢nym ionextim, jejichz porozita vznikd nabotnanim.

Struktura ionexové matrice je oteviena s velkymi pory. Pro malé ionty maji niz$i kapacitu,
diky zesiténi polysacharidovych fetézcl, jeZ umoZznilo uZzit vyssiho stupné substituce.
Hydrofilni sacharidovd matrice obvykle nedenaturuje labilni latky, napf. proteiny,
a interakce jiného nez iontového typu jsou velmi malé. Separace muze byt rovnéz ovlivnéna

sitovym efektem této gelové matrice (Coufal, 1996; Kas et al., 2006; Mikes et al., 1980).
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3.6.1. Hlavni faze IEC

Ekvilibrace ionexu

IEX medium je ekvilibrovano startovnim pufrem pted tim, nez je na kolonu

vvvvv

vvvvvv

chromatografické rozliSeni. Mlize dochazet ke smrStovani ionexu a tim se ménit i prutok
kolonou. Obvykle je doporuc¢ena iontova sila 0,05 — 0,1 mol/l. Vybér vhodného pufru i pH

hraje dilezitou roli (Amersham Biosciences, 2004; Kas et al., 2006).

Navazani latek ze vzorku a vymyti nenavazanych slozek

Separacni proces probihd ve dvou fazich. V prvnim kroku probihd sorpce latky
urc¢ené k separaci na ionex. Ve druhé fazi jsou pak navazané latky z kolony desorbovany.
Na kolonu je aplikovan vzorek rozpustény v ekvilibraénim pufru, nebo s pH odpovidajici
zvolené hodnoté a nizkou iontovou silou. Pti IEC nezalezi na objemu aplikovaného vzorku,
dalezité je mnozstvi separovanych latek ve vzorku. Pokud je mnozstvim vzorku piesazena
kapacita kolony, ¢ast separovanych latek se nenavaze, neni separovana a je vymyta z kolony
vV mrtvém objemu. Za idedlni stav mlZeme povaZovat, pokud vzorek obsahuje mnozstvi
délenych latek, které odpovida cca 80-90 % kapacity ionexu (Amersham Biosciences, 2004;
Kas et al., 2006).

Zména podminek vedoucich k desorpci

Desorpce latek vazanych na ionexu je obvykle provadéna zménou sloZeni elu¢niho
pufru, a to bud’ zménou pH, iontové sily roztoku, poptipadé zménou obou téchto faktori.
Gradienty pH je moZno obecné pouZit k eluci latek, jejichz nabojové vlastnosti se méni se
zménou pH. Jejich vyhodou je, Ze nezasahuji do zmén objemu chromatografické naplné
u silnych ionexd. pH gradienty by mély smétovat k izoelektrickym bodim latek, jeZ jsou
vazany na ionexy. Cili pro anexy by mél gradient sméfovat k niz§im hodnotam pH, pro
katexy smérem k vy$simu pH.

Rychle ménici se slozeni elu¢niho roztoku zpisobuje vymyvani latek s mnohem

mensim objemem eluentu a rozliSeni miiZze byt nizsi.
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Maximalniho rozliSeni a souCasné¢ rovnomeérného rozlozeni chromatografickych
vrcholi lze docilit, pokud jsou vlastnosti separovanych latek zndmy. Gradient by mél byt
mirny v oblasti, kde se eluuje najednou n¢kolik latek, naopak strmych gradientl by se mé¢lo
uzit tam, kde se od sebe chromatografické vrcholy pftilis vzdaluji. Vyjimecné lze provést
eluci startovnim pufrem. Jedna se o izokratickou eluci. Tento typ eluce je pouzitelny tehdy,

pokud jsou latky na kolonu vazany nepfilis pevné (Biosciences, 2004; Kas et al., 2006).

Obr. 3: Ekvilibrace ionexu startovnim pufrem

Ekvilibrace
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Obr. 4: Nanaseni vzorku

NanasSeni vzorku
Absorpce

Zaporné nabité £ t B
proteiny ® '

Proteiny nabité ‘ — -
neutraln& nebo W Cas/objem
kladné

Opacné nabité proteiny se vazi na iontove skupiny IEX média a zacinaji se koncencentrovat
na koloné. Nenabité proteiny ¢i proteiny majici stejny naboj jako iontové skupiny, se eluuji
béhem nebo bezprostiedné po aplikaci vzorku (Amersham Biosciences, 2004).
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Obr. 5: Eluce
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(Amersham Biosciences 2004; Kas et al., 2006)

Regenerace ionexu

Po skonceni eluce je provedena obvykle regenerace ionexu. Regenerace je provedena
promytim startovnim pufrem, jestlize vSechny latky pfedem jiz byly eluovany. Kontrola
ekvilibrace se provadi zmétenim pH a vodivosti ve vytékajici kapalin€. Pokud zlstanou

nekteré latky v kolon€ zadrzeny, je vhodné je vymyt zvySenim iontové sily. K tomuto tcelu
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se Casto pouziva 2M roztok vhodné soli (NaCl), kterd svou velkou iontovou silou vytésni

zbylé balastni ionty (Kas et al., 2006; Mikes et al., 1980).

Obr. 6: Schematické znazornéni prubéhu IEC
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3.7. Chromatofokusace (CF)

CF je metoda na separaci bilkovin zalozena na rozdilném izoelektrickém bodé pl
separovanych bilkovin.

Gradient pH je vytvafen pfimo na koloné. Tento gradient je vytvofen pomoci
specialniho pufrového systému obsahujiciho smés oligopeptidl s velkym poctem amino-
a karboxylovych skupin Vv postrannich fetézcich, s hodnotami pl, jez pokryvaji urcity

interval pH.
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Pokud takovy pufr o wurcitém (nizS§im) pH protéka ionexovou kolonou,
ekvilibrovanou na odlisné (vyssi) pH, vytvaii se na koloné pH gradient. Jestlize je takovy
pH gradient pouzit k eluci proteinti navazanych na anex, proteiny se eluuji v poradi podle
svych hodnot pl. V pribé¢hu eluce je uplatiovan fokusacni efekt, jehoz vysledkem je
zaostfovani zon na koloné, koncentrace vzorku a v dasledku toho 1 vysokd rozliSovaci
schopnost. Tato vysoka rozlisovaci schopnost mtize byt predevsim uzite¢na k separaci velmi
podobnych substancich. CF je mozné oddélit bilkoviny, jejichZ pl hodnoty se lisi o pouhych
0,02 jednotek pH, coz je efektivni pro separaci velmi podobnych latek. Nicmén¢ tato metoda
neni Gpln¢ vhodna pro izolaci proteind, které se ireversibilné srazeji (Amersham Biosciences

2004; Kas et al., 2006).

3.8. Afinitni chromatografie (AC)

Jde 0 metodu izolace biologicky aktivnich latek, ktera je zalozena na specifickych ¢i
biospecifickych interakcich. Biospecifickymi interakcemi mohou byt vodikové vazby,
hydrofobni interakce, Londonovy disperzni sily a coulombické interakce. Tyto biologicky
aktivni latky jsou schopny specificky a reverzibilné vazat latky komplementarnich struktur
oznacované jako afinanty podle Reinera a Walche nebo afinantni ligand podle Lowa

a Deana, které se kovalentné vazou na pevny nosi¢ (Mikes et al., 1980).
Princip

AC spociva ve schopnosti biologicky aktivnich latek vazat specificky a reversibilné
komplementarni struktury. Jedna se o chemicky vazany afinant, ktery pii prutoku roztoku
kolonou zachyti jen biologicky aktivni latky a ostatni slozky voln¢ projdou. AC je pouzitelna
napf. pro soustavy antigen - protilatka (Ag-Ab), enzym - inhibitor, enzym - substrat, receptor
- hormon, imunoglobuliny - protein A nebo G, lektin - glykoproteiny a dalsi. Afinant mize

byt uvolnén ze systému vice zplusoby: specificky pouzitim kompetitivniho ligandu nebo
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nespecificky — zménou pH, zménou iontové sily, teploty ¢i za pouziti rozpoustédla
(Amersham Biosciences, 2002; Bailon et al., 2000).

Jeden z partnerd se vzdy pevné chemicky navaze jako ligand na vhodny nosi¢, kde
tvoti spole¢né stacionarni fazi. Druhy z partnerd je obsazen ve vzorku, kde za vhodnych
podminek je specificky navazan prave na onen ligand na kolong.

Molekula afinantu (A) reaguje s ligandem (L) za vzniku komplexu molekula-ligand
(A-L). Tvorbu tohoto komplexu vyjadiuje rovnovazna konstanta K (Rajagopalan, (1966).
A+L e A-L

Rovnovazna konstanta K musi spliiovat uréita kritéria, aby doSlo ke tvorbé
komplexu. Ligandy mohou byt monospecifické nebo skupinové specifické. Monospecifické
ligandy maji silngjs$i vazbu nez ligandy skupinové specifické a rovnovazné konstanty se
pohybuji fadové mezi 108 az 10® mol/l. Jestlize jsou jejich hodnoty v rozmezi 10% az 10°
mol/l, dochazi spiSe ke zpomalovani latek nez ke tvorbé stabilniho komplexu. Kinetika
sorpce je u afinitni chromatografie pomalej$i nez napt. v iontové vyménné chromatografii.

Casto se u AC pouzivaji biologické ligandy napf. enzymy, receptory, protilatky,
protein A, lektiny, nukleové kyseliny atd., avSak jejich aplikace je omezena vysokou cenou
a/nebo jejich relativni nestabilitou. Proto se ¢im dal castéji nahrazuji ptirodni ligandy
syntetickymi, robustné&j$imi ligandy jako jsou napf. chelatotvorné kovy, thiofilni ligandy,
nizkomolekuldrni ligandy jako barviva a derivaty kyseliny borité. Nevyhodou syntetickych
ligandt je jejich obvykle skupinova selektivita, proto je snaha zvysit selektivitu separace.
Pro izolaci rekombinantnich proteind je velmi ¢inna AC na vazanych kovovych iontech

s chelatotvornymi kovy jako jsou Ni?*, Cu?*, Zn?*, Co?* (Vatilova, 2005).
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Obr. 7: Schéma priabéhu afinitni chromatografie

Matrix Imobilizovany ligand

=1 — M

Vaorek Komplex Necistoty

-:

1. Ptiprava gelové matrice
2. Naneseni vzorku

3. Eluce purifikované latky

3.8.1. Ligand

Vhodny vybér ligandu pro AC je ovlivnén dvéma faktory. Jeden z nich je schopnost
selektivné a reverzibilné vazat specifické molekuly nebo skupiny molekul. Dalsi podminkou
je, ze musi obsahovat chemicky modifikovatelné skupiny pro navazani k matrici, aniz by
omezoval vazebnou aktivitu.

Disocia¢ni konstanta kp pro komplex ligand — cilova molekula by méla byt v rozsahu
10* az 10® M (Amersham Biosciences, 2002).

3.8.2. Nosice pro AC

Volba vhodného nosice je velmi dilezitd. Nosi¢ musi mit dostatecné mnozstvi
funkénich skupin schopnych reakce s afinantem a predevS$im minimalné interagovat
s izolovanymi latkami, aby nedochézelo k nespecifické sorpci. Rovnéz musi mit dobré
prutokové vlastnosti, které musi zistat zachovany i po navazani afinantu. Je zapottebi, aby

byl mechanicky tak i chemicky staly nejen za podminek vazby afinantu, ale i pii zméné pH,
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iontové sily ¢i teploty. Struktura nosi¢e by méla byt tvofena volnou poérovitou sitovinou,
diky niz je umoznéno snadného vstupu i vystupu makromolekul riznych velikosti

(Churacek, 1981; Mikes et al., 1980; Turkova, 1993).

Silikagel

Patfi do Casto pouzivanych nosi¢ii pro piipravu SF u AC. Jeho povrch je nutné
nejdiive zaktivovat, aby mohl byt navazan afinitni ligand, poté mizu reagovat s ligandem,
ktery obsahuje hydroxylové, thiolové nebo aminoskupiny. Snese vysoké tlaky, ale vici
kyselému nebo alkalickému pH je nestabilni, vyuzitelny rozsah pH se pohybuje v oblasti 2
< pH < 8. Hlavnimi vyhody silikagelu jsou velky povrch a tim velka kapacita pro vzorky,
vysoka ucinnost a mechanicka odolnost ve srovnani s mékkymi gely. Nevyhodou je vysSe

zminény omezeny rozsah pH.

Agarosové nosice a jejich derivaty

Sepharosa je nejbéznéjSim agarosovym nosi¢em. Obsahuje dvé polysacharidové
jednotky a je stabilni v rozmezi pH 4-9 a snese teploty do 40 °C. Je odolna vuci béznym
organickym rozpoustédlim, nevykazuje nespecifické interakce a lze ji pouzivat i pii velké

koncentraci soli a mocoviny. Jeji nevyhodou je nizka tlakova stabilita.

Polyakrylamidové gely
Jsou to hydrofilni kopolymery zaloZené na bazi akrylamidu a akrylamidovych

derivatl. Nejsou napadany mikroorganismy a maji delsi trvanlivost. Stabilni jsou i ve
ziedénych roztocich soli, detergenti mocoviny a v organickych rozpoustédlech.

Nejpouzivangjsi z polyakrylamidovych nosici jsou Bio-Gely.

Hydroxyalkylmethakrylatové nosice

Piepravuji se polymeraci hydroxyalkylesterd kyseliny methakrylové s alkylen-
bis(methakrylaty). Jsou chemicky i mechanicky stabilni a rovnéz jejich vyhodou je
rezistence vi¢i mikroorganismim. Mezi nevyhody patii ¢aste¢né hydrofobni charakter,

a tudiZ i nachylnost k nespecifickym hydrofobnim interakcim.
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Dextranové gely

Dextran je vétveny polysacharid slozeny z jednotek glukosy vznikajici ze sacharozy
pusobenim nékterych mikroorganismi. Dextranové gely, pod komerc¢nim nazvem
Sephadex, jsou chemicky velmi stalé. Pii nizkych hodnotach pH jsou vsak glykosidické
vazby citlivé k hydrolyze a mechanicka stabilita je rovnéz nizsi (Mikes et al., 1980; Turkova,

1993; Vatilova, 2005).

3.8.3. Aktivace nosici
Nosi¢ muze byt aktivovan pfimo od vyrobce, pokud aktivovany neni, je nutné ho

jesté pred navazanim ligandu aktivovat. Aktivacnich reakcei existuje cela fada, mezi bézné
pouzivané reakce patii:
¢ Bromkyanovéa metoda (CNBr) — piedevsim pro aktivaci polysacharidovych nosicii
e Aktivace divinylsulfonem (DVS) — pro aktivaci nosi¢i s hydroxylovymi skupinami
e Aktivace epoxy skupinami (bisoxiranem) - zavadéni epoxy skupiny do
hydroxylovanych polymeru, aktiva¢nim ¢inidlem je 1,4-butandioldiglycidylether
e Aktivace organickymi sulfonylchloridy — pouziva se pro aktivaci agarosy

e Triazinova metoda — lze pouzit pro aktivaci agarosovych nosict

Reakéni podminky imobilizace pro rizné funkéni skupiny jsou uvedeny v Tab. 2.
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Tab. 2: Reakéni podminky imobilizace pro rizné funkéni skupiny

) Reagujici skupiny Reakéni podminky
Aktivni skupina )
ligandu pH; ¢as t [h]; teplota T [°C]
Bromkyan -NH2 7-10; 1-12; 4-25
-NH;
Divinylsulfon -OH 6-11; 2-24; 4-25
-SH
-NH;
-OH
Epoxy 5-12;4-72; 4-60
-SH
-COOH
Tresyl -NH> 7-9; 2-16; 4-25
Aldehyd -NH2 3-10; 1-12; 4-25
(Upraveno dle Vatilova, 2005)
3.9. Adsorpéni chromatografie

Je nejstarSim typem chromatografie. Mobilni fazi maze byt bud’ kapalina ¢i plyn, ty
pak jsou adsorbovany na povrchu stacionarni faze (Mikes et al., 1980).

Jde zde o rovnovahu mezi jednou fazi o daném objemu a povrchem adsorbentu. Pfi
adsorpci molekul z plynu nebo z roztoku na tuhych adsorbentech je ptedpokladem, ze tyto
molekuly jsou zachycovany v silovém poli na povrchu tuhé faze a ze na tomto povrchu
setrvavaji. Latky, jez jsou za danych podminek siln€ji vazany sorpcnimi silami a maji tak
vétsi hodnotu adsorpéniho koeficientu v daném systému, zlistavaji v jednotlivych usecich
adsorbovany déle nez latky jiné. Jsou stacionarni fazi vice zdrzovany a mobilni faze je tak
unasi kolonou ¢i ploSnym médiem pomaleji. Proto maji v kolonovych metodach vyssi
retencni Casy nebo vétsi elucni objemy. Coz je podminéno polaritou rozpusténych latek.
Jestlize molekuly pronikaji pfes rozhrani tuhé faze a difunduji do jejiho objemu a stavaji se

tak jeji soucasti, kde vytvareji tuhé roztoky, jedna se o absorpci (Churacek, 1981).
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Adsorpce muze byt dvojiho typu:

Fyzikalni adsorpce, ktera je zaloZena na van der Waalsovych silach pusobicich mezi
adsorbatem a adsorbentem. Energie téchto interakci jsou obvykle velmi malé, avSak
fyzikalni rychlost adsorpce je velka. V ptipadé fyzikalni adsorpce z roztokii vytvaii slozka
na povrchu adsorbentu vétSinou pouze monomolekularni vrstvu, protoze musi pii sorpci
piredem vytésnit jiz adsorbovanou mobilni fazi. V pfipad¢€ sorpce plyni na tuhych sorbentech
muze dojit k interakci mezi prvni sorbovanou vrstvou a molekulami vzorku v plynné fazi.
Jedna se o vicevrstvou adsorpci (Churacek, 1981).

V chemisorpci naopak vznika iontova nebo kovalentni vazba a energie fadové
odpovida vzniku vazby pii chemické reakci. Slozka zde reaguje pouze na aktivnich centrech
adsorbentu, a tudiz kapacita povrchu je znacné menSi nez pii fyzikdlni adsorpci.
Chemisorpéni rychlost je mensi a zvySuje se s teplotou exponencialné. Chemisorpce
nejcastéji vznikd prenosem elektroni a acidobazickou interakci mezi adsorbatem
a adsorbentem nebo silnou vazbou mezi vodikovymi mustky (Churacek, 1981).

Sorbenty pouzivané v adsorp¢ni chromatografii pro SF se od sebe mohou lisit svou
polaritou, ptipadné i kyselosti ¢i zasaditosti. Pfikladem mize byt aktivni uhli resp. moderni
uhlikové sorbenty ziskané karbonizaci termosetli na vhodném nosici, coz je extrémné
nepolarni sorbent. Jako polarni kysely sorbent miZe byt hydratovany oxid kfemicity. Do
polarnich bazickych sorbentl patti napt. hydratované oxidy hlinity a hofecnaty.

Mobilni fazi u adsorpéni LC volime z tzv. eluotropni fady rozpoustédel, ktera jsou
V ni sefazena podle své vzrlstajici polarity. K nejcastéji pouzivanym patii: pentan, hexan,
benzen, chloroform, aceton, acetonitril, ethanol, methanol, kyselina octova, voda. U plynové
adsorpéni chromatografie mobilni fazi zastupuje nosny plyn, kterym je obvykle dusik,

helium, vodik ¢i argon (Strain, 1942).

3.9.1. Stacionarni faze
Latky pouzivané jako adsorbenty musi spliiovat zékladni pozadavky.

Mezi néz patfi:
— nerozpustnost a chemicka inertnost k elu¢nim systémtim i chromatografované latce,

— velkd adsorp¢ni kapacita pii zachovani reverzibilnosti adsorpce,
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— rychlé ustalovani rovnovahy,

— snadna pfiprava chromatografické kolony a reprodukovatelnost vysledki.

Adsorbenty jsou latky porovité struktury. Svou stavbou ¢astic a rozdilnosti zrnéni se
mohou délit na adsorbenty uréené pro konvencni gravitaéni chromatografii, nebo pro

vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii.

Silikagel

Silikagely jsou nejpouzivangjsi SF adsorp¢ni chromatografie. Maji amorfni a porézni
strukturu, kterd mtze byt rizné¢ formovéana. Rovnéz velikost port je dilleZitou vlastnosti
adsorbentu. K piednostem silikagelu patii dobra inertnost, velka adsorpéni kapacita, snadna

piiprava rtiznych typu a dobra dostupnost (Cazes, 2004; Mikes et al., 1980).

Oxid hlinity
Oxid hlinity po silikagelu patii k nejvice pouzivanym adsorbentim. Je snadno

pfipravitelny v riiznych druzich a ma velkou adsorbéni kapacitu.

Hydroxylapatit
Uplatnéni nasel pfedevS§im Vv preparativni biochemii pfi chromatografickém déleni

proteint, fosfoproteinti, polynukleotidi, ¢astic vird a fosfolipida.

Uhli
Je typickym ptedstavitelem nepoldrnich adsorbentli, u nichZz adsorpce probihad na
zaklad¢ ptsobeni disperznich sil. Ma malou selektivitu pro rizné latky a jeho

chromatografické vlastnosti jsou zavislé na vychozim materialu.
K dal$im bézné pouzivanym adsorbentim pro adsorp¢ni kolonovou chromatografii

patii — kiemicitan hofecnaty, florisil, oxid hofecnaty a v posledni dobé& ¢asto pouzivané

polyamidy (Mikes et al., 1980).
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3.9.2. Mobilni faze (MF)

MF hraje zasadni roli v adsorpcni chromatografii. Pro dosazeni nejlepsiho rozdéleni
chromatografované smési latek je zapotiebi pouziti MF se vzristajici elu¢ni schopnosti. Tu
ovliviyji tii faktory:

1. interakce mezi molekulami mobilni fize a molekulami chromatografovanych latek
v roztoku,

2. interakce mezi adsorbovanymi molekulami BF a molekulami adsorbovanych
chromatografovanych latek,

3. interakce mezi adsorbovanymi molekulami MF a molekulami adsorbentu.

Rozpoustédla, kterd jsou silngji adsorbovéna, jsou silnéjSimi eluenty. M¢étitkem
eluéni schopnosti rozpoustédel je £°, které udava adsorpéni energii rozpoustédla na plosné

jednotce povrchu adsorbentu o standardizované aktivité (Cazes, 2004; Mikes et al., 1980).

3.10. Vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC)

HPLC patii mezi Siroce vyuzivané chromatograficko-analytické metody. Vyuziva
kapalnou MF Kk separaci smési analytli. Analyty jsou nejdiive rozpusStény ve vhodném
rozpoustédle a poté prochdzi pod vysokym tlakem skrz chromatografickou kolonu, kde je
smés rozdélena na jednotlivé komponenty. Dulezita je zde vysoka rozliSovaci schopnost,
kterd je zavisld na rozsahu interakci mezi rozpuSténymi slozkami a SF. HPLC je velmi
uéinna metoda nachazejici uplatnéni pro Siroké spektrum chemickych smési (Kazakevich &
LoBrutto, 2007).

Nejlepsim prikazem potvrzujicim vysokou vykonnost HPLC kolon od kolon jinych

je stanovenim u¢innosti kolon z rovnice:

n =16 (t7)/(tw)
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Kde n je méfitkem Gc¢innosti, tr je retenéni ¢as pro dany vrchol molekul vzorku a ty
je sitka piku. Typické hodnoty n pro bézné kolony se pohybuji kolem <500. Pro HPLC, a to

jen z minimalniho mnozstvi vzorku mtize hodnota snadno pievysovat 10 000 (Bird, 1989).

3.11.  Plynova chromatografie (GC)

Ziklady GC vytvorili v roce 1952 Martin a James. Demonstrovali vyhody této
techniky pfi separaci t€kavych mastnych kyselin. Vyhody GC jsou pti porovnani s LC dany
nizkou viskozitou plynu. Ve stejném roce Vv tehdejsim Ceskoslovensku patentoval piistroj
analyzy plynt na chromatografické kolon¢ s oxidem uhli¢itym jako MF J. Janak
(Ktivankova, 2010; Mikes et al., 1980).

Zakladnim principem GC je odpafovani vzorku ve vyhfivaném vstupu nebo injektoru
plynového chromatografu s naslednou separaci slozek smési ve specidlné ptipravené koloné¢.

Nosny plyn, obvykle vodik nebo helium, se uplatiiuje k pfenaseni vzorku z injektoru
pres kolonu do detektoru nebo hmotnostniho spektrometru. Separace jednotlivych slozek je
uréena podle rozdéleni slozek mezi mobilni a stacionarni fazi. Slozky zadrzujici ve SF jsou
eluovany rychle. Po eluci z kolony kazda slozka obsazena v nosném plynu proudi do

detektoru nebo hmotnostniho spektrometru (Sparkman et al., 2011).

Instrumentace

Zdroj nosného plynu

Nosny plyn pouzivany jako MF je volen podle detekéniho systému. Hlavnim
pozadavkem nosného plynu je jeho inertnost vac¢i analyzovanému vzorku
a chromatografické naplni. Dulezitymi faktory pro vybér vhodného plynu jsou bezpecnost
prace s plynem, netoxicita, viskozita a taky cena. K nejhojnéji pouzivanym plyniim patii
dusik, helium, argon a vodik (Klouda, 2003; Mikes et al., 1980).
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Cistici zarizeni

Funkeci Cisticiho zafizeni je zachycovani vlhkosti a necistot v nosném plynu.

Regulacni systém
Regulacni systém usmériluje prutok nosného plynu, jenz mize byt staly ¢i
programové se ménici. Dnes se vyuziva K elektronické regulaci, jejiz pomoci lze docilit

daného prutoku i pii zménach teploty v prabéhu separace (Klouda, 2003).

Davkovac
Davkova¢ zprostiedkovava zavedeni vzorku do proudu nosného plynu. Spravna

technika davkovani je dalezita pro rychlé odpatreni vzorku (Klouda, 2003).

Kolona

Naplnové kolony jsou trubice, které jsou vyrobeny z oceli nebo skla a jsou naplnéné
sorbenty nebo nosi¢i pokrytymi kapalnou fazi. Jejich kapacita je vyssi nez u kapilarnich
kolon.

Kapilarnim kolonam slouZzi jejich vnitini stény jako nosice SF. Poskytuji vyssi
rozliSeni, krat$i ¢as na analyzu, vySSi citlivost a niz8i kapacitu. Vyrdbéji se z taveného

kiemene.

Dle ulozeni mobilni faze se rozliSuji tf1 typy kapilarnich kolon.

e WCOT (Wall Coated Open Tubular) je kolona, kde kapalna SF tvofi na vnitini sténé
kapilary tenky film. K zajiSténi dostate¢ného styku mobilni faze se stacionarni fazi
musi byt kolony velmi uzké.

e PLOT (Porous Layer Open Tubular) kolony maji na vnitini stén¢ tenkou vrstvu
pevného porovitého materialu, napi. aluminy, jako adsorbentu.

e SCOT (Support Coated Open Tubular) jsou variaci typu PLOT kolon, které jsou

pokryty na vnitini st€n€ vrstvou nosice se zakotvenou kapalinou.
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Obr. 8: Typy kapilarnich kolon

Kapiléarni kolona

Porézni pevny nosic¢

I Kapalna stacionarni faze

o Porézni pevny nosi¢ potazeny kapalnou stacionarni fazi

(Harris, 2010; Kellner et al., 2004; Klouda, 2003; Sparkman et al., 2011)

Detektor
Detektor zaznamenava zmény ve slozeni eluatu.
Mezi nejpouzivanéjsi detektory patii:
o Tepelné-vodivostni detektor (TCD)
e Plamenovy ionizacni detektor (FID)

o  Hmotnostni spektrometr (MSD)

Termostat
Zajistuje dostatecné vysokou teplotu davkovace, kolony a detektoru, ¢imz umoziuje

udrzeni vzorku v plynném stavu (Klouda, 2003).

Vyhodnocovaci zarizeni

Zpracovava signal vychazejici z detektoru, zakresluje chromatografickou kiivku —

chromatogram a provadi jeji vyhodnoceni (Klouda, 2003).
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4. Material a metody

4.1.

Chemikalie

2-merkaptoethanol (Lach-Ner)
Akrylamid/bis-akrylamid — 30% roztok (Sigma Aldrich)
BSA (hovézi sérovy albumin; Calbiochem)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva)
Dihydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner)

Ethanol 96% (Lach-Ner)

Gel Filtration Standard (BioRad)

Glycerol (Sigma Aldrich)

Glycin (Lach-Ner)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-Ner)
Chlorid draselny (Lach-Ner)

Chlorid sodny (Lach-Ner)

Isopropanol (Lach-Ner)

Kyselina octova 99,8% (Lach-Ner)

Manual Fixing Bath (AGFA)

Methanol (Lach-Ner)

o-phenylenediamine dihydrochloride

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)
Sacharosa (Lach-Ner)

SDS (dodecylsulfat sodny, Merck)

SuperBlock Blokovaci pufr (Pierce, Thermo Scientific)
TEMED (N,N,N’,N’-tetramethyl-ethylenediamine, Serva)
Tween-20 (Calbiochem)
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4.2. Seznam pouzitych roztoki

PBS pufr

koncentrovany roztok, mnozstvi na 3 1)

240 g NaCl + 6 g KCI + 40 g Na;HPO, -12 H20 + 6 g KH2POx; pH 7,4 (10x

PBST (PBS s Tween-20)

Do 1 1 PBS pufru se pfida 0,5 ml Tween-20

1% BSA/PBST

Do 500 ml PBST pufru se pfida 5 g BSA

PBS-azid

Do 90 ml PBS se ptida 10 ml azidu

TBS pufr

0,5M TRIS + 9% NaCl; pH 7,5

2x vzorkovaci pufr (redukujici)

H.0O; pH 6,8

0,755 g TRIS + 7,95 ml glycerol + 2,3 g SDS + 5 ml 2-merkaptoethanol + 37,5 ml dd

(pozn. bez ptidavku 2-merkaptoethanolu se jedna o neredukujici vzorkovaci pufr)

5x SDS elektrodovy pufr

15,1 g TRIS + 72 g glycin + 5 g SDS a ptidat 1 1 dd H20

4x TRIS pufr, pH 8,8

4559 TRIS + 1 g SDS + 150 ml dd H-O: pH 8,8

4x TRIS pufr, pH 6,8

15,125 g TRIS + 1 g SDS + 150 ml dd H.0; pH 6,8

Towbiniv pufr

9,09 g TRIS + 43,2 g glycin + 600 ml methanol; doplnit na 3 | dd H20

Barvici roztok

10% kyselina octova + 70 mM Coomassie Brilliant Blue R-250

Odbarvovaci roztok

150 ml methanol + 210 ml kyselina octova + 2640 ml dd H20
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Biologicky material
Krevni plazma pacienta.

Byla pouzita plasma ziskana plasmafarézou u pacienta trpiciho hyperviskoznim
syndromem z davodu IgA myelomu. Material byl poskytnut III. interni klinikou
(nefrologicka, revmatologicka a endokrinologicka) Fakultni nemocnice v Olomouci. K dalsi
praci byla pouzita proteinova frakce ziskana precipitaci 20% saturovaného roztoku siranu

amonn¢ho. Precipitat byl pred dal§im postupem rozpustén v PBS.

Ostatni material

Napli na gelovou permeacni chromatografii Superosa 6 (GE HealthCare), PVDF
membrana (BioRad), napln do iontoméni¢ové kolony DEAE Sepharose CL-6B

4.3. Seznam pouzitych laboratornich pristroju

e (Gradientova pumpa (Beta)

e Vstiikovaci ventil SYKAM S 6021

e Pratokovy fotometr (BioRad)

e Centrifuga laboratorni velka 3.12 (Trigon-plus)

e Napétovy a proudovy zdroj BioRad Power Pac 3000 (BioRad)
e Spektrofotometr UV/VIS Boeco S-30 (Boeco)

e Tank elektroforeticky vertikalni s nalévaci vani¢kou (BioRad)
e Termoblok (Stuart)

e Trepacka KS 130 basic (IKA)
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4.3. Metodika

Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Priprava naplné (Superosa 6) do separacéni kolony:

Superosa 6 byla rozmichana ve 400 ml dd H2O a nechala se sedimentovat na dno
kadinky. Voda byla odstranéna a bylo ptfidano dalsich 400 ml dd H2O. Promyvani bylo
opakovano jesté dvakrat. Po odstranéni vody byl ptidan PBS puftr, ze kterého byl odstranén
vzduch pomoci vodni vyvévy. Po sedimentaci byl ptidan Cisty PBS pufr. Nakonec byla
Superosa 6 nalita do sklenéné kolony o rozméru 75x1,5 cm. Sedimentace v kolon¢ trvala

cca 75 hodin.

Priprava vzorku pred nanesenim na separaéni kolonu:

Proteinové frakce bylacentrifugovana 10 min pii 10 000 x g, 4°C. Poté byly
odebrany 2 ml a pomoci injekéni stiikacky byly vstiiknuty do néstfikového ventilu

s davkovaci smyckou.

Priprava standardu na kalibraci kolony:

Jako standard byla pouzita lyofilizovana smés markertt molekulové hmotnosti

1300 az 670 000 Da.

Standard ve formé lyofilizatu byl rozpustén v 1 ml dd H2O a tadné promichéan
pomoci vortexu. Poté byl 2 az 3 minuty chlazen v ledové l4zni a znova promichan. Na
kolonu o rozméru 75x1,5 cm bylo naneseno 0,5 ml standardu, ktery se skladal
z nasledujicich latek o ur€itych molekularnich hmotnostech, které byly eluovany v odlisné

casy, viz Tab. 3.
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Tab. 3: Molekulové standardy

Zdroj MW [Da] Eluéni ¢as [min]
thyroglobulin, bovinni 670 000 68
B-amylaza 200 000 79
v-globulin, bovinni 158 000 81
hovézi sérovy albumin (BSA) 66 000 85
ovalbumin, slepic¢i 44 000 87
myoglobin 17 000 94
kobalamin 1300 110

Graf 1: Kalibrace kolony pomoci molekulovych standarda
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Ke stanoveni mrtvého objemu chromatografické kolony byl pouZit
vysokomolekularni modry derivat polysacharidu dextranu Blue Dextran (SIGMA-
Aldrich, USA), Mr 2 000 000.

Hodnoty aproximativni relativni molekulové hmotnosti Mr jednotlivych

proteinovych MW markert byly ziskany z informaci dodavatele SIGMA-Aldrich, USA.
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Pracovni postup pri separaci na koloné:

Jako elu¢ni pufr byl zvolen PBS pufr. Ten byl odvzdusnén pomoci vodni vyvevy.
Prutok kolony o rozmérech 75%1,5 cm byl zvolen 1ml/min. Po naneseni 2 ml vzorku byly
eluaty odebirany od 55 minuty a frakce sbirany do zkumavek po 2 ml. Bylo sbirano prvnich
18 frakei.

Priprava vzorku na gradientovou elektroforézu:

Ke 100 pl vzorku bylo pfidano 100 pl neredukujiciho pufru a smés byla poté

inkubovana 10 minut pti 95°C.

Iontova vyménna chromatografie (1EX)

Jako napli do iontoméni¢ové kolony byla pouzita DEAE Sepharose CL-6B, coz je
makroporézni iontovy méni¢ odvozeny od zesit€éného agarosového gelu Sepharosy CL-
6B. DEAE skupiny jsou pfipojeny ke gelu etherovymi vazbami na monosacharidovych

jednotkach.

DEAE ma dobrou chemickou a fyzikalni stabilitu a je vhodny k separaci latek

s vysokou molekulovou hmotnosti.

Postup:

Nejdiive byla kolona promyta vodou. Poté byla naplnéna ionexovym médiem
a zformovano gelové loZe. To bylo ekvilibrovano vhodnym startovnim eluentem. Poté byl
nanesen vzorek, ktery byl nejdiive zcentrifugovan. Vzorek byl kolonou 2x prolit. Cilovy
protein vzorku byl navazan pevné na sloupec ionexu a soucasné¢ byly eluovany
kontaminanty. Kolona byla proplachnuta 50 mM Trisem. Poté byla zménéna iontova sila
eluentu, a to promyvanim kolony elu¢ni fadou roztoku NaCl v odlisnych koncentracich.

Zadrzené proteiny byly uvolnény a eluovény.
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Priprava vzorku na gradientovou elektroforézu:

Ke 100 pl vzorku bylo pfidano 100 pl neredukujiciho purfru a smés byla poté

inkubovéna 10 minut pfi 95°C.

Gradientova elektroforéza
Postup:

Sklenéné desticky byly nejprve umyty ethanolem, vysuseny a upevnény do drzaku
k nalévani gelu. V jedné kadince byl ptipraven 5% zaostfovaci gel a ve druhé 12% délici

gel (viz Tab. 4).

Tab. 4: Piiprava déliciho a zaosttovaciho gelu pro SDS-PAGE

Délici gel 12% | Zaostiovaci gel 5%
30% akrylamidbisakrylamid 6 ml | 30% akrylamidbisakrylamid 2,5ml
4x Tris pufr, pH 8,8 3,75 ml | 4x Tris pufr, pH 6,8 3,75 ml
dd H20 5,25 ml | dd H20 8,75 ml
APS (persiran amonny) 75 ul | APS (persiran amonny) 50 pl
TEMED I5ul | TEMED 10 ul

Do kadinky byly smichany prvni tfi sloZky. Jako posledni byl ptidan APS a TEMED.
Pted zahajenim polymerace bylo do 15 % gelu jesté pfidano 0,25 g sacharosy a 65 pl
bromfenolové modrfi. Tim byla zahajena polymerace gelu. Nejprve byl nabran 5 % gel
a poté do zbytku objemu byl nasan 15 % gel. Smés byla promichana a rychle napipetovana
mezi ptipravena skla. Poté byl gel pfevrstven n-butanolem. Nechalo se polymerovat cca
20 minut. B€hem tuhnuti déliciho gelu byl pfipraven zaostiovaci gel. Po 20 minutach byl
n-butanol vymyt vodou a vysusen filtracnim papirem. Poté byl dle tabulky pfipraven
zaostfovaci gel, ktery byl nanesen na d¢lici gel a ihned byl do néj zasunut hiebinek. Gel
polymeroval pfi laboratorni teploté cca 20 minut.

Skla s gelem byla vloZzena do elektroforetick¢é komirky, hiebinek byl vysunut

a komiirka byla po okraj naplnéna elektrodovym pufrem. Do jamek bylo naneseno
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pozadované mnozstvi vzorku. Nadoba byla zaviena vikem a pfipojena ke zdroji
elektrického proudu. Napéti bylo nastaveno na 150 V a ¢as na cca 80 minut. Pred
doputovanim bromfenolové modii k spodnimu okraji bylo napéti vypnuto, odstranéno viko
a elektrodovy pufr byl vylit. Plastovou $pachtli byla skla od sebe odd¢lena, zaostfovaci gel
odfiznut a pfenesen do misky s fixa¢nim roztokem. Miska byla dana na tfepacku na cca 10
minut. Poté byl fixa¢ni roztok vylit a ke gelu byl pfidan barvici roztok. Gel byl nechan
cca 20 minut na tfepacce v barvicim roztoku. Po obarveni byl slit barvici roztok zpét do
zasobni ldhve a gel vlozen do misky s odbarvovacim roztokem. Gel byl odbarvovan

alespont 30 minut a roztok nékolikrat vyménén.

Obr. 9: Separace imunoglobulinu IgA pomoci IEC
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Obr. 10: Separace imunoglobulinu IgA pomoci GPC
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Obr. 11: Separace imunoglobulinu IgA pomoci GPC
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Obr. 12: Potvrzeni identity vzorku ¢. 5 z GPC elektroforézou za redukénich podminek
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5. Vysledky a diskuze

Pro separaci lidského polymerniho imunoglobulinu IgA od ostatnich proteint krevni
plasmy byly pouzity dvé metody kapalinové chromatografie. Jako prvni pouzitd metoda byla
zvolena gelova permeacni chromatografie, kde probiha separace proteinii na zakladé
porozity SF. Nejvétsi molekuly jsou eluovany v nejkrat$im Case, naopak malé molekuly se
dostavaji do port SF riznych velikosti, a proto protékaji spolecné s MF pozdéji. Ke spravné
Separaci a zdarnym vysledkiim bylo zapotiebi nejdiive provést ekvilibraci kolony pomoci
molekulovych standardd o piisluSnych hmotnostech. Bylo analyzovdano 7 vzorkl
proteinovych MW markertt a Blue Dextran pro stanoveni mrtvého objemu kolony Vo.
Relativni molekulové hmotnosti Mr a elu¢ni objemy Ve analyzovanych vzorkit MW markert
jsou uvedeny v Tab. 3. Po zjisténi vhodného elu¢niho Casu k jimani vzorku s nejvétsi
koncentraci polymerniho imunoglobulinu IgA, bylo eluovano 18 frakci. Pfi¢emz rychlost
prittoku mobilni fize kolonou byla 1 ml.min™. Vzorky za neredukujicich podminek po
povaieni byly aplikovany na gradientovou elektroforézu a zavérem byla mozné detekce
separovaného a purifikovaného polymerniho imunoglobulinu IgA od ostatnich proteind.

Druhou pouzitou metodou byla iontové vyménnad chromatografie, kde probiha
separace proteinii pomoci iontoménicu. Pii této metodé vymeéiuje sorbent urcity typ iontl
za jiné ionty. Sorbované ionty poté difunduji z okolniho roztoku do iontoménice a za pomoci
chemické reakce vytésiiuji a nahrazuji stejné nabité ionty vazané na SF. Cili prvni fazi bylo
navazani vzorku na SF. Poté byla pfipravena eluéni tada roztoku NaCl v rtznych
koncentracich a ve finalni fazi byl vzorek postupné touto koncentra¢ni fadou vymyvan.
Upravené vzorky za neredukujicich podminek po povateni byly obdobné jako u GPM
naneseny na gradientovou elektroforézu a zavérem byla mozna detekce separovaného
a purifikovaného polymerniho imunoglobulinu IgA od ostatnich proteint.

Identita vzorku byla potvrzena i za reduk¢énich podminek, kdy doslo k rozpadu na
jednotlivé podjednotky, a to tézky fetézec, lehky fetézec a J-fetézec.

Pro separaci a purifikaci polymerniho imunoglobulinu A se ukézala GPC jako

vhodnéj$i metoda, a to diky své nenarocnosti na piipravu.
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6. Zaver

Bakalafska prace, zpracovana formou literarni studie, je zaméfena na souhrnnou
charakterizaci principidlnich chromatografickych technik. Pozornost je soustfedéna na
kapalinovou chromatografii a jeji jednotlivé konkrétni metody.

Experimentalni Cast prace je zaméfena na priblizeni techniky a metodiky Separace
a purifikace lidského polymerniho imunoglobulinu IgA pomoci gelové permeacni
chromatografie a iontové vymeénné chromatografie.

Z vysledkll je patrné, Ze separace pomoci iontov€é vyménné chromatografie se
neukazala jako pfili§ vhodné pro tento typ vzorku. Nedoslo k dostatecnému odd¢leni IgA
a ostatnich proteini obsazenych ve vzorku.

Pomoci gelové permeacni chromatografie doslo k uspéSné separaci lidského
polymerniho imunoglobulinu IgA od ostatnich proteini krevni plasmy. Proto se gelova
permeacni chromatografie ukézala jako U¢inna a vhodnd metoda, jak vzhledem ke své

nendroc¢nosti ptipravy, tak i k samotné manipulaci.
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/. Seznam pouzitych zkratek

Ab
APS
AC

CF

DEAE
GPC

HPLC

IEX

IUPAC

M

MW marker
MW standard
pH

pl

tm

TRIS
tr

tw

Vo
Ve
Vi
Vs

Vi

protilatka (z angl. antibody)
persiran amonny

afinitni chromatografie
chromatofokusace

diethyl aminoethyl

gelova permeacni chromatografie
vysokoucinna kapalinova chromatografie

ionexova chromatografie

International Union of Pure and Applied Chemistry
relativni molekulova hmotnost

marker molekulové hmotnosti

standard molekulové hmotnosti

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych

kationtd
izoelektricky bod

mrtvy ¢as chromatografické kolony
tris(hydroxymethyl)aminomethan,

retencni Cas

Sitka piku

mrtvy objem chromatografické kolony
elu¢ni objem

objem kapaliny v nitru gelové matrice
objem staciondrni faze

celkovy objem chromatografické kolony
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