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Cile prace

V predklddané praci se budu zabyvat charakterizacin@tegrafickych metod, zejména
gelové permami chromatografie, procély purifikace proteifi. Budou blize charakterizovany
v3echny hlavni chromatografické techniky vyuZivang separace protdima bazi rozdilnych
separanich princigi. Pro posouzeni purifikgich mozZnostiéchto technik je nutné zabyvat se
piedevSim zakladnimi faktory ovhwjicimi separéni proces, které vychéazeji z teoretickych
aspeki chromatografie a do jisté miry jsou regulovatetpdimalizaci jednotlivych technik.
Budou také objasmy zaklady metodiky selekce nejefekt¥jsi posloupnosti jednotlivych
chromatografickych purifikenich kroka pii vicekrokové purifikaci. Cilem praktick&asti bude
testovani selektivity dvou komarich gelovych filtrénich médii Perlozy MT 300 a Perlozy MT
500 metodou w®feni retence proteinovych marker molekulovych hmotnosti na
chromatografickych kolonach naghych uvedenymi médii. Na zakladlosazenych vysledk
a v gipad Perlozy MT 500 také z jejich porovnani se souitseji vysledky dodanymi firmou

lontosorb bude zhodnocena vyuZzitelnost obou médigpparace protein



TEORETICKA CAST



1. Uvod

Vyvoj metod a postup pro purifikaci proteid je zasadnim igdpokladem mnoha pokrdk
v biochemickych disciplinach. Purifikace proteieugroces, vedouci k izolaci jednoho cilového
proteinu (produktu) jako chemického individua zeZ#EjSi sn€si, a kolisa od prostych
jednokrokovych procedur az ke komplexnim validovangrodukcim provaghym ve velkém
metitku, které mohou zahrnovat soubor rozmanitych rieldgii (manual firmy Amersham
Biosciences, 2001). K dosazZeni vysokého stufistoty, ktery je zapdebi zejména prodély
analytické nebo terapeutické, je obvykle nezbytmévgst vice po sab nésledujicich
purifika¢nich kroki (tzv. multi-krokova purifikace). Kiem k uspSné a efektivni purifikaci je
vybér nejvhodrjSich metod, optimalizace jejich separich podminek vyhovujici konkrétnim
poZadavikm a jejich kombinace logickym #pobem pro maximalizaci Wiku. Ri kazdém
purifika¢nim procesu by o byt sokasrg usilovano o minimalizaci gou jednotlivych krok
(Asenjo & Andrews, 2008). K planovani a uskukni celého procesu lzefgsto pistupovat
shadno s aplikactifazové purifik&ni strategie @®pP, pricemz postéi zakladni znalost detail
aplikovanych technik (manual firmy Amersham Bioscies, 2001).

VétSina purifik&nich schémat zahrnuje alesiponékterou chromatografickou
techniku. Chromatografie se proto stala nepostefian nastrojem kazdé labor&to kde se
purifikace provadi (manudl firmy Amersham Biosciesic 2001). Pro separaci proteife
dostupn&ada chromatografickych technik, separujicich ndazéknékolika riznych vlastnosti
proteinové molekuly. Kazd4 #dhto technik tedy poskytuje rozdilnou selektivitujegich
vhodna kombinace ma potencial pro purifikaci jakddiio proteinu do extrénth vysokého
stupré cistoty. Modernim fistupem k purifikaci je vyuziti pdtatovych algoritnéi k volbé
nejefektivrejSich metod separace na zaklaohicidlni proteomické charakterizace vzorku
a kanalyze produktu a kontamin&npo jednotlivych purifikénich krocich (Asenjo &
Andrews, 2008).



2. Snadny Fistup k purifikaci protein @

2.1 Planovani purifikaéniho procesu

Pti planovani purifikéni strategie je vhodné postupovat systematickypiNejje teba popsat
zakladni scéerfdprocesu a zvolit jednotlivé purifikai techniky. Pedpokladem ktomu je
objasréni nasledujicich okruhotazek:

a) Otazky tykajici se finalniho produktuizejména jeho zamysSlené pouzittéehoz plynou
naroky nacistotu produktu ve srovnani se zdrojovym materiafgwlikrat musi byt
produkt gecistén, resp. Pozadavek na procentualni stupetoty), poZadavky na
eliminaci ugitych kontaminant (které musi byt odstr&ny zasti a které komplet),
naroky na zachovani 3D struktury a biologické afgtiproteinového produktu.

b) Druh zdrojového materidlu a jeho charakteristika zajiStni vhodného zfsobu
manipulace se vzorkem, shroméiidvSech dostupnych informaci ohl€édwastnosti
cilového proteinu a dalSich komponentésinkteré tvai t&zise dalSich dvah o volb
a optimalizaci purifikénich technik.

¢) Finalni meritko purifikace— naroky na kvantitu, ménpodstatné Gvahy (n&pzvazeni
disledki na zvolené purifikéeni schéma vifipack potteby nasledného navy3eni
produkce).

d) Ekonomickd omezeni a prostiky a zéizeni k dispozici— definovat ekonomicky

acasovy ramec pro praci.

Vybornou investici mohou bytékteré nenaréné experimenty k dalSi charakterizaci vzorku
a cilové molekuly, pokud se dostupné informaceiZulgj nedostatné. Ke sledovani pb&hu
purifikace a hodnoceni jeji efektivity je nezbytm&adit rychlou a spolehlivou analytickou
metodu. Je-li vychozim materialem surova biologitkd, je teba zajistit takovou fijpravu
a extrakni procedury, které odpovidaji nastaveni vhodnycbdngnek pro prvni

chromatograficky sepatai krok (manual firmy Amersham Biosciences, 2001).

2.2 Trifazova purifikaéni strategie (QpPP)

Tato strategie je zaloZena ndegsta¥ tri fazi purifikace: zachyt, intermedialni
purifikace acdisténi (zkratka @P z angl. capture, intermediate purification andigiohg).
Strategie @P je vyuZivana ve farmaceutickém umyslu i vyzkumnych laboratch
s cilem umoznit rychlejsi vyvoj purifikaich metodik, dosahnout zkracetdsu patebného
k ziskani produktu a zajistit dobrou ekonomii pikeigniho procesu. Tentaigtup je doporéen

pro libovolnou vicekrokovou purifikaci proteinu. IEmu procesu igdchazi faze fpravna,
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zahrnujici obvykle extrakci a homogenizaci surovBlobogického materialu s cilem stabilizace
produktu a pipravy homogenniho vzorku pro naslednou purifik&tpraxi se ¥tSinou jedna
o piipravu vzorku pro chromatografické separacétom by ntlo byt dosazeno eliminace
tuhych neistot a jinych kontaminaftnekompatibilnich s chromatografii. Pouze v nemicbhy
piipadech mZe byt tato faze vynechana (tapge-li produkt obsazen v supernatantu po
zcentrifugovani buitné suspenze) a vzorek biologického materidlu je esam
na chromatografickou kolonuimo nebo pouze s mirnou Upravou jeho paraimeko je pH
a iontova sila. Népstji je vSak réjaka forma extrani a homogenizai procedury
vyZzadovana. Jednotlivym fazimr® jsou pak pirazeny obecné cile:

Zachyt— izolace, zakoncentrovani a stabilizace cilovghoduktu (produkt by # byt

pieveden do prostdi, kde bude zachovana jeho biologick4 aktivita).

Intermediélni purifikace- odstragni wtSiny balastnich kontaminantjako jsou ostatni

proteiny, nukleové kyseliny, endotoxiny a viry.

Cisteni — dosazeni finalniho stupristoty eliminaci zbyvajicich stopovych digtot nebo

blizce gibuznych substanci.

Podle této koncepce pak kazdy krok v purifikizn procesu spada deékteré z uvedenych fazi.
Nicmeérg, konkrétni problémy a cile spojené sitym krokem znané zavisi na vlastnostech
vychoziho materialu, a proto mohou vyZzadovat zuig3bzornost. Schéma vyjaglici postupné

zvySovanicistoty produktu v dsledku postupu v jednotlivych fazich purifikacé pplikaci

strategie @P je zobrazeno na obrazku 1 (manudl firmy Amershamsdences, 2001).

=
5
[T
Polishing
: Actieve final
: figh level purity
Intermediate
_pdrification
Ramove bulk
Capture Tpuies
/ Isolafe, concentrate
Preparation, and stabilise
exiraction,
@larification

Step

Obr. 1. Postupné zvySovaristoty produktu jako nasledek pokroku v jednotlirystadiich
purifikacniho procesu; aplikace strategieeE(pirevzato z manualu firmy Amersham

Biosciences, 2001).
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Vicekrokova purifikace &dy vyZaduje mezi jednotlivymi kroky dalsi, tzv.rdicni

kroky, nezbytné kievedeni produktu vzeSlého zjedné techniky do podknivhodnych

k provedeni techniky nasledujici. Kazdy krok v @& znamenaé&akou ztratu produktu.
Napr. je-li v kazdém kroku konkrétni purifikai procedury dosazeno ¥yku 80%, pak bude
celkovy vytZzek po 8 provedenych kroci¢mit pouze 20%, jak je ukazano na obrazku 2. Proto
je nutné minimalizovat p®t jednotlivych krok (jedina vyjimka plati v fipad snadno
dostupnych preparnit kdy lze pro dosaZeni poZadovatigtoty jednoduse fidavat nebo
opakovat jednotlivé kroky). Je uznavan empirickdpoklad, Ze i pro velmi komplikované
smeEsi s vysokymi naroky naistotu, biologickou aktivitu a v¢¥ek postdi 3 nebo 4 vhodh
zvolené a optimalizované sepamakroky s logickou navaznosti. Je nanejvys vhodyttnout

se potebam kondinich kroki, které¢asto znamenagiasové prodlevy mezi separacemi, a tim se
zvySuje riziko naruSeni biologické aktivity produkNag. v péipad dvou nasledujicich krak
chromatografické separace bylnbyt produkt eluovany z prvni kolony v takovémataaby

byl bez sloZijSich manipulaci aplikovatelny na kolonu dalSi (on@nfirmy Amersham

Biosciences, 2001).

Yield (%)
10
B0 —
— 95% / step
60
40 : 90% f step
= 85% [ step
20 — 80% / step
- | 75% / step
0= | | | | | | | | |

1 2 3 4 5 6 7 8 Number of steps

Obr. 2: Relativni celkovy vyZek produktu po provedenitipluSného p&tu purifikacnich
kroki pfi specifikovanych déich vygZcich v kazdém kroku {pvzato z manuélu

firmy Amersham Biosciences, 2001).

V CIpp strategii nemusi byt vZzdyfipomny vSechnyit faze. Zachyt a intermedialni
purifikace mohou byt obsaZzeny v jediném kroku,rgtgako intermedialni purifikace &steni.
Nékdy jsou poZzadavky na finalgistotu tak nizké, Ze jeden rychly krok zachytu pgispro

ziskani vysledného produktu (manudl firmy Amerstgiosciences, 2001).

-12 -



Zasadnim rysem purifiRaich technik je skutmost, Ze komponenty vzorku jimi
mohou byt separovany na zakdadiferenci v fiznych vlastnostech jejich molekul. V naprosté
vétSing pripadi se itom jedna o techniky chromatografické, kterymizsbyvaji nasledujici
kapitoly této prace. Vyyrem optimalni kombinace technik pro kazdou z fagPGtrategie se
dosahne jejich rychlé navaznosti, a tim i zkracesu patebného k ziskani finalniho produktu

a uspokojivé ekonomie (manual firmy Amersham Biesces, 2001).

-13-



3. Obecna charakteristika chromatografické separaceroteini

Mezi sowasnymi separmimi metodami pouzivanymi v chemii maji n&gi vyznam metody
chromatografické spate¢ s elektromigrénimi. V ramci preparativnich, zvI&St pak
purifikacnich aplikaci zaujima chromatografie dokonaIné misto. Tento Siroky
a pestry soubor technik unafe separovat a analyzovat prakticky vSechny odjaniatky
a rekteré techniky jsou vhodné i pro separaci pratembecs biopolymefi (Anzenbacher &
Kovét, 1986).

3.1 Vymezeni pojmu chromatografie

Chromatografie je definovana jako fyziké&lohemicka sepatai, a sodasré analyticka metoda
uréend k separaci a analyzecsmatek, jejimz zakladnim principem je nestejomd distribuce
sloZzek smisi mezi d¥¢ nemisitelné faze, z nichz jedna je camana jako mobilni a druha jako
stacionarni. Je to metoda migna protoze dlieni sloZzek srsi probih& na zakladejich rizné
pohyblivosti v chromatografickém systému (Chiuatéet al., 1990).

Mobilni faze je ta, kter4 se v chromatografickérstégnu pohybuje a jeji fok je
hybnou silou migrace separovanych latek. Mobilzi faiZze byt kapalina nebo plyn, nicmgén
vSechny techniky vhodné pro separaci prdaieitvyuzivaji mobilni fazi kapalnou,
a obechs se takova chromatografie nazyva kapalinova chrognafie. V rekterych gfipadech se
sloZeni nebo parametry mobilni faze zamy meéni, aby doslo k eluci ditych komponent,
proto se pro ni vZilo oziani el@ni ¢inidlo nebo eluent (Bilkova & Krélova, 1997).

Stacionarni faze je v chromatografickém systéemu keera je nepohybliva
a obecy se ozndauje jako sorbent. MZe mit velmi rozdilné formy v zavislosti na typu
chromatografie a provedeni techniky. Sorbententipgot separace proteinbyva nefastji
pevna latka, ale fite to byt i kapalina zakotvena na povrchu nebo reg@® pevné latky
(Bilkova & Krélova, 1997).

3.2 Déleni chromatografickych technik separace proteii

K separacim proteinza &elem jejich purifikace jsou dnes vyuZivany zejmérésledujici
chromatografické techniky, a to vyhradw sloupcovém provedeni (na chromatografickych
kolonach): ionexova chromatografie, chromatofokesachydrofobni chromatografie,
chromatografie na reverznich fazich, afinitni chatografie a molekulovd vyéovaci
chromatografie. V tabulce 1 je zpracovariped &chto technik a na obrazku 3 jsou zobrazeny
principy separace prdasdnictvim jednotlivych technik (manudl firmy Amessh Biosciences,
2001).
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Tab. 1: Zarazeni chromatografickych technik k separaci a fkai proteiri podle principu
separace a systému fazi (manual firmy Amershanciinses, 2002b).

princip separace

n&zev chromatografické chromatograficky systém

techniky (zkratka) (spet;rl:‘(l;l;iuﬁ;e)lstnost —
stacionarni faze ~ mobilni faze
ionexova chromatografie
(IEX) chemisorpce
(naboj)
Chromatofokusace (CF)
hydrofobni < latk
chromatografie (HIC) adsorpce pevna latka K i
chromatografie na (hydrofobicita) apaina
reverznich fazich (RPC)
afinitni chromatografie bioselektivni interakce
(AC) (ligandova komplementarita)
gelova permemi molekulové sito kapalina
chromatografie (GPC) (velikost) P
Y

P O

Crel fillranion Hydrophobic interaction  lon exchange Aftinicy Reversed phase

Obr. 3:  Principy chromatografické separace praie{pievzato z manualu firmy Amersham
Biosciences, 2002b).

3.3 Teoretické aspekty chromatografické separace pteini

3.3.1 Termodynamicko — kineticky mechanismus sepaca

Béhem chromatografického ékéni dochazi k opakovanému transportu slozekéssnuo
stacionarni faze a #pdo faze mobilni difiznim pohybemti®dm se chromatograficky systém

natolik piblizi rovnovaze, ze distribuci slozky mezi éoldaze Ize popsatdistribucnim
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(rozdklovacim) koeficientemKktery vyjaduje pongr koncentrace slozky ve stacionarni fézi

ku koncentraci slozky ve fazi mobilpf c
c

Ky=—2 . (1)
Cm

Tato giblizna rovnovaha je vSak neustale poruSovana miikenvektivniho toku mobilni faze,
ktery molekuly separovanych latek kontinualnnasi z mist jejiho ustaveni.ufedkem
poruSovani rovnovazného rateni ucité komponenty mezi abfaze je pak jeji snaha
0 obnovovani této distribuce difiznim pohybem. Batd rychlost pohybu uité slozky
vzhledem k rychlosti mobilni faze je tim nizsim vysSi afinitu ke stacionarni fazi vykazuje
neboli¢im vyssi je jeji hodnotKy. Teoreticky Ize separovat élatky od sebe, liSi-li se alespo
v nékteré fyzikalrd chemické veliing, jeZz ugkuje miru jejich interakce ve stacionarni
a v mobilni fazi (Bilkova & Kralova, 1997; Chuek et al., 1990).

3.3.2 Obecny proces separace $Bi proteini na chromatografické kolorg

Tento proces se nelisit az se jedna odél analyticky nebo preparativni. Sorbentem né&mpén
chromatograficka kolona je nafgoopatenéd zasobnikem eluentu, jimz je promyvandassji
prostednictvim pumpy. Po aplikaci vzorku &sn latek na vrchniést sorbentu se v kolén
utvoii nejprve smasny el@ni pas. V piibéhu putovani kolonou se jednotlivé slozky vzorku na
sloupci sorbentuiznou nérou zpomaluji a tim dochazi k jejich separaci, lised@o Uzkych
elwenich zon. Po vystupu latky z kolony indikuje detekieji pritomnost v eluatu a registia
zaizeni zaznamend odezvu detektoru v zavislostiasa nebo objemu eluované kapaliny jako
tzv. chromatogram, neboli a@ni profil. Jednotlivé frakce eluatu jsou jimany dkumavek
kolektoru. V sodasnosti je pozornost soistEna zejména na vysoksianou formu &chto
separaci (zkratka HPLC zangl. ,High Performanceuld Chromatography”), kterd se
vyznauje extrémnim varstem rychlosti a &innosti (viz dale) oproti klasické nizkotlaké
metod, ale také vyZaduje nahoou instrumentaci a paimneé nakladné komeni sorbenty nebo
piedplrené kolony. Pro purifikéni ely je vyhodné pouZivat kolony preparativni, ktggéu
objemrgjSi neZz analytické (Chuték et al.,, 1990; Anzenbacher & Kdyal986). HPLC
specificky upravena pro separace biopolyimee oznéuje jako FPLC (z angl. ,Fast Protein
Liquid Chromatography*) a jeji zakladni instrumdntdschéma je ukazano na nasledujicim

obrazku 4.
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zasobniky mobilni faze

/Fk davkovaci
o zaiizeni
i | 1 - I
——— °
: l l F ﬁ priprava
ﬁlﬁ@ vzorku
preparativni
HPLC pump. kolona (Superosa)
uv Z 5
detektor N\ 124
‘ . " frakéni
Integrator b kolektor

ﬁ uv
spektrum

Obr. 4: Schematicky ndkres FPLC pro puriftka icely.

3.3.3 Charakteristika mobilni faze pro proteinové sparace

PouZivanym rozpou&dlem byva zpravidla voda. Lzdipravit rizné typy pufé s variabilnimi
hodnotami pH v zavislosti na konkrétnich aplikacftorba vhodnych podminek pro interakci
proteini se sorbentem a nutnost tolerance sorbentu a vkerkumolenym podminkam). Opatrn
by se ndlo pracovat s teplotnimi podminkami (udrZzovani gitéploty je zapdebi hlavi pro
minimalizaci aktivity proteolytickych enzyin ve vzorku). Hydrolyza peptidovych vazeb
proteasami seékdy stava ¥tSim problémem v pokedejSich stadiich purifikéni procedury,
kdy je cilovy protein zakoncentrovavan a je pakbyezé gidavat do eluentu nékladna aditiva
(proteolytické inhibitory). lontové sila kazdéhaiehtu by nila byt minimal 0,2 mol.I', aby
se zamezilo nespecifické interakci proteis napini kolony elektrostatickymi nebo van der
Waalsovymi silami. Do startovniho eluentu pro ekvdci sklernych kolon by il byt
ptidavan 0,02% azid sodny pro zamezdigtu mikroorganisrin (neni-li azid pidavan jiz do

komegknich naplni kolon) (Stellwagen, 1990).

3.3.4 Hlavni parametry separace v kolonové chromatpwafii

Reteréni ¢as a objem

Z&kladni charakteristické veiny pro kazdou chromatografovanou latku jsoufejerni ¢as t
aretereni (elucni) objem \. Reterni ¢as je¢asovy interval od nasku vzorku do okamziku

detekce odpovidajici fichodu maximalni koncentrace dané latky detektoiRetergni objem
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pak gedstavuje objem mobilni faze, ktery za dobuytece z kolony. Nejasgji se zn#&ti bud’ t,

neboV, a druha vetiina se vypgita podle rovnice (2)

V, =t, [F,, kde 2)

Fn. je priatokova rychlost neboli objem mobilni faze, ktery préee ptitfezem kolony za 1

sekundu.

ProtozZe se reténi ¢asy jednotlivych separovanych latek v daném chrografickém systému
liSi pouze o dobu, kterou dand latka stravila aeisharni fazi, je mozno retém ¢as rozlozit

jako sowet dvou dalSich velin:

t =t +t_, kde (3)

t'; je redukovany retafni ¢as, neboli doba, po kterou se separovand latka aaberiakcemi ve
stacionarni fazit,, predstavujemrtvy ¢as kolony neboli¢asovy interval od nésku vzorku do

okamziku detekce maximalni koncentrace sloZkyngadi stacionarni fazi zadrzovana.

Analogické veltiny predstavujeredukovany eléni objem V; a mrtvy objem kolony  V,
fakticky predstavuje objem, ktery v kol&rzaujima mobilni faze a experimentélge uti ze
stanoveniV, inertni latky, kterd na kol@nneni zadrZzovana (jejV. se gimo rovna Vy)
(Anzenbacher & Kovia 1986; Churéek et al., 1990).

Veliginy popisujici eldni profil

Zony separovanych latek prochazejici detektorem yselienim profilu zaznamenany jako tzv.
elwni kiivky (chromatografické piky). Teoreticky el profil pri kapalinové chromatografii je
znazorn na obrazku 5. Etini objem latky se od&a nefastji jako vzdalenost maxima piku
této latky od startu aplikace vzorku,fip od aplikace poloviny objemu vzorku.
Na chromatogramu jsou kr@nodetenych hodnot retémich charakteristik, neboV, ¢asto
podstatné i vetiny charakterizujici chromatograficky pik, mezid&eati:
- Sirka piku W, kterd se od#td bul’ na Grovni zakladni linie (z angl. ,baseline®),
v polovirg vy3ky piku nebo v poloze inflexnich bigch udava se &asovych jednotkach
nebo jednotkach objemu.
- vySka pikuh, ozn&ujici vzdalenost mezi maximem piku a jeho nulovnii. |
- plocha pikuA, vymezend t&ami vzestupné a sestupné linie piku v inflexnioddezh

a zakladni linii, wuje se vyhradh metodou numerické integrace. Porovnavani ploch
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pika téz latky dovoluje kvantifikaci jejiho mnoZstvig. stanoveni vyzku), pokud
byly tyto piky generovany odezvou vg¢heé na danou latku (Chuték et al., 1990;
manudl firmy Amersham Biosciences, 2002b).

Latka
nezadrzovana
Absorbance Ve1=V,
[ L
Latka zadrzovana
vysoce
;?LEELEH Ves void valume V,
uih'rume Latky zadrzované | total column volume V,
: castens |II
A
| |
Ve,3 |
equilibration Ve o |"I Vesa | ',
| f I Y W
\ I [ |I | II I
| [ I I \
Yy _)l |‘_\__.II Il._J L S = -
lcov |
R e ——pe
: W,y v Column Volumes (cv) Volume

Obr. 5: Teoreticky eldni profil kolonové kapalinové chromatografické franace
s vysokym rozliSenim {evzato z manuélu firmy Amersham Biosciences, 2002b)
Byla aplikovana sis pti latek (ozn. 1 aZz 5). Nejprve je eluovana inetétika, ktera
neni zadrzovana ve stacionarni favj {f. Poté jsou eluovany ostatni slozky &sin
v paradi podle vaistajici interakce se stacionarni fa¥.{ az V5. Je znazorn
obvykly zpisob uteni Stky piku latky 1 v zaklad¥) kde t&ny v inflexnich bodech

protinaji zakladni linii ;). Plocha piku latky 14;) je vymezena obsaheterveného
trojuhelniku.

Selektivita a kapacita

Pongr redukovanych reténich ¢asi nebo objerd dvou chromatografovanych latek se nazyva
retenni poner neborelativni retencePro separované latky 1 a 2 vyijaj selektivitu rozéleni
téchto dvou latek v daném chromatografickém systému:

VI (4)

Analogickéreten’ni ponery ris charakterizuji danou latku v porovnani se staretargodobné
struktury:
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V.
r = elatka . 5
VI (5)

estandard

Kapacitu kolony pro danou latku postihljgpacitni(retereni) porrer k, ktery je definovan jako

poneér mnoZstvi separované latky ve stacionarni a mbféli:
VS
k=K, > kde 6)

Vs je objem stacionarni faze Ky distribucni koeficient ktery Ize vyjadit rovnici (1) nebo

nasledova:
V, -V
Ky =—2—-2 7
d V. (7)
Dosazenim vztahu pi#§y z rovnice (7) Ize pak upravit rovnici (6) do tvanyvnice (8)
V, -V, . o
k= (Anzenbacher & Kowa 1986; Stulik et al., 2004). (8)

0

Uginnost separkaiho procesu

Uginnost  chromatografické kolony charakterizuje rpsil rozmyvani eknich zén
separovanych latek. S rostouci rychlosti r@z&ini zon dinnost separace klesa. Jednim
z pohled: na kinetiku procesu rozmyvani zon je teorie chrimgafického patra, ktera vychazi
z hypotetického fedpokladu, Ze chromatograficka kolona je &beda na sled elementarnich
jednotek — teoretickych pater. V rdmci jednoho @&t ustavuje rovnovaha charakterizovdna
a je uskutenén kompletni elementarni sepéné krok. Pro praxi pinasi tato teorie vyhodné
vyjadiovani &innosti chromatografickych kolon pem teoretickych pater a vySkou
teoretického patra. Zaiedpokladu Gaussova symetrického pikupeéet teoretickych pater n

vyjadkit rovnici:

_ed VLY
n—16[€wj | ©)

Udaj o p@tu teoretickych pater musi byt vzdy doprovazenrmiaci o délce kolony a o pouzité

testovaci latce. €innost je pak definovana jako odmocnina Ztpoteoretickych pater.
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K porovnani dinnosti kolon #znych délek se pouziva Gdaj ocpo teoretickych pater na
jednotku délky kolony nebo Udaj wSce teoretického patra kspraveji vyskovy ekvivalent

teoretického patrp ktera Ize vypditat podle vztahu:
L

H =—, kde (20)
n

L je délka chromatografické kolorfAnzenbacher & Kové 1986; Bilkova & Krélova, 1997;
Chur&ek et al., 1990).

RozliSeni a jeho regulace

e

NejzetelrgjSim ukazatelem pro posouzeni chromatografickéraepgerozliSovaci koeficient
Rs, jehoZ hodnota umagije ciselre vyjadit miru rozéleni latek 1 a 2. RozliSeni ve smy$u

je pak definovano rovnici (11)

— 2 e2 Ve,l )

" W, +W,

(11)

Latky povaZujeme za zcela ratené, jestlize hodnot& je vySSi nebo rovna 1,5. \tipack
symetrickych pil ¢asto post& hodnota 1,0 (Bilkova & Kralova, 1997; Stulik &t 2004).
DuleZita je znalost Zisohi, kterymi Ize rozliSeni ovlivnit a #mit. Existuje rovnice

(12), zahrnuijici vliv faktar selektivity, kapacity adinnosti na celkovou miru separace:
=k (W@ yde (12)

Fse je faktor selektivityFy,p je faktor kapacitya F. je faktor (cinnosti

Faktor selektivity je definovan rovnici (13)
Fsel - . (13)

Faktor selektivity souvisi s termodynamikou sepaitao procesu. Je &en volbou stacionarni
a mobilni faze. Lze také ovlivnit Zzmou rychlosti piitoku mobilni faze. Ve &sSing piipadi méa
pro finalni rozliSeni nejtsi vyznam.

Faktor kapacity je definovan rovnici (14)
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k
F =2 (14)
Pk, +1
Faktor kapacity je vzdy niZSi néislo 1, a pibliZzuje se mu se vastajici hodnotou kapacitniho
poneru (separované latky 2). Je mozné jej ovlivnit nsteiin stacionarni faze v kolén
zmenou stacionarni nebo mobilni faze a¢épu teploty.

Faktor &innosti je definovan stefrjako &innost, tedy rovnici (15)
F. =vn . (15)

Faktor @&innosti souvisi s kinetikou sep&rdho procesu. Je ¢en p@&tem teoretickych pater
chromatografické kolony. Ret teoretickych pater Ize ovlivnit délkou kolonygchlosti pfitoku
mobilni faze, velikosti zrn stacionarni fazéagto udavanou jako {mér zrna) a teplotou
(Bilkova & Krélova, 1997; Chuték et al., 1990; Stulik et al., 2004).

3.4 Selekce a kombinace chromatografickych technigro Cipp

Kazda purifik&ni technika poskytuje tity kompromis mezi rozliSenim, kapacitou, rychlosti
a navratnosti, jak je ukédzano na obrazku 6. Kapastvztahuje k mnoZstvi cilového proteinu
zpracovaného v gbéhu purifikani procedury. V &kterych gipadech je kapacita limitovana
aplikovatelnym objemem {pGPC) nebo velkym mnoZstvim kontamingnbezli mnozstvim
je nutné co nejrychleji eliminovatkteré kontaminanty, jako naproteasy. DleZitost faktoru
navratnosti se s fibchem purifikace postugn zvySuje, nebt vzrista finagni hodnota
purifikovaného produktu. Navratnost je ovléma destruktivnimi procesy ve vzorku
a nevhodnymi podminkamitipseparaci na chromatografickych kolonach. Faktaligeni je
obecr dulezity ve vSech stadiich purifikace, ale nejvyzngjdinroli hraje ve finalnicKisticich
krocich purifikace, kdy dosaZeni jeho uspokojivevit mize byt velmi komplikované, protoze
zbyvajici kontaminanty a cilovy protein vykazujilmé podobné vlastnosti (manual firmy

Amersham Biosciences, 2001).
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RozliSen

Rychlost KaDaCitE

Navratnos
Obr. 6: Kazda purifiké&ni technika poskytuje tity kompromis mezi rozliSenim, kapacitou,

rychlosti a navratnosti {pvzato z manualu firmy Amersham Biosciences, 2001).

Vybér jednotlivych technik a jejich logickych kombinably mel byt zaloZzena na
posouzeni hlavniho uzitkuriglusné techniky a stavu vzorku nac@tku a na konci kazdého
kroku. VyuZzZiva se skutaosti, Ze kazda technikaude byt optimalizovana se z&enim na 1
az 2 z dive diskutovanych faktdr Poté takovéa technika poskytuje pkad odliSné vysledky,
nezli tatdZ technika optimalizovana pro faktoryeaiativni. Pehled vhodnosti pouziti kazdé
chromatografické purifikeni techniky pro jednotlivé faze 1€ je zpracovan v tabulce 2.
a technika GPC,ifp. RPC v mo6du s vysokym rozliSenim je idedlni fin&Ini cistici krok.
Nasleduje typicky fiklad logické navaznosti technik:

Po precipitaci balastnich protein siranem amonnymaigtane produkt v supernatantu
s vysokou iontovou silou prestli. Proto je idedlni volbou pro nasledujici krokCHktera
takové podminky vyZaduje k efektivni adsorpci. IBoi & HIC kolony je vyrazhsniZzena
koncentrace soli a celkovy objerfigiudné frakce s produktem. Z tohoto stavu Ize ykiod
efektivié pripravit pro nasledujici IEX nebo AC krok jehddnim nebo rychlou vy#nou
prostedi na odsolovaci kolénKone’hy krok gredstavuje GPC s vysokym rozliSenim, ktera
toleruje stav vzorku vzeslého /zgdchozi technikymanual firmy Amersham Biosciences,

2001; manual firmy Amersham Biosciences, 2002b).
Pokud nejsou o cilovém proteinovém produktu znandgn2 informace, standardnim

protokolem je pouZziti kombinace technik IEX-HIC-GR&hual firmy Amersham Biosciences,
2001).
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Tab. 2: Prehled pouZitelnosti zakladnich chromatografickyelchnik pro jednotlivé faze

purifikaéni strategie @p (manual firmy Amersham Biosciences, 2001).

, . . inter. ... - pocatesni stav koneny stav
technika  hlavni rysy zachyt our. cisteni vzorku vzorku
IEX vysoké *kk *kk *kk - nizka iontova sila - vysoka iontova sila
rozliSeni, - objem vzorku neni  nebo pH
kapacita limitujici - zakoncentrovany
a rychlost
HIC dobré *k  kkk * - vysoka iontova sila - nizka iontova sila
rozligeni - objem vzorku neni - zakoncentrovany
a kapacita, limitujici
vysoka
rychlost
AC . *kk *kk *% - specifické - specifické eluni
vys_E)ke, podminky navazani podminky
rozlisent, vzorku - zakoncentrovany
kapacita - objem vzorku nenf
a rychlost limitujici
GF vysoké * *kk - objem vzorku max. - vyména pufru
rozligeni pi 5% celkového (pokud je zapdtbi)
pouziti objemu kolony - Ztedény
Superdexu - rychlost je limitujici
RPC * *kk - vyZzaduje organickd - riziko ztraty
vysoké rozpoustdla biologické aktivity
rozliseni - zakoncentrovany
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4. Technika GPC g purifikaci protein

Pro tento typ chromatografie se obvykle wjadii rovnocenné nazvy: gelova perniaa
chromatografie (zkr. GPC z angl. ,gel permeationoatatography*), gelova filtrace (zkr. GF
zangl. ,gel filtration*) a molekulova wvyttovaci chromatografie (zkr. SEC z angl.
»Size-exclusion chromatography”). Termin SEC jeobeickjSi a nejlépe vystihuje podstatu
déliciho efektu. Déle v této praci bude pouzivan fer®@PC (Anzenbacher & KovAa1986;
manual firmy Amersham Biosciences, 2002b).

GPC se zdenuje jako zvlastni typ rozdbvaci chromatografie v systému
kapalina — kapalina, kde stacionarni fazi je kawaliakotvena v nitru porézni¢hste&ek (zrn)
gelové napld chromatografické kolony¢imz je zajiS¢na jeji nemisitelnost s mobilni fazi,
tvorenou toutéz kapalinou (Anzenbacher & KgvE086; Bilkova & Kralova, 1997).

4.1 Princip techniky

Rozhodujici vliv na separaci latek maji razgnjejich molekul. PesrEji fe¢eno, zavisi na tzv.
hydrodynamickém gmeéru molekuly. Tato specifickd vlastnost je definoagako ptimér
sférického objemu vytweného molekulou rychle se pohybujici v roztoku.ovégznim gelu tak
dochézi ke sterickému vyldeni, neboli exkluzi molekulfgsahujicich witou mezni hodnotu
hydrodynamického @méru. Takové molekuly totiz nemohou ze sterickydivatii vstupovat
do nitra jednotlivych pdr a setrvavaji pouze v intersticialni kapalimezi¢aste&kami gelu s niz
se spoléng eluuji z kolony. Latky s niz8imi hodnotami hydrodynického pkméru molekuly
jsou pak zadrzovany tmé své schopnosti prostupovésteékami geloveho sloupce. Radi
eluce smisi separovanych latek zkolony je tedy inverzni ejich vziistajicim
hydrodynamickym pimeram. Lze tvrdit, Ze v fipad molekul majicich fiblizn¢ stejny tvar
(nap. globularni proteiny) probih& separace podle hejiolekulovych hmotnosti.iPtomto
typu chromatografie vSak t@nvibec nezavisi na chemické povaze separovanych Eg&h
chemické vlastnosti tuji pouze systém, vémz bude separace prowé (volbu hydrofilniho
¢i hydrofobniho gelu a stim souvisejici volbu mobifaze) (manuél firmy Amersham
Biosciences, 2002b; Stellwagen, 1990).

Bylo vypracovano &kolik teorii vyswtlujicich mechanismus separace latek touto
chromatografii, které se vSak viieméns rozchazeji se skuteou situaci, neliopredpokladaji
diskrétni geometrii pdrr Je totiz ¥ejmé, Ze pory gelovych zrn jsou pémé nepravidelné
vlaknité struktury a rozhodujicim kritériem pro aegci neni jejich objem, ale dostupnoésti
jednotlivych poti (vnittni architektura gelové matrice). Vychazi sefedstavy, zeiim wetsi
podil objemu pdr je schopna molekula vyuzivat, tim déle je v kélaadrzovana (Anzenbacher
& Kovat, 1986; Bilkova & Kralova, 1997).
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DalSi dilezity clici efekt gedstavuje omezena difaze. Difuzni pohyb molekulimez
mobilni a stacionérni fazi jézen difuzni konstantou, ktera je u velkych molekizka, proto je
jejich aktualni koncentrace v porech {eshizSi, nez by byla koncentrace rovnovazna
(Anzenbacher & Kovia 1986).

4.2 Gelova naph chromatografické kolony

Pri technice GPC se chromatograficka kolona plni geto filtracnim médiem za tvorby tzv.
gelového loZe (gelové nagh Geloveé filtr&ni médium ma formu mikroskopickych pérovitych
casteek, které jsou vybudovany z 3D &ffizné uspdaddanych a provazanych viadken inertniho
polymeru. Tento stavebni material je ocam#n jako gelova matrice, protoZe v kapalném
prostedi botna, aiedstavuje tak nosistacionarni faze. Gelova matriceigads GPC jiZ neni
dale chemicky modifikovana &léni je zaloZzeno pouze na efektu molekulového (si@nual
firmy Amersham Biosciences, 2002b).

Casteky gelu maji kulovity tvar a obsahuji péry o defilamé velikosti. Rozsah
velikosti zrn a dalSi parametry byvaji réZnznamy. Médium by ne#lo obsahovat Zadné
specificky ani nespecificky adsorbujici skupiny aedkupiny nesouci naboj, aby nedochézelo
k ovlivnéni separace jinymi faktory nezZ velikosti a tvareolefuly, a n&lo by vykazovat iizny
stupei prostupnosti k jednotlivym sloZzkam separovanétarkiz (Bilkova & Kralova, 1997).

Vyvoj gelovych filtracnich médii jefizen Usilim o umozmi co nejvysSich rychlosti
pritoku mobilni faze $ sowasném zachovéani co nejvysSiho rozliSeni. SepargagerazliSeni
na ukitém médiu je ovliviina iznymi parametry tohoto média (viz dale). Snahy tineglizaci
kazdého z&chto parametrvedly ke vzniku iiznych sérii gelovych filtkgnich médii. Zasadnim
piedpokladem §$ vyrobé médii jefizeni Urovi velikosti péfi a velikosticaste&ek (velikost
pori je obvykle determinovana stugin kovalentniho prakZeni vlaken polymeru). Tyto a dalSi
modifikovatelné parametry umiddji produkci Sirokého rozmezi médii v ramcicité série,
piicemz kazdé z nich ma vysokou selektivitu ®itém rozsahurelativnich molekulovych

hmotnosti M(manual firmy Amersham Biosciences, 2002b).

4.3 Charakterizace chovani separovanych latek v GPC

Mnohé analytické aplikace GPC, jako hapestovani sepatmich charakteristik gelovych
filtraénich meédii,casto poskytuji zcela zasadni informace pro vypraeémi proteinovych
purifikaénich procedur. #tom v3ak ¥tSinou neni dobré hodnotit vysledkyimo na zéklad
retertnich, nebo redukovanych retaich charakteristik analyzovanych latek, nélgto
veliciny zavisi na objemu chromatografické n&pnzpmsobu naplani kolony (pongru hmoty

gelu kintersticialnimu prostoru kolony), a nejspwoto vhodné pro srovnavani vyslédk
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z riznych experimerit MoZnym feSenim tohoto problému se zda bytipani distribucniho
koeficientu K pro jednotlivé analyty podle rovnice (7), kterypiguje chovani separované latky
nezavisle na parametrech aigpbu napléni chromatografické kolony. Vifpadct ideélniho
chovani pi chromatografické separaci nabyka hodnot v intervalu od 0 (latky exkludované
v intersticialni kapali®) do 1 (latky vyuZivajici cely objem pra v gipad podobnosti tvaru
molekul jednotlivych analyit jsou ziskané hodnotify funkci jejich relativnich molekulovych
hmotnosti M V technice GPC se nicmé&rzavadi osobity distrikini koeficientK,, ktery je

definovan rovnici (16)

V. -V,
av — £ 0, kde (16)
Vt _Vo

V; je celkovy objem chromatografické koloritery Ize snadno vygitat z vySky a Fky
gelového loZze (pomoci znamych rasnn piislusné kolony). Tuto valinu zavadime namisto
distribwniho koeficientuky, protoZe objem stacionarni faxg ktery v tomto pipact zahrnuje
veSkerou kapalinu v pérech gelové matrice, séujar velmi obtizg, ale jeho znalost je
k vypatu Ky podle rovnice (7) nutnd. Namisto toblen V, — V4 vystupujici v rovnici (16)

zahrnuje do stacionarni faze i objem samotné getmitéice, nebt

V, =V, +V, +V__ kde (17)

gm’

Vymje objem gelové matricéroto plati, ze

V, =V, =V, +V,, (18)

a hodnoteK,, tedy neni skutgym distribinim koeficientem, nelioVyn,je zcela nefistupny
separovanym molekulam analyPro dané médium nicmé&existuje konstantni pamkK,, : Kg,
ktery je nezavisly na charakteru molekuly analyteba jeji koncentraci. Aproximativni
zavislosti mezi diskutovanymi vélnami jsou zobrazeny na obrazku 7. Z obrazku jetyide

Kq je presrgjSi pro malé molekuly (tji. s vysokou hodnot®). V pripack K, zavisi jeho
maximalni hodnota na typu gelu a ani pro velmi nmat#dekuly se nedosahuje hodnoty 1. Malé
molekuly jsou proto tire identifikovatelné. V fipad, Ze hodnot&,, lezi mimo interval 0-1,
pak doslo k nespecifické interakci molekul analytgelovym filtr&nim médiem (Anzenbacher

& Kovar, 1986; Bilkova & Kralova, 1997; manual firmy Ambesn Biosciences, 2002b).
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Obr. 7:  Vztah mezi skterymi velcinami pouZivanymi pro zobeéni retekniho chovani
molekul analyh (prevzato z manualu firmy Amersham Biosciences, 2002b)
predstavuje objem kapaliny v nitru gelové matri¢istoipny velmi malym molekulam

a je roven objemu stacionarni faze

4.4 Selektivita a rozlisSeni v GPC

Uspich @i aplikaci GPC jako purifikéni techniky zavisi primagnna zvoleni podminek, které
poskytnou uspokojivou selektivitugledni a omezi efekty difazniho ro¥dvani eldgnich zon
béhem separace, a tim i rozmyvanipika chromatogramu aex¥ni produktu vzhledem ke

koncentraci pvodniho vzorku (manual firmy Amersham Bioscien@X)2b).

4.4.1 Selektivita

Konkrétni gelové filtréani médium ma selektivitu, neboli sep&ara schopnost, v takovém
rozmezi relativnich molekulovych hmotno#ti, v némz zn&éna hydrodynamického fméru
dvou molekul zpsobuje zminu v jejich elgnim objemu. Toto rozmezi je také ozagano jako
frakcion&ni rozsah gelu. Vynesenir,, série proteinovych standd@rdpodobného tvaru
a hustoty v zavislosti na logaritmu jejidl, se ziska #vka selektivity pro dané médium.
Kfivka selektivity ma sigmoidni charakter a vyznanddat uprosed této zavislosti vykazuje
linearitu. Ze strmosti @ib¢hu kivky selektivity Ize posoudit rozliSovaci schopnosédia ve

-----

pouze na distribuci velikosti pibw zrnech gelové napinGelové filtra&ni médium by rdlo byt
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voleno tak, aby se na&m hodnotyK,, pro cilovy protein a odstiiavané komponenty vzorku co
nejvice liSily. Zarové by se latky s nejvy$Simi molekulovymi hmotnostmilyneluovat jiz

v mrtvém objemu kolony, (K., = 0), ¢imZ se také doséhne zkraceni doby setrvani latek na
kolorg. Je nutné si wdomit, Ze selektivita média v okol,, ale gedevSim ve velmi Siroké
oblasti V; (Ka = 1) byva jiz zn&n¢ neuspokojiva. Proto neni prakticky mozné vyuZivat
maximalré cely frakcion&ni rozsah gelu. Obeé&ngely sudzkym a po#mné strmym
frakcion&nim rozsahem se hodi pro separace émglozitych smisi proteirfi s blizkymi
hodnotamiM, a pro komplex§si snési je lepsi pouzit gely s Sirokym frakci@mém rozsahem

(Bilkova & Kralova, 1997; manual firmy Amersham Badences, 2002b).

K aw
0.7 - Superdex 30 prep grade

O PEG
0.4 - O Peptidy

0.3 1
0.2 -

0.1 -

300 1000 10 000

M,
Obr. 8: Kifivky selektivity pro komeami médium Superdex 30 prep gradefegzato
z manudlu firmy Amersham Biosciences, 2002b). PE& zkratka pro

polyethylenglykol.

4.4.2 Rozliseni

Stupa rozliSeni se posuzuje z hodnabzliSovaciho koeficientRs (viz kapitola 3.3.4). Krom
selektivity samotného meédia zavisi finalni rozliSei GPC na mnoha faktorech: objem
aplikovaného vzorku a podil objemu vzorku k celkowé objemu kolony, rozemy
chromatografické kolony, velikost zrn gelové n&phn distribuce velikosti zrn, podil objemu
péri v gelové matrici, pitokovéa rychlost mobilni faze, pamgelové napla v kolorg (hustota

naplrg) a viskozita vzorku a eluentu (manuél firmy AmenshBiosciences, 2002b).
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Pro optimalni separaci v modu s vysokym rozliSehinobjem aplikovaného vzorku
mél ¢init asi 1-5 % objemu gelového loZze (vyed z hodnotyV,), v zavislosti na pouZzitém
médiu. Aplikace vySSiho objemu vzorku znamena renviy&apacity separace, ale rozliSeni
klesa. Casto je proto vhodné hledat¢ity kompromis experimentaén Nekdy je mozno
davkovat vice vzorku pro zabram priliSnému ngedini separovanych komponent (Bilkova &
Kralov4, 1997; manual firmy Amersham Bioscienc&92b).

Pro dobré rozliSeni jsou obecuhodné delSi kolony s nizSimgmnérem. Vzdalenost
mezi vrcholy pik vzrist4d angrné s délkou gelového sloupce akdi zon vziista (Fiblizne
ameérné s druhou odmocninou délky sloupce (Bilkova & Krélp1997). B velkém paméru
gelového sloupce dochazi ke gnému néedni separovanych latek, algi piilis malém je
zaseiteba pditat se vzlinanim kolem pl&kolony (Bilkova & Kralova, 1997).

Sitku separovanych zon owviije velikost zrn gelové napina distribuce velikosti
deklarovaného rozsahu zrnii Pouziti jemrjSi zrnitosti gelu se dosdhne uzSich zén a lepSiho
rozliSeni, protozZe je usnag&gmdifuzni pohyb molekul vzorku do nitra gelovyeasteéek a zgt
a je redukovartas k dosazeni rovnovazné distribuce (klesa vySlakwgvalent teoretického
patra). Bi chromatografii na jemhzrnénych materialech lze proto zkracovat délku gelového
sloupce. Limitujicim faktorem n&cdhto gelech vSak&Sinou byva pitokova rychlost, protoze
s klesajici velikosti zrna také rapidklesa propustnost vrstvy gelui&elinich zon sice klesa
s klesajici rychlosti fitoku v Sirokém rozsahu, ovSem na Ukor delSi dobsnir separace.
Naopak pi pouZziti vySSi rychlosti gitoku zase roste pracovni tlak, kteryiza byt limitujici pro
meére rigidni gely kwili riziku jejich stlatovani a snizovani propustnosti vrstvy (Bilkova &
Kralova, 1997; manual firmy Amersham Bioscienc&92b).

Uniformita gelového sloupce a gelovy¢hsteek ovliviiuje rovnondrnost ptitoku
mobilni faze a potenci&ntedy ovliviiuje tvar, gip. Stku piki. Na gelovych sloupcich
s vysokou uniformitou zrn (niZ8i stupdistribuce jejich velikosti) probiha eluce sepamjch
latek v uzSich zénach (manuél firmy Amersham Biasces, 2002b).

Podil objemu pdr v gelové matrici ma vliv na propustnost gelovétwys a tim
i aplikovatelnou pitokovou rychlost. Média s vysokym podilem objemutptak poskytuji
moznost vysSich fitokovych rychlosti, avSak obvykle také nizsi razli&ci schopnost ve svém
frakciona&nim rozsahu (manual firmy Amersham Biosciences2Bp0

Viskozita se mzZe stat limitujicim faktorem pro rozliSeni, jestlife vzorek zawrné
zakoncentrovan, aby bylo moZno aplikovat vy3Si mshoZproteinu ve stejném objemu.
Zakoncentrovani vzorku sice zvySi kapacitu sepataee viivu na finalni rozliSeni, ale
koncentrace proteinu kolem 70 mgmiZz predstavuje riziko vysoké viskozity fiPzvySovani
viskozity vzorku nad witou hranici totiz dochazi ke zhorSovani rozliSedéré miva rapidni

spad (Bilkova & Kralova, 1997; manual firmy Amerah8iosciences, 2002b).
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4.5 Gelova filtraéni média pro purifikaci protein a

GPC protei se nejastji provadi v systému vodna faze — vodna faze, pssopouZivaji

hlavreé hydrofilni gely na bazi polysachatidprip. polyakrylamidu. Vyra§ji se i materialy,

které tvdi gely jak ve vodném, tak nevodném ptedi (obvykle se jedna o hydrofilni matrice

s navazanymi hydrofobniniietzci) a maji tedy SirSi vyuZiti pro separace. Obeexistuji ti

zakladni charaktery gelové matrice:
Xerogely — matrice tvéené linearnimi polymernimietzci propojenymi kovalentn
ktizovymi mistky nebo fyzikalnimi interakcemi. Vlakna jsou vgsosolvatovana a tyto
gely tedy botnaji na mnohonéasobek svého objemuckésu stavu, a proto poskytuji
vysokou kapacitu. Kii své mechanické labilit netoleruji aplikaci vySSich tlék a proto
byva jejich pouziti limitovano nizkymi ptokovymi rychlostmi. Jejich nevyhodou je také
neprostupnost pro takové makromolekuly, které zickych divoda jiZz neprojdou
intersticialnim prostorem mezi gelovymi zrny. Typimi predstaviteli vhodnymi pro
separaci proteinjsou dextranoveé gely (Sephadexy).
Aerogely— v pravém slova smyslu se nejedna o gely. Ski&aay pevné (rigidni) matrice,
obsahujici pory, které jsou v suchém stavu wympynvzduchem. B naplrgni kolony
rozpoudtdlo vytésni vzduch z pdir gelu, gicemz vlastni matrice nebotna. Hlavni vyhodou
je aplikovatelnost vysokych fiokovych rychlosti.
Xerogely—aerogely- hybridy obou fedchozich forem, které maji rysy obou skupin. Bejic
polymerni matrice miva semirigidni strukturu, ktes& pouze mirhsolvatuje pi tvorbé
gelu. Hlavni vyhoda tedy spiwva v aplikovatelnosti vysSich fgokovych rychlosti fi
sowasném zachovani vysokého rozliSeni separace. Ribkaci proteini jsou vhodné
hlavns agarosové gely (Sepharosa, Superosa) a gely kamip@uperdex, Sephacryl). Je
mozno zminit také makroporézni perlovou celulézerl@za MT) (Bilkova & Kralova,

1997; manudl firmy Amersham Biosciences, 2002b).

Superdex byva prvnim zvaZzovanym médietn gozadavku na vysoké rozliSeni,
kratkou dobu trvani separace a dobrou navratnaskclong&ni rozsah Superdexu je vSak
limitujici pti praci s proteiny o vy3Sich molekulovych hmotnoktejak ukazuje obrazek 9.
Superdex je kompozitni médium, jehoz zakladem jsowg prokizena a makroporézni
agarosova matrice, na niz jsou kovaléntmavazany vldkna dextranu (viz obradzek 10).
Vysledkem je médium s vysokou fyzikalni a chemiclababilitou a excelentnimi sepandmi
vlastnostmi determinovanymi hla¥mlextranovymiietézci. Superdex sifvlastkem prep grade
je zvlasé vhodny pro pouziti o praimyslovych produkcich, kde jsou krénvysoké stability
vyZadovany také vysokéidokove rychlosti a rychlé a efektivni moznas&téni (manudl firmy

Amersham Biosciences, 2002b).
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10% 10° 10% 10°

Superdex Peptide _———————
Superdex 75 T ——

Superdex 200 |I=————————=
Superdex 30 prep grade T

Superdex 75 prep grade

Superdex 200 prep grade

Obr. 9: Frakcionani rozsah pro jednotlivé typy kondmiho gelu Superdex; plati pro
globularni proteiny (fevzato z manualu firmy Amersham Biosciences, 2002b)

Prol¢izena agaro:
Dextrar

\/\

Obr. 10: Schematicky vysek &ste&ky Superdexu. V jeho struki® jsou vlakna dextranu
kovalentd piipojena k vysoce prdkené agarosové matrici f§yzato z manualu

firmy Amersham Biosciences, 2002b).

Sephacryl se vyziaje rychlymi separacemi s vysokou navratnosti, adpnéna
v pramyslovém mdtitku. Pimyslové pouziti je zvla&tvhodné vzhledem ke zév@é chemické
stabilitt a toleranci vysokych ptokovych rychlosti. Sephacryl HR igh Resolution) média
poskytuji vhodné doptimi k médiim Superdex prep grade pro aplikace vyjEeidworgkud Sirsi
frakciona&ni rozsah (srovnej obrdzek 11 a 9). Sephacryl j@gazitni médium fipravené
kovalentnim kiZovym provazanim allyldextranu N,N"-methylenbisd&midem za tvorby
hydrofilni matrice vysoké mechanické odolnos$téasteéna struktura média Sephacryl HR je
zobrazena na obrazku 12. Porozitni vlastnosti mgtia determinovany dextranovou slozkou

(manual firmy Amersham Biosciences, 2002b).
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10 10° 10 10° 10° 10 10
Sephacryl 5-100 HR [———— ]
Sephacryl 5-200 HR fc—————————— =]
Sephacryl 5-300 HR [ ——s

Sephacryl S-400 HR

Sephacryl 5-500 HR
Sephacryl 5-1000 SF

Obr. 11: Frakcionani rozsah pro jednotlivé typy kondmiho gelu Sephacryl HR; plati pro
globularni proteiny (fevzato z manualu firmy Amersham Biosciences, 2002b)
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Obr. 12: Casteéna chemicka struktura kondmiho gelu Sephacryl HR fgvzato z manualu

firmy Amersham Biosciences, 2002b).

Superosa tvid gely s vysokou fyzikalni a chemickou stabilitojednotliva média této
série se vyznauji Sirokym frakcionanim rozsahem, jak je ukdzano na obrazku 13. Exgélen
mechanicka rigidita Superosy a vysoka propustnekivg vrstvy umoiuji pouzivani znén¢
viskoznich eluerit pti souwtasném zachovani dosté&té pitokové rychlosti. Separace nghto
médiich byva v &kterych gipadech pozitivé ¢i negativié ovlivnéna nespecifickou hydrofobni
interakci. VSechny tyto atributy jsou dany chemiclgovahou Superosy, ktera je vybudovana
z 3D sit vysoce prokizené agarosy s vysokym podilem dosti nepravidaliny@t v gelové
matrici. Vysoka porozita Superosy dini velmi vhodnou pro ,binding" techniky jako nap
afinitni chromatografie, kde poziti¥rovliiviuje kapacitu kolony. K#i nemoznosti snadného
¢isteni neni Superosa vhodna pro pouZiti gsgamyslovych produkcich (manual firmy

Amersham Biosciences, 2002b).
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10% 10% 10* 10° 10°

Superose & —_—m——

Superose 12 G Ty

Superose 6 prep grade

Superose 12 prep grade

Obr. 13: Frakcionani rozsah pro jednotlivé typy komé@iho gelu Superosa; plati pro

globularni proteiny (fevzato z manualu firmy Amersham Biosciences, 2002b)

Sephadex je vhodny pro praci v médu rychlych skowyeh separaci, a to substanci
vysokomolekularnich i nizkomolekularnichiigtavuje se kovalentnimii&ovym provazanim
fragment dextranovych vldken epichlorhydrinem, jak je ukéxz&a obrazku 14. Jednotlivé
typy Sephadexu se liSi zejmériamym stupm zesiéni gelové matrice, coz ovituje i raizny
stupdi botnani a selektivitu praizné rozsahy molekulovych hmotnosti. Pro skupin@gasace
v ramci purifikace proteiln (zejména odsoleni vzorku) jsou vhodné zejména Ramiy
Sephadexu siznym stupim zesiéni; jejich griklady spoléné se zakladnimi vlastnostmi jsou

uvedeny v tabulce 3 (manudl firmy Amersham Biosoésn 2002b).

Tab. 3: Varianty Sephadexu liSici se stépn zesi¢ni, které jsou vhodné pro skupinové

separace v rdmci purifikace protéitmanual firmy Amersham Biosciences, 2002b).

frakciona&ni rozsah, objem gelového loze, rozsah velikosti zrn,

produkt (M, pro globularni (ml / g suchého (um, v zbotnalém
proteiny) Sephadexu) stavu)
Sephadex G-25 Fine 1305-16 4-6 35-140
Sephadex G-50 Fine 1%03.10 9-11 40 — 160
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Obr. 14: Casteéna chemicka struktura koms@iho gelu Sephadex igvzato z manualu firmy

Amersham Biosciences, 2002b).

Perloza MT je obchodni nazev makroporézni perlowulézy. Jedna se
0 regenerovanou celulézu s heterogengdist&éné mikrokrystalickou matrix, a polymerni
strukturou stabilizovanou pouze vodikovymi vazbaMyznaiuje se zejména excelentni
mechanickou a chemickou odolnosti a vysokou kapacit navratnosti, plynouci z vysoké
porozity (podil objemu pdr v gelové matrici u &Siny typl presahuje 90%). Vysoka
propustnost vrstvy gelového loZze umoje dosaZeni dostatych pfitokovych rychlosti fi
souwasné aplikaci po#mné nizkych tlak. Vysoka uniformita v distribuci velikostasté&ek gelu
ma pozitivni vliv na finaini rozliSeni separace ¢i@ozngena pivlastkem Fine maji rozsah
velikosti zrn mezi 80 a 100 um deklarovany z 95%akcion&ni rozsah gelu je Siroky
a selektivita separace dostatd. Zakladni vlastnosti jednotlivych typPerlozy MT jsou
uvedeny vtabulce 4. Na obrazku 15 je fotografie rid2g MT 100
z pohledu pod optickym mikroskopem iépzato z http://www.iontosorb.cz/bead.htm
a http://lwww.perloza.cz/en/dmte.htm; prohlizeno412010). Perloza MT, stejnjako jiné
sorbenty na béazi gelové matrice z perlové celul@ory jiné typy chromatografie, naplEX,
HIC a AC), maji Siroké uplatmi pxi purifikacich girodnich latek a jsou ipdnetem
analytickych studii, coZ budu prezentovat pouzecsl; formou literarnich odkaznekterych
védeckych praci:

Kavoosi M., Meijer J., Kwan E., Creagh A. L., KillouD. G., Haynes C. A. (2004) Inexpensive
one-step purification of polypeptides expresseBsnherichia colias fusions with the family 9
carbohydrate-binding module of xylanase 10A fronmaritima J. Chromatogr. B07, 87-94.

Kavoosi M., Sanaie N., Dismer F., Hubbuch J., KitblD. G., Haynes C. A. (2007) A novel

two-zone protein uptake model for affinity chronwtaphy and its application
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to the description of elution band profiles of gias fused to a family 9 cellulose binding
module affinity tagJ. Chromatogr. AL16Q 137-149.

Mistova E., Parschova H., Mgita Z. (2007) Selective Sorption of Metal Oxoanidresn Dilute
Solution by Bead Cellulose SorbeBep. Sci. Technal2, 1231-1243.

Safarik I., Sabatkova Z., Tokar O., Safarikova 0q7) Magnetic Cation Exchange Isolation
of Lysozyme from Native Hen Egg Whitéood Technol. Biotechnot5, 355—-359.

Tab. 4: Z&kladni porézni charakteristiky jednotlivych dykomegniho gelu Perlozy MT
liSicich se svym frakciogaim rozsahem
(prevzato z http://www.iontosorb.cz/bead.htm; prohiizd2.4.2010).

frakcionani rozsah,

produkt (M,, pro globulami objem gelového loZe, stredni ptimér poru,
r

proteiny) (ml / g suché Perlozy) (nm)
Perloza MT 50 Fine 20-10- 7016 35 7,4
Perloza MT 100 Fine 30-10 1-16 9-11 27
Perloza MT 200 Fine 20010 2-16 13-16 32
Perloza MT 300 Fine nedostupné nedostupné 39
Perloza MT 500 Fine 300-16 4-16 18-21 38

Obr. 15: Fotografie Perlozy MT 100 z pohledu pod optickymkroskopem (pevzato
z http://www.iontosorb.cz/photos.htm;  prohlizeno .412010). Céasteéky nejsou

téidény podle velikosti.
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4.6 Fednosti GPC v purifika¢ni strategii Cipp

Pri izolaci a purifikaci proteifi se pouziva GPCriedeviim v mddu frakcionace s vysokym
rozlienim. Welem tohoto mddu je separace komponent vzorkwhigjmolekulové hmotnosti
se ilis neliSi. NejlepSich vysledkbyvd dosaZzeno se vzorky, které obsahuji poukelik
komponent s dostate¢ rozdilnou M,, nebo se vzorky, které jiz bylyast&ne purifikovany
chromatografickymi technikami zaloZzenymi na odli#n@rincipu separace (manual firmy
Amersham Biosciences, 2002b).

Frakcionace s vysokym rozliSenim debvyhovuje pro posledni faziigp, kterou je
¢isteni. Objem vzorku vstupujiciho do této faze je tgtZ redukovan a aplikace mensSich
objemi na GPC kolonu pak ma pozitivni vliv na rychlostaaliSeni separace. Proto je také
vyhodné zgazovat GPC krok po kterychkoli technikach, kterérek zakoncentruji (IEX, HIC,
AC). Prakticky I1ze GPC bezprdstre zarazovat po libovolnych chromatografickych krocich,
neba ma velmi vysokou toleranci k parametr vzorku bez dsledki na finalni separaci
(produkt ntize byt rozpu&n v libovolném pufru, tolerované rozsahy pH a imétaily byvaji
vysoké v zavislosti na pouzitém gelu). Pfedhictvim GPC lze ndfklad separovat monomery
od agregdt (¢ehoz se&Zko dosahuje kteroukoli jinou chromatografickouhteikou) a produkt
piitom mize byt geveden do pufru vhodného pro nasledny pusfikkakrok, analyzu nebo
uskladréni. Média pro finalnicisténi produktu by ndla poskytovat nejvyssi mozné rozliSeni.
Prvni volbou pro purifikace v laboratorningtitku byva Superdex, v pmyslovém nititku pak
Superdex prep grade (podrobnosti v kapitole 4.5angml firmy Amersham Biosciences,
2002b).

GPC je tak&asto pouzivana pro odsoleni a \§m pufru Ehem gipravy vzorku pro
Cipp, prip. pro naslednaigeisténi proteinového produktu od nizkomolekularnichristet.
Obvykle se vdchto gipadech jako gelové filttai médium pouziva Sephadex G-25 a objemy
aplikovaného vzorku mohou dosahovat az 30% objeralovgho loZze (manual firmy

Amersham Biosciences, 2002b).
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5. Techniky IEX, HIC a AC p¥i purifikaci protein

5.1 lonexova chromatografie (IEX)

5.1.1 Princip techniky

Molekuly proteiri obsahuji mnoZstvi disociovatelnych slakyselych a bazickych
skupin o fiznych hodnotach kyselych diso&idch konstant (vyjd@nych nejlépe jakpK,, tedy
hodnoty pH, p kterych je kyseld skupina disociovana z 50%).coTgkupiny mohou byt
exponovany na povrchu molekuly, kde formuji tzw pbvrchovych nabdj nebo uvnit
molekuly, kde také ffispivaji k vyslednému naboji proteinu. Nabojovéstesti proteifi jsou
zavislé na hodneétpH prostedi. Pokud vArstd pH, dochazi ke zZmam ve stupni disociace
jednotlivych ionizovatelnych skupin proteinu a jekgsledny naboj postugnpiechazi od
kladného k zapornému. Pro kazdy protein existujikaini zavislost vysledného néboje na
hodnot pH, jak je ukazano na obrazku 16 (manual firmy Agham Biosciences, 2004).

Z uvedenych poznatk ¢erpa IEX, kterd separuje proteiny na zakladiferenci
v jejich siti povrchovych nabdj Uplatiuje se hustota a povrchova distribuce naboje, ale
zejména vysledny néaboj molekuly proteinu. Jednétlivabité proteiny jsou vystavovany
raiznym stupim reverzibilni interakce s opa nabitym ionexovym médiem, kterou lze
kontrolovat hodnotou pH,#fp. iontovou silou mobilni faze, aby byly molekupecifického
proteinu vazany nebo eluovany a separovani tak tdgkazeno. Pokud je pH prieli nad
hodnotouzoelektrického bodu plréitého proteinu, maji jeho molekuly vysledny zapon@poj
a budou se vazat na positivnabité médium a analogickyigpH prostedi pod hodnotoul
proteinu maji jeho molekuly celkovy kladny naboj&i se pouze na negatévnabité médium

(manudl firmy Amersham Biosciences, 2004).
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Obr. 16: Teoretické titrani kiivky tii proteiri, které nazn&uji mozné tendence zm v siti
povrchovych nabdj pfi vzrastajicim pH prosedi (gevzato z manudélu firmy

Amersham Biosciences, 2004).
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5.1.2 Stacionarni faze

Stacionarni fazi fedstavuje zpravidla tuhy sorbent ozoany jako ionex (ionexové médium).
Média vhodna pro chromatografii protéirsestavaji z gelové matrice sféricky¢hsté&ek
substituované ionizovatelnymi futikimi skupinami, které determinuji jeho naboj a #a jsou
elektrostaticky vazany protiionty. Tyto protiiorjgou za witych podminek schopné se z vazby
uvolnit a zamdnit se za jiny iont se souhlasnym nabojem. Médiarntefly schopno vyéiovat
ionty s kapalnymi fazemi. Pokud jsou kovalent@zané skupiny nabity kladra vynenitelny
iont je aniont, takové ionexy se nazyvaji anexyaldgicky, nesou-li skupiny zaporny naboj
a vynenitelny iont je kationt, takové ionexy se nazyuatexy. PouZivaji se hydrofilni matrice
a nefastji také makroporézni, aby poskytovaly co nejvy38$ah vnitniho povrchu. Tento
vnitini  povrch ¢astéek matrice totiz obsahuje ¢tdinu  z efektivnich nabitych skupin
iontomenice a separované molekuly musi byt schopny &@roniknout. Porycastéek by také
mely byt dostatén¢ velké, neni-li sotasré zamysSlena separace na principu molekulového sita.
Ukézalo se, Ze nejvho&8imi materialy pro fipravu gelové matrice pro IEX jsou
polysacharidy jako celul6za, agar6za nebo dexthaterakce proteil s takovymi ionexy je
komplexniho charakteru, elektrostatické sily vSateviadaji (manual firmy Amersham
Biosciences, 2004; Anzenbacher & KvA986).

5.1.3 Pribéh separace

IEX pafii mezi tzv. ,binding” techniky, kdy po aplikaci vidau dochazi k navazani cilovych
proteini na kolonu a jejich efektivnimu zakoncentrovanirdbhmatograficka kolona se naplni
ionexovym meédiem a zformuje gelové loze, analogjelkp v gipad GPC. Tato vrstva je poté
ekvilibrovana vhodnym startovnim eluentem, jehoZgléntova sila se voli takové, aby se po
naneseni vzorku cilovy protein vazal na sloupeexarco nejpewi a sokasre bylo eluovano

co nejvice kontaminafit Poté je zrnéno pH, ¢astji vSak iontova sila eluentu, aby byly
zadrZené proteiny uvoiny a eluovany. Pokud vzroste iontova sila eluaotity soli kompetuji

s navazanymi molekulami proté&ino nabité skupiny na povrchu média a jeden nebe vic
proteini tak eluuje z kolonyCim wt3i je naboj na povrchu proteinu, tim vy33i iontsila je
zapotebi kjeho eluci. Kontrolovanymi ztmami iontové sily za pouZzititznych forem
gradientu mohou byt proteiny eluovany difeieh v jednotlivych peciSténych,
zakoncentrovanych frakcich. Provedentize byt i obradcené, tzn. navazanim co nejvice
kontaminani na kolonu a saiasna eluce cilového proteinu (manual firmy Amersham

Biosciences, 2004).
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5.1.4 Volba chromatografického média

Dilezitym predpokladem pro volbu média je znalost elektrickyldstnosti cilového proteinu
a kontaminarit ve vzorku. V idedlnimifpads by mely byt k dispozici titr&ni kiivky a hodnoty

pl cilového produktu i kontaminahtve snési, pip. daldi experimentainzjistné strukturni
charakteristiky. V zavislosti na pouzitém médiukd, jpii kterém se separace uskirig nabizi
IEX technika fiznou selektivitu. Pro kyselé a neutralni proteiayobvykle se pouzivaji anexy
a pro bazické a neutralni proteiny katexy. P&dSimu purifikainich procedur je vhodné
zvaZzovat nejprve silné ionexy, které dovoluji pradirokém rozmezi pH, protoZze je ¥m
zachovan pdgebny stupg disociace nabitych skupin médianlBzitym faktorem pro vyér
média jsou také vlastnosti samotné gelové matiegchz vliv na separaci je ifblizné
analogicky jako fi GPC (viz kapitola 4.4.2). &které vlivy matrice na separaci osobité pro IEX
jsou uvedeny v nasledujicim odstavci (manudl firfipersham Biosciences, 2001; manual
firmy Amersham Biosciences, 2004).

Vysoka porozita poskytuje z&ay prostor pro interakci a navazani cilovych pratei
kapacita kolony, byvaji preferovany neporézni roatriaby se zabranilo difiznim efékt.
Takovéto matrice byvaji vyrobeny na bazi polystueNysoka fyzikalni stabilita mimo jiné
zaji¥uje konstantni objem gelového loZze navzdory extiémmneénam pH a iontové sily
eluentu,¢imz se zvySuje reprodukovatelnost a zatioweelpada pdeba pephiovani kolony

v kratkych¢asovych intervalech (manual firmy Amersham Bioscén 2004).

5.1.5 DalSi faktory ovliviiujici separaci

Pri IEX neni dileZity objem aplikovaného vzorku, ale koncentracetginu, ktery ma byt
navazan na sloupec ionexu. Toto mnoZzstvi proteinnem€lo piresahnout celkovou adsérp
kapacitu kolony. Pro optimdlni rozliSeni separaagaslientovou eluci by &o byt pouZzito
mnozstvi odpovidajici maximain30% celkové adsotpi kapacity kolony. Pro zaji&ti
efektivniho navazani proteinu by aplikovany vzomnait mit podobné pH a iontovou silu jako
startovni eluent id IEX. Kromé selektivity média, paramétrgelové matrice a mnozZstvi
aplikovaného proteinu zavisi finélni rozliSeni inoeé separace na podminkach navéazani
a eluce proteinu, parametrech kolony, aplikovarig¢ogové rychlosti a hustdtnaplré kolony

(viz kapitola 4.4.2)Cim nizsi je strmost gradientové eluce, tim vy$&aalosahne rozliseni.

(manudl firmy Amersham Biosciences, 2001; manudiyffiAmersham Biosciences, 2004).
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5.1.6 IEX v purifika éni strategii CIPP

IEX hraje vyznamnou a flexibilni roli vestsiné multi-krokovych purifik&nich procedurach. Je
mozné zeadit ji vice nez jednou v konkrétnim schématu, eewSechiech fazich @p, neba
variabilita selektivity je mozn& krofrvolby média i modifikaci pH vzorkuébem purifikace,
¢imZz dochazi k poz#meéni elektrickych vlastnosti jednotlivych komponefEX miZe byt
efektivré pouzita v moédu s nizkym rozliSenimghem faze zachytu (rychla separace se
skokovou zminou podminek), ale i v médu s vysokym rozliSenifhdm fazeisteni (pomalejsi
separace s aplikaci gradientové eluce). loexovaianga fazi zachytu by #ta poskytovat
predevSim vysokou rychlost a kapacitu, ale ¢as@ je nutné fidit se podle mnoZstvi
purifikovaného proteinu a charakteru vzorku. longxmédia pro fazi intermedialni purifikace
musi poskytovat hlawnvysokou kapacitu a rozliSenitipsouwtasném zachovani uspokojivé
rychlosti zpracovani vzorku. Obvykle je nutné pougiadientovou eluci a pro dosazeni
optimalnich vysledk také peélivé zvazit tu nejvhod§si selektivitu. lonexova média pro fazi
¢isteni se musi vyznmvat tim nejvySSim moznym rozliSenim (manual firrAynersham

Biosciences, 2004).

5.2 Chromatofokusace (CF)

CF je modergSi variantou techniky IEX. Ve svém principu je melpodobna technice IEX, ale
proteiny jsou separovany pouze podle diferencijietjeizoelektickych bodech, a to s velmi
vysokym rozliSenim (Ize od sebe reliidva proteiny liSici se svymi hodnotami o pouhych
0,05 jednotek pH). Tato technika se vyame hlavé specifickym provedenim, kdy je
generovan gradient pH, a to samovoptimo na sloupci ionexu v chromatografické kaipn
zatimco v pipadt bézné IEX je vyuzivano gradientové eluce. CF vyZadspecificky typ
ionexového média a eloiho pufru, které byvaji nakladisi nez Bzné materialy pro IEX
a vyzn&uji se linearnim gibe¢hem titra&ni kiivky v definovaném rozmezi pH (v daném rozmezi
maji stale stejnou puféai schopnost) (Bilkova & Krélova, 1997; manual firmimersham
Biosciences, 2004).

V purifika¢ni strategii @pPnaléza CF uplatmi predevSim Bhem fazetisteéni, kdy je
k dispozici¢ast&ne purifikovany produkt s malym mnozstvim kontaminewe vzorku. Zvlast
vhodna je tehdy, pokud tyto kontaminanty jiz nerdoZzmé odstranit pro&dnictvim jinych
chromatografickych technik. Naopak neni vhodna faalaci proteirii, které irreverzibilg
precipituji v nebo blizko jejichl, protoZe hrozi jejich precipitac&mo na kolos, presahnou-li

urcitou lokalni koncentraci (manual firmy Amersham &i@nces, 2004).
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5.3 Hydrofobni chromatografie (HIC)

5.3.1 Princip techniky

Vysledna 3D struktura proteinové molekuly v roztokel vysledkem intramolekularnich
interakci, stej# jako interakci s molekulami obklopujiciho rozp@&d$. V pipad samotného
proteinu zavisi v3e na sekvenci jeho postrannicim@ygselinovychiettzca, které mohou byt
nepolarni (hydrofobni), polarniiip. polarni s ndbojem.ifRladné ve vodném progedi se
protein snazi maximalizovat omezeni kontaktu svygjdrofobnich postrannich skupin
s molekulami vodygehoZ nejsnaze dosahne lokalizagihto skupin dovnit molekuly, kde
mohou tiznym zmisobem spolné asociovat. Lze tvrdit, Ze finalni konfortrd struktura
molekuly proteinu je jakymsi termodynamickym kommisem, ktery nejlépe vyhovuje
prostedi obklopujicimu tuto molekulu (manual firmy GEdfthcare, 2006).

HIC separuje proteiny na zakkaddiferenci v jejich povrchové hydrofobigit
prostednictvim reverzibilni interakce mezéntito proteiny a hydrofobnim povrchem HIC
média. Tato interakce ma charakter fyzikalni adsergki niz se uplatuji zejména disperzni
van der Waalsovy sily (slabé mezimolekularni sibudsZznosti mezi nepolarnimiastmi
molekul). Separace jednotlivych protéife umozgna rozdily v architekite jejich povrchu
(rozloZeni povrchovych postranniébtzci). Neni Zadné universainakceptovana teorie na
piesné mechanismy uptafici se pi HIC, ale existujefada pedpoklad plynoucich
z experimentalnich studii (manual firmy GE Healtec2006).

Klicové ovlivreni selektivity i kapacity separacéegplstavuje druh a koncentrace iont
soli v prostedi, v #mz je separace uskdt&na. Sila hydrofobni interakce se ob&emySuje se
vzrastajici iontovou silou eluentu, ale zavisi takéharakteru iorit iontovou silu generujicich,

piicemz je feba vyhybat se chaotropnim iént (manual firmy GE Healthcare, 2006).

5.3.2 Stacionarni faze

Stacionarni fazi fedstavuje zpravidla tuhy nepolarni adsorbent (Hizlionm). Média vhodna
pro chromatografii protein sestavaji z gelové matrice sféricky¢last&ek substituované
ligandy, obsahujicimi alkylové nebo arylové skupifiyto ligandy determinuji hydrofobni
vlastnosti média. PouZivaji se matrice s vlastnostmdobnymi jako fi IEX, tedy hydrofilni

a makroporézni. Pouze vipadech separace protéis &t3i ¢asti povrchu hydrofobni povahy je
vhodné pouzit hydrofol#si matrice, nap na bazi kopolymeru polyhydroxyethylmethakrylatu.
Novodoba HIC média jsoufipravovana na bazi syntetickych polymenebo agarosy, aby
sphovala poZadavky kladené na fyzikalni a chemickabiBtu, vysokou kapacitu aiesré
definovatelné velikosti zrn (manual firmy GE Heatthe, 2006; Anzenbacher & Kay4d 986).
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5.3.3 Pribéh separace
HIC pati stejré jako IEX mezi tzv. ,binding” techniky, kdy po akéici vzorku dochazi

k navazani cilovych protein na kolonu a jejich efektivnimu zakoncentrovani.
Chromatograficka kolona se naplni HIC médiem amige gelové loZze, analogicky jako
v pripace GPC. Tato vrstva je poté ekvilibrovdna vhodnymrtetanim eluentem, ktery
zpravidla obsahuje paimé vysokou koncentraci soli (rigjsgji 1 — 3 M NaSO, nebo NacCl).
Typ pouZzité soli a jeji koncentrace se voli takeai@y po naneseni vzorku na kolonu doslo ke
kvantitativni adsorpci cilového proteinu na HIC riuéa, a sodasré bylo eluovano co nejvice
meért hydrofobnich kontaminafit Poté je sniZena iontova sila eluentu a zadrzempénenty
eluuji v pdadi podle vaistajici hydrofobicity. Kontrolovanymi z&nami iontové sily za pouZiti
raznych forem gradientu mohou byt proteiny eluovaiigrdrené v jednotlivych gecistenych,
zakoncentrovanych frakcich. Alternatévize také zammit nektery iont generujici iontovou silu
eluentu za jiny s niZSi vysolovaci schopnosti, netmlifikovat sloZzeni samotného &hiho
rozpoustdla za @elem snizeni polarity prasidi. Jsou i dalSi, mérpouzivané zjsoby eluce
latek. Provedeni HIC fize byt i obracené, tzn. navazanim co nejvice kangamii na kolonu

a sowasna eluce cilového proteinu (manual firmy GE Hhealte, 2006; Anzenbacher & Kdya
1986).

5.3.4 Volba chromatografického média

Dilezitym predpokladem pro volbu média je znalost hydrofobmielstnosti cilového proteinu
a kontaminarit ve vzorku. V idealnim ifpac je experimentédkh prostudovano chovani
cilového produktu a dalSich sloZekésinna zamySleném médiu za danych podminek. Zasadni
charakteristikou kazdého HIC média je jeho stupgdrofobicity. Problém iize nastat nap

pii adsorpci zn&né hydrofobnich proteiin na vysoce hydrofobni ligandy média, kdy vznikne
natolik pevna vazba, Ze jejich nasledné eluce wjgagdilis extrémni podminky. Selektivita
separace zavisi kramypu média také na druhu a koncentraci soli veataim eluentu. Proto
je nutné dbat na to, aby zvolené médium poskytowepokojivé rozliSeni a kapacituip
rozumreé nizké iontové sile pragdi. DileZitym faktorem pro vyér média jsou také vlastnosti
samotné gelové matrice, jejichZ vliv na separagkijglizné obdobny jako H IEX (viz kapitola
5.1.4), neb6 jak IEX tak HIC pati mezi ,binding“ techniky (manual firmy Amersham
Biosciences, 2001; manual firmy GE Healthcare, 2006

5.3.5 DalSi faktory ovliviujici separaci

Pro objem vzorku a mnozZstvi proteinu aplikovanéadolonu @i HIC plati totéz, jako i IEX

(viz kapitola 5.1.5). HAprava vzorku pro HIC vyZaduje minimalni Usili skdyse zaji&ni
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dostaténé koncentracetiatelného druhu soli afpmého upraveni pH na hodnotu podobnou pH
startovniho eluentu. Také byém byt eliminovany chaotropni reagencie ze vzorkyngenou
pufru), nap. po inicialni solubilizaci cilového proteinu, pode chaotropni latky jako movina
nebo guanidinhydrochlorid inhibuji hydrofobni ird&ci. Finalni rozliSeni hydrofobni separace
dale zavisi na stejnych faktorech, jakotippd IEX (viz kapitola 5.1.4) (manual firmy GE
Healthcare, 2006).

5.3.6 HIC v purifika éni strategii CIPP

HIC je velmi vhodn& technika pro pouZiti po takov@urifikatnim kroku, ve kterém bylo
dosaZzeno vysoké koncentrace soli ve vzorku,f.npp precipitaci kontaminaint siranem
amonnym ve fazi zachytui€P, nebo bezprogdre po IEX separaci ve fazi intermedialni
purifikace. HIC podob&jako IEX miZe byt efektivid pouZita pro rychlou separaci se skokovou
zmenou podminek &hem faze zachytu, nebo pro pomalou separaci stizuzjradientové
eluce khem fazedisténi. HIC média pro fazi zachytu byeéha poskytovat pedevsim vysokou
rychlost a kapacitu, pro fazi intermediélni purdfile vysokou kapacitu a rozliSeni, pro fazi
cisténi je prioritou to nejvysSi mozné rozliSeni. Zejmére fazicisténi je nutné volit médium
(predevsim pibeh gradientové eluce), aby bylo dosazeno dostateo rozliSeni (manual firmy
GE Healthcare, 2006).

5.4 Chromatografie na reverznich fazich (RPC)

RPC stejs jako HIC separuje proteiny na zaktadizre silnych reverzibilnich interakci mezi
hydrofobnimi misty na povrchéahto biomolekul a hydrofobnimi povrchy chromatogiaého
sorbentu. V praxi jsou v3ak ®btechniky velmi odlisné. Povrch RPC média je obeykl
extrémrjSi podminky k eluci navazanych latek (hgpouZiti organickych rozpoustel a jejich
raznych smisi namisto vody). Takové podminky vSak pewSinu proteiri predstavuji riziko
irreverzibilni denaturace. Proto se RCP pro puaifiknativnich protein nedoporduje, je-li
navratnost biologické aktivity a molekularni 3Dustiury neuspokojiva (a Zma konformani
zmena jiz neni mozna). Nicménv piipadech, kdy je cilovy protein dost&te odolny
k organickym rozpou&tlim (malé kompaktni proteiny), se ude tato technika stat
nezastupitelnou k jeho finalnimugdisteni, protoZze poskytuje extréminzysokou selektivitu
a rozliSeni. Je velmi flexibilni v moZnostech vaiidly operanich podminek. Vyuziva se Siroce
pro analyzu kontrolyCistoty produktu (manual firmy GE Healthcare, 20@6anual firmy

Amersham Biosciences, 2001).
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5.5 Afinitni chromatografie (AC)

5.5.1 Princip

Kazda biomakromolekula (tedy i protein) ma spekdic schopnost rozpoznat jinou, obvykle
mensi, molekulu, oziavanou jako ligand. Takova bioselektivni interakoezi ligandem
a cilovou molekulou riZe byt vysledkem tisobeni elektrostatickych nebo hydrofobnich
interakci, van der Waalsovych sil a/nebo vodikovydzeb (manual firmy Amersham
Biosciences, 2002a). i€deviim vSak zalezi na detailni striktuvazebného mista
makromolekuly pro ligand; vazebné misto je do ¢mé@a miry stericky komplementarni
k molekule ligandu (Anzenbacher & Kay4.986).
AC separuje proteiny na zakkabioselektivni reverzibilni interakce mezi protame
(nebo skupinou protein a imobilizovanym ligandem, tzv. afinantem, navéza kovalentg
na povrchu chromatografického n@si Afinant musi byt schopen za danych podminek
specificky adsorbovat pouze cilové proteinové malgk které musi byt naslednmozno
uvolnit po takové zrn¢ podminek, ktera nema za nasledek nevratnou z8Btistruktury
proteinu. Pomoci techniky AC tedy Ize izolovat Motny protein, pokud je k dispozici vhodny
afinant. BZn¢ uzivané afinanty proifslusné skupiny proteinsou nasledujici:
- substréat, koenzymeboinhibitor pro enzymy
- protilatky pro proteinové antigeny
- antigenypro protilatky
- hormon nebo Iéc¢ivo pro receptorové proteiny na membranach nebo plézkéa
transportni proteiny
- oligosacharidypro lektiny
- lektiny pro glykoproteiny
- nukleové kyselingro proteiny vazici nukleové kyseliny
- kovové iontypro rekombinantni proteiny s His-TAG koncem nebativmi proteiny
s histidinovymi, cysteinovymi a/nebo tryptofanovymazidui lokalizovanymi na jejich

povrchu (manual firmy Amersham Biosciences, 20@2eenbacher & Kovia 1986)

5.5.2 Stacionarni faze

Stacionarni fazi f@dstavuje afinitni adsorbent (afinitni médium). kéa sestava z gelové
matrice sférickycltastéek substituované afinantem. Tento afinant je oleywdzan nefimo
pies raménko (z angl. ,spacer”), které usnad bioselektivni interakci eliminaci viivsterické
zabrany. Pouzity afinant determinuje vazebné wvietinmédia. Matrice td pouze inertni
nost a musi se vyzrgavat edevSim extrénin nizkym stuptim nespecifickych interakci

s molekulami separovanych latek. BBggji pouzivané matrice pro techniku AC jsou
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Sepharosy na bazi agarozy, ktera obguuskytuje dobré fitokové vliastnosti a vysoky obsah
dokre pristupného povrchu. Dnes existuje cédd@la &chto matric, vyhovujicich konkrétnim
aplikacim. Polysacharidové matrice navicittvamealni platformu pro kovalentni substituci

(manudl firmy Amersham Biosciences, 2002a; Anzehbaé& Kovéa, 1986).

5.5.3 Pribéh separace

Chromatograficka kolona je naghm afinitnim médiem, které se ekvilibruje startonni
eluentem, generujicim podminky vhodné pro navée#miého proteinu (podminky jsou velmi
variabilni pro konkrétni aplikace). AC paimezi ,binding" techniky. Obvykle je mozné nanaset
na kolonu i velmi sloZité sési latek. Eluce navazaného cilového proteinu voizahé frakci je
dosazeno hil specificky za pouziti kompetitivniho ligandu, nebespecificky zrénou pH,
iontové sily nebo polarity eluentu. Dosahuje seoltgho stupé precisténi cilového proteinu,
¢asto aZz 1000 nasobného (manudl firmy Amersham Rioses, 2002a; Anzenbacher & Koyva
1986).

5.5.4 Volba chromatografického média

Dulezitym predpokladem pro volbu média je znalotiblizné sily interakce cilového proteinu
a kontaminarit ve vzorku s planovanym afinantem. b mit na pasti, Ze vazba proteinu na
imobilizovany ligand byva zpravidla slabSi neZ ngamhd volny. V idealnim ippact je
experimentélsy zjiSttna disociani konstanta komplexu protein — ligand zakotvenyyua
zpasobem. Nejjednodussi moznosti je zakoupeni kémigpieplniné kolony, je-li v nabidce
vhodné afinitni médium, zejména simlinym afinantem. Odpada tak faita optimalizace
procesu a je zaji&a vysoka reprodukovatelnost. DalSi variantou jeoapeni aktivovaného
chromatografického nas, ktery lze snadno substituovat jetnym ligandem. Pokud
k dispozici patebny ligand dosud neni, &y by se zvaZit nejprve alternativni sepanria

techniky (manudl firmy Amersham Biosciences, 20@2#&enbacher & Kova 1986).

5.5.5 DalSi faktory ovliviiujici separaci

V obecné rovid plati pro objem vzorku a mnoZstvi proteinu apli&ogho na kolonu totéz, jako
pii IEX a HIC. Ri pripraw vzorku pro AC je nutné odstranit kontaminanty ré&tby se mohly
nespecificky vazat na kolonu (riapipidy), protoZze by byla sniZzena jeji kapacita milovy
protein. Vzorek by rl byt prosty veSkerych pevnych digtot a reagencii, které mohou
poskodit zakotveny afinant a znehodnotit tak sefparalastnosti afinitniho média, které byva
citlivejSi nez v pipadt ostatnich chromatografickych technik. Ostatnidaktjako je pétokova

rychlost a parametry kolony, zavisi na konkrétnégiikacich. Rychlost jitoku eluentu je
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limitovana hlavié nutnosti zachovani dostate efektivity bioselektivni interakce. Pro techniku
AC se pouzivaji kolony se specifickymi roam (kratké a Siroké), s objemem napin
odpovidajicim mnoZstvi zpracovavaného produktu (rhrfirmy Amersham Biosciences,
2002a; Anzenbacher & Ko¥al1986).

5.5.6 AC v purifikaéni strategii CiPp

Diky vysoké selektivit AC je mozno touto technikou izolovat i malé mnegstilového
proteinu nebo kontaminantu (rfagproteasy) od velkého mnoZstvi ac¢po ostatnich sloZzek
smesi. Koncentrani efekt umo#uje zpracovavat velké objemy vzorku. AC uniog
excelent® odliSit nativni formu od denaturovanych forem tEhmoteinu. Ve $tSing piipadh
pak st&i pouze jediny sekundarni krok (degtji GPC) k odstraéni zbylych mensich molekul
a agregdt a dosazeni pozadovaného stupistoty. Viadt pripadi se tak dosahne vyrazného
uSeteni casu a prace, nez kdyby byla aplikovana #&nealektivni multi-krokova procedura
zahrnujici v8echny 3 fazel®p. Pouze {i findlnim c¢isteni produktu je z&azeni techniky AC
nevhodné. Naopak mezi ébn¢ provadné operace p#t purifikace polyklonélnich
imunoglobuliri (velmi ¢asta je izolaceiznych podtid IgG prostednictvim imobilizovaného
bakterialniho proteinu A nebo proteinu G) nebo rekmantnich proteiin s His-TAG koncem

(manudl firmy Amersham Biosciences, 2002a).
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6. Metodika

6.1 Materidly a chemikalie

6.1.1 Gelové filtra¢ni médium

Byla pouzita makroporézni perlova celulosa pod odalimi nadzvy Perloza MT 300 a Perloza

MT 500. Tato média, vyvinuta firmou lontosorb, jamiena speciakpro separace biomolekul

(podrobnosti v kapitole 4.5). Média byla dodanantu lontosorb jako vihky jedbotnaly”

material s fisadou 0,02 % azidu sodného (stabilizator protitdyéikn). Zrnitost, piitokovée

charakteristiky, informace o porogia stabilit obou pouzitych médii jsou uvedeny v tabulce 5.

Tab. 5: Prehled vlastnosti Perlozy MT 300 a Perlozy MT 50@aticich se zrnitosti,

pratokovych charakteristik, porozity a stability

(ptevzato z http://www.iontosorb.cz/bead.htm; prohi@&.4.2010).

vlastnost

Perloza MT 300 Perloza MT 500

rozsah velikosti zr?

propustnost vrstvy
gelového lozé&
maximalni objemova
pratokova rychlost?

tlakova odolnost
objem p6t min.
stredni ptimér péru

objem si¢ nabotnalych
zr®

objem vrstvy
teplotni rezistenc®

stabilita v rozsahu pH

iontova sila prosedi
max.

100 — 25Qum (ozn. Medium) 100 — 250m (ozn. Medium)

nedostupné 250 ml.c¢fthod*.bar*.m*
nedostupné 1,5 ml.min
nedostupné 1,0-1,5 bar
94% 95%
39 nm 38 nm
7,32 ml.g" 7,43 ml.g"
nedostupné 18 — 21 rifl.g
120°C 120°C
1,0-14,0 1,0-14,0
10 mol.I* 10 mol.I*

@ obsahzastic v deklarovaném rozmezi je zsm v min. mnoZstvi 95,0%

@ pro destilovanou voduip20°C

® pro velikost zrn v rozsahu 50-80 pm a gelové BEe 1 cm

“® nezahrnuje intersticialni prostory

®) v mokrém stavuip pH 7,0 autoklavovano po dobu 60 min
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6.1.2 Mobilni faze pro GPC

Mobilni fazi predstavoval K—fosfatovy pufr pH 7.0; 0,2 M vodny takz Pufr byl pfibéZzne
piipravovan do 2 | zasobnich lahvi rozgmsm vypcasitanych navazek dihydrogenfosfénanu
draselného (Lachema&R) a hydrogenfosfosmanu didraselného (Lachem@R) v mensim
mnoZzstvi destilované vody a naslednym dépim vodou do 2000 ml. Tento pufr byl pouzivan

také jako rozpoustilo pevnych substancfigpripraw vzorki pro GPC.

6.1.3 Markery molekulovych hmotnosti pro GPC

Pracovalo se s nasledujicimi globularnimi proteymov MW standardy (standardy
molekulovych hmotnosti, z angl. ,molecular weigtarglards”) o deklarovar#éstot p.a.:
albumin, z ho¥ziho séra (SIGMA-Aldrich, USAM, 66 000
alkoholdehydrogenasa, z kvasinky (SIGMA-Aldrich,A)SM, 150 000
apoferritin — podjednotka, z keké sleziny (MP Biomedicals, USA), 20 000
B-amylasa, z rostlinypomoea batatagSIGMA-Aldrich, USA),M, 200 000
cytochrom C, z kisského srdce (MP Biomedicals, USA), 12 400
glukosaoxidasa, z houl®spergillus nige(SIGMA-Aldrich, USA),M, 160 000
karboanhydrasa, z h&xiho séra (SIGMA-Aldrich, USAM, 29 000
katalasa, z haszich jater (SIGMA-Aldrich, USA)M, 240 000
myoglobin, z kaského srdce (SIGMA-Aldrich, USAM, 17 000
thyroglobulin, z ho¥zi stitné Zlazy (SIGMA-Aldrich, USAM, 669 000
trypsin, z ho¥ziho pankreatu (MP Biomedicals, USA), 23 000

Ke stanoveni mrtvého objemu chromatografické kolbgly pouzit vysokomolekularni modry
derivéat polysacharidu dextranu Blue Dextran (SIGKWKrich, USA), M, 2 000 000.

VSechny uvedené substance byly dodany ve d&orpraSkovych lyofilizad.
SIGMA-Aldrich komegn¢ dodala gkteré z &chto standarntlv sad, urcené speciakpro GPC.
Hodnoty aproximativni relativni molekulové hmotrioM, jednotlivych proteinovych MW

markeii byly ziskany z informaci dodavatele.

6.1.4 Ostatni chemikalie

azid sodny (Lachem&R), pro sanitaci kolony
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6.2 Pouzité istrojové vybaveni

6.2.1 Nizkotlaky kapalinovy chromatograf

Pracovalo se na dvou sestavenych nizkotlakych kepaich systémech. Aparatury byly
sestaveny z nasledujicich géati:
sestava A

peristaltickd pumpa P-3 (Pharmacia, USA)

UV detektor UV-1 a kontrolni jednotka (Pharmaci&A)

liniovy zapisové& LKB 2210 (GE Healthcare, United Kingdom)
sestava B

ventil selekce pitoku V9-8 (Bio-Rad, USA)

peristaltickd pumpa P-1 (Pharmacia, USA)

UV detektor UV-1 a kontrolni jednotka (Pharmaci&A)

liniovy zapisové& REC112 (GE Healthcare, United Kingdom)

Krome zapisovée byly vS8echny komponenty umisy v chladicich komorach (Snaige, Litva).

6.2.2 Chromatografické kolony
Byly pouZzity 2 skleané kolony:
kolona A
Kontes Flex Column (50 x 2,5 cm; SIGMA-Aldrich, UFA
kolona B
Kontes Flex Column (30 x 1 cm; SIGMA-Aldrich, USA)

6.2.3 Standardni laboratorni vybaveni
digitalni predvazky (OHAUS, USA)
analytické vahy (Sartorius,dhecko)
elektromagnetickd mickika RCT-Basic (IKA, Nmecko)
vortex SA8 (Stuart Scientific, Velka Britanie)
membranova vyiva (KNF Neuberger, USA)
digitalni pH-metr (WTW, Nmecko)
sada nastavitelnych pipet 10, 20, 100, 200, 108008 u! (Eppendorf, &inecko)
mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf,dhecko)

béZzné laboratorni sklo a pdioky
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6.3 Provedeni geloveé filtr&ni chromatografie

6.3.1 Fiprava chromatografického noste

Objemové mnozZstvitpdbotnalé Perlozy MT 300 nebo Perlozy MT 5@iblEné odpovidajici
celkovému objemuifchystané chromatografické kolony bylo vsypano zptgleno v nadbytku
destilované vody (pro kolonu A bylo odieno 250 ml média a pro kolonu B 25 ml média).
Nosié byl ponechan asitb hodiny v klidu @i laboratorni teplat, dokud neutviil zietelny
sediment. Proiecisteéni noste byla z povrchu sedimentovaného gelu dekantovésiayf@na
kapalina a gel byl znovu rozptylen ve ¥o®@dvzdusani média bylo dosaZzendglitim gelové
suspenze do odsavacinkg a evakuaci vnihiho prostoru pomociiipojené membranové
vyvévy za stalého jemného miseni suspenze po dobuOasiidut. Poté byl no&iponechan

sedimentovat aipbyt&na kapalina oftovré dekantovana.

6.3.2 Naplréni a ekvilibrace chromatografické kolony

Chromatografickd kolona s nasazenymitpkovym adaptérem byla uchycena do stojanu
a zvlhtena mobilni fazi. Nogibyl rozptylen v menSim mnoZstvi mobilni faze f@ayeden do
kolony, ktera byla naslednpromyvana mobilni fazi rychlosti 1,5 ml.rirprostednictvim
pumpy. Po zformovéani gelového loze byl jeho powrphaven tak, aby byl rovny a lokalizovan
piiblizn¢ 3 cm pod svrSkem kolony. Nakonec byla provedenatrita ekvilibrace kolony
mobilni fazi métenim pH eluatu vytékajiciho z kolony na pH-metrupiipadt hodnoty pH 7.0

byla kolona pipravena k separaci vzark

6.3.3 Riprava vzorka pro GPC

Vzorky pro analyzu byly fipraveny navazenim lyofilizat MW markefi a naslednym
rozpusénim navazek v pufru, pouzitém jako mobilni faze @®C. Rozpughi bylo dosazeno
obvykle mirnym vortexovanim po dobekolika minut s naslednou vizualni kontrolou. Kazdy
vzorek byl roztokem jediného markeru, vSechny bpi§pravovany do mikrozkumavek

v objemu 2 ml a pouZita koncentrace byla 10 mg.ml

6.3.4 Méieni retence MW markeni a zjistovani mrtvého objemu kolony

Reterini ¢as kazdého MW markeru byl stanoven v samostatnébéhu. Mrtvy objem kolony
byl vypctitan z retetiniho ¢asu Blue Dextranu, ktery byl stanoven stejnynispiem jako
v piipadt proteinovych MW marke.

Vzorky byly davkovany na kolonu A nebo B v objemur® a to bd’ ru¢né nebo

nasavany fes ventil selekce ptoku. Pitok mobilni faze byl konstantni, aplikovana objerov
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pratokovéa rychlost v rozmezi 2,0 — 2,6 ml.MirTeplota aparatur v chladicich komorach byla
udrzovana na 3°C. Signal byl sniman UV detektorevii1Us piiitocnou kyvetou @ vinové
délce 280 nm. Liniovy zapisovaLKB 2210 nebo REC112 registroval analogovy zaznam
elwniho profilu @i rychlosti pohybu papiru 0,5 mm.mimebo 0,1 mm.mih Eluat byl gi
kazdém miteni jiman do zvlaStnich nadob, z nichz byl ndstedomoci odmarnych vald
orient&n¢ zjiStovan retetini objem pro kontrolu rychlosti firoku. Zn®tena data byla

vyhodnocena manuélnim zpracovanintelbo profilu vysunutého na papirovém pasu.

6.3.5 Stabilizace gelového filtréniho média

Pred delsi dobou nepouZivani bylo gelové loZe v chtografické kolo® konzervovano
a stabilizovano ikladnym promytim kolony 0.02% vodnym roztokem azismdného dle
doporieni vyrobce Perlozy MT. ©vodem bylo zabr&mi mnoZeni mikroorganisimnv kolorg

a tim i znehodnoceni média. NepouZivané médiunbglkmozno znovu regenerovat po delsi
doks.
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7. Vysledky a diskuze

Pri provadnych experimentech separace MW maitkea Perloze MT 300 a Perloze MT 500
byly na registrovanych etanich profilech ozng&ny vrcholy pik odpovidajicich jednotlivym
proteinovym MW markemrm nebo Blue Dextranu a ziena vzdalenost kazdého takového
maxima piku od vyzri@ného mista aplikace vzorkuriglusného MW markeru. Z takto
zjistenych vzdalenosti bylo mozno vytat retegni ¢asy a ze znalosti objemovéuapkové
rychlosti pak eltni objemy jednotlivych MW markér Pro kazdy marker byla nasledn
vypcditdna hodnota distridmiho koeficientu K,,, ktera jiz umo#uje zhotoveni kvky
selektivity (viz kapitola 4.4.1) a porovnavani \gdk z riznych experimerit Byla zhotovena

i dalSi grafickd znazowmi zavislosti vyjatljicich separéni charakteristiku obou typPerlozy
MT. Na zéklad posouzeni a vzdjemného porovnahto zavislosti bylo zhodnoceno vyuZziti

obou tygi média pro separaci a purifikaci protin

7.1 Separace MW markeifi na Perloze MT 300

Experiment |
Byla pouzita Perloza MT 300 a kolona A. Vyitany celkovy objenV, kolony A podle vy3Sky

sloupce gelu byl 240 cmPracovalo se na aparaturni sestavRychlost pitoku mobilni faze
byla 2 ml.min* a rychlost pohybu papiru v zapisévd®,5 mm.min'. Bylo analyzovano 7
vzorki proteinovych MW markéra Blue Dextran pro stanoveni mrtvého objemu kolony
Stanoveny mrtvy objenV, kolony A byl 98 cm (jedna se oV, Blue Dextranu).
Relativni molekulové hmotnostiM,, elwni objemy V. a distribéni koeficienty K,
analyzovanych vzotk MW markefi jsou uvedeny vtabulce 6. Zavislodt, na V.
analyzovanych vzoik je zobrazena na obrazku 17. Pro posouzeni setgktiwédia ve
stanoveném rozsahM, je zobrazena semilogaritmicka zavislémy M, na V. analyzovanych

vzorkd na obrazku 18.
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Tab. 6: Relativni molekulové hmotnosh,, elwni objemyV, a distribini koeficientyKy,,

vzorki MW markeii separovanych na Perloze MT 300.

aprox. Ve
vzorek M, (ml) Kav
cytochrom C 12 400 250 1,070
myoglobin 17 000 236 0,972
apoferritin podjednotka 20 000 230 0,930
karboanhydrasa 29 000 216 0,831
albumin 66 000 192 0,662
glukosaoxidasa 160 000 180 0,577
thyroglobulin 669 000 148 0,352
Blue Dextran 2000000 98 0
g 2000 @ X cytochrom C
?g 1800 B myoglobin
1600 O apoferritin podjednotka
1400 + karboanhydrasa
1200 A albumin
< 1000 B glukosaoxidasa
800 ¢ thyroglobulin
600 . ® Blue Dextran
400
200 =
O T T A T +_O'._
90 130 170 210 250
Ve (ml)

Obr. 17: ZavislostM, na V. vzorki MW markefi separovanych na Perloze MT 300 (jsou
pouZity Udaje z tabulky 6).

-55 -



6,5

5,5

logM;

45

4 T T T

90 130 170 210 250
Ve (ml)

Obr. 18: Semilogaritmickad zéavisloskbbog M, na V. vzorki MW markeii separovanych na

Perloze MT 300 (jsou pouzity Gdaje ztabulky 6Y. B determinani koeficient

e s

s s

Experiment ||
Byla pouzita Perloza MT 300 a kolona B. Vyftany celkovy objemV; kolony B podle vysky

sloupce gelu byl 23,5 cimPracovalo se na aparaturni sestavRychlost piitoku mobilni faze
byla 2 ml.min* a rychlost pohybu papiru v zapisévd®,5 mm.min'. Bylo analyzovano 7
vzorki proteinovych MW markéra Blue Dextran pro stanoveni mrtvého objemu kolony
Stanoveny mrtvy objenV, kolony B byl 14 cr (jedna se oV, Blue Dextranu).
Relativni molekulové hmotnostiM,, elwni objemy V. a distribéni koeficienty K,
analyzovanych vzotk MW markefi jsou uvedeny vtabulce 7. Zavislodf, na V.
analyzovanych vzoik je zobrazena na obrazku 19. Semilogaritmicka #@stisog M, na Ve

analyzovanych vzorkje zobrazena na obrazku 20.
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Tab. 7: Relativni molekulové hmotnosh,, elwni objemyV, a distribini koeficientyKy,,

vzorki MW markeii separovanych na Perloze MT 300.

aprox. Ve
vzorek M, (ml) Kay
cytochrom C 12 400 26,8 1,347
myoglobin 17 000 26,0 1,263
trypsin 23 000 25,6 1,221
albumin 66 000 24,0 1,053
alkoholdehydrogenasa 150 000 22,0 0,842
glukosaoxidasa 160 000 22,0 0,842
thyroglobulin 669 000 16,0 0,211
Blue Dextran 2000 000 14,0 0
8 20009 X cytochrom C
£ 1800 # myoglobin
1600 @ trypsin
1400 A albumin
1200 .
_ B glukosaoxidasa
< 1000
800 X alkoholdehydrogenasa
. .
600 * thyroglobulin
400 ® Blue Dextran
200 <
0 ‘ A omx
14 19 24 29
Ve (ml)

Obr. 19: ZavislostM, na V. vzorki MW markefi separovanych na Perloze MT 300 (jsou
pouZity Udaje z tabulky 7).
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Ve (ml)

Obr. 20: Semilogaritmicka zavislostog M; na V. vzorki MW markefi separovanych na
Perloze MT 300 (jsou pouzity Udaje ztabulky 7f jB determinani koeficient

linearni regresnifimky.

Z obr. 18 a 20 jefejmé vyjadeni vyznamné&asti rozsahM,, v émz je Perloza MT
300 selektivni ke globularnim protém. Jedna se o rozmezi 12— 2 000 kDa. Je patrny
priblizn¢ linearni pfibéh celé zavislosti, ktery naztige, Ze selektivita média ma klesajici

tendenci se viistajici molekulovou hmotnosti proteinu (ve skedbr. 17 a 19).

7.2 Separace MW markeifi na Perloze MT 500
Byla pouzita Perloza MT 500 a kolona A. Vyitany celkovy objenV, kolony A podle vy3Sky

sloupce gelu byl 220 cinPracovalo se na aparaturni sestavRychlost pitoku mobilni faze
byla 2,6 ml.mift a rychlost pohybu papiru v zapisév®,5 mm.min'. Bylo analyzovano 5
vzorki proteinovych MW markéra Blue Dextran pro stanoveni mrtvého objemu kolony

Stanoveny mrtvy objenV, kolony A byl 83,2 cm (jedn& se oV, Blue Dextranu).
Relativni molekulové hmotnoshil,, eluini objemyV, a distribini koeficientyK,, vzorki MW
markef jsou uvedeny v tabulce 8. Zavislddt na V. analyzovanych vzotkje zobrazena na
obrazku 21. Semilogaritmick& zavislost Iy na Ve analyzovanych vzoikje zobrazena na
obréazku 22.
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Tab. 8: Relativni molekulové hmotnoshl,, elwni objemyV, a distribini koeficienty Ky,

vzorki MW markeii separovanych na Perloze MT 500.

aprox. Ve
vzorek M, (ml) Kay
albumin 66 000 205,4 0,893

alkoholdehydrogenasa 150 000 202,8 0,874

B-amylasa 200 000 197,6 0,836
katalasa 240 000 195,0 0,817
thyroglobulin 669 000 150,8 0,494
Blue Dextran 2000 000 83,2 0
g 20007e A albumin
£ 1800
X alkoholdehydrogenasa
1600
1400 + B-amylasa
< 1200 ¢ katalasa
=)
=~ 1000 & thyroglobulin
= 800
600 * ® Blue Dextran
400
ey
200 bz
0 T T T ‘
80 120 160 200 240
Ve (ml)

Obr. 21: ZAavislostM, na V. vzorki MW markeii separovanych na Perloze MT 500 (jsou
pouZzity Udaje z tabulky 8).
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10 000 000
R’ = 0,9967
1 000 000
= .
100 000
*
10 000 : : :
80 120 160 200 240
Ve (ml)

Obr. 22: Semilogaritmickad zéavisloskbbog M, na V. vzorki MW markeii separovanych na
Perloze MT 500 (jsou pouzity Gdaje ztabulky 8Y. jB determinani koeficient

logaritmickeé regresnitkuky.

7.3 Zhodnoceni selektivity Perlozy MT 300 a PerlozWT 500

Ktivky selektivity obou tyfi Perlozy MT zhotovené na zakkagdrovedenych experimahnjsou
graficky znazor#ny na obrazku 23.iPporovnani piibéhu ¢ervené a Zlutétikvky na obr. 23 je
ziejma bohuzel vysSi mira diferenci, nez smkavalo. Pedpokladam, Ze sfrodatnym
ukazatelem selektivity Perlozy MT 300 je vtomtéipadt kiivka cervena, protoZe kolona
pouzithd pi experimentu Il vykazovalaipis nizkou @&innost (eluce MW markér probihala
v nizkych retetinich ¢asech kuli malému objemu gelového loZe), coZz vedlo ke cmyan
negesnostem i ur¢ovani vzdalenosti maxim pikod start aplikace vzorku. Podléervené
kiivky se selektivita Perlozy MT 300 pekud zvySuje v oblasti od jejiho 5. bodu zlevassem

k niz§im molekulovym hmotnostem (tento bod odpovétiduminu; 66 kDa). K prodlouzeni
kiivky smérem doleva a vyzrgani jeji levé krajni prodlevy, signalizujici eldétek v okoliV,,
by bylo zapatebi prongiit dalSi MW markery o molekulovych hmotnostech fihSnez byla
vypocitdna hodnot&,, vySSi nez 1, coz signalizuje moznaitgmnost nespecifickych interakci
a pokr&ovat nad tyto hodnoty by bylo nesmysiné.

Na obrazku 24 je ukdzano porovnani dvdivek selektivity pro Perlozu MT 500;
prvni modra je totoZna s modrodtivkou na obrazku 23 (vyhotovena na zakladastniho
experimentu) a druha zelena byla sestrojena paodgperienentalnich vysledk ziskanych od
firmy lontosorb. Tendence v {sehu obou kivek na obr. 24 vykazuje ztaou shodu (v obou

byly navic pouzity hodnotK,, vs. M, &ty stejnych MW market, které se chovaly téh
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identicky). Domnivam se vSak, Ze molekulova hmatiige Dextranu v tomtoifpacdt ziejme
nebyla dostatsa pro stanoveni meze vyk®ni a Perloza MT 500 m& vysokou selektivitdii p
hmotnostech vySSich. Za spodni hranici vhodné 8eiigk Perlozy MT 500 Ize povaZovat
molekulovou hmotnost katalasy (aprox. 240 kDa), ktatou je na obouikkdch na obr. 24
patrnéd zlomova tendence. Lz&egdpokladat, Ze eluce globularnich proteimra Perloze MT 500

v oblasti hmotnosti niZzSich nez je molekulova hrostralkoholdehydrogenasy (150 kDa) bude
probihat aZ v okol¥/, kde je selektivita zcela nevhodnda. Z porovnatbghiu kivek selektivity
pro Perlozu MT 500 a 300 (obr. 23) je &tidZze Perloza MT 500 v rozsahu molekulovych

hmotnosti 240 — 2000 kDa vykazuje vy3Si selektinigéd Perloza MT 300.

1,40
—e— Perloza MT 300, experiment||
1,207 Perloza MT 300, experiment |l
1,00 - —4— Perloza MT 500
0,80
4
0,60 1
0,407 alkoholdehydrogenasa
0,20
0,00 ‘ !
10 000 100 000 1 000 000 10 000 000
Molekulova hmotnost (Da)

Obr. 23: Kfivky selektivity pro Perlozu MT 300 a Perlozu MT G moznosti jejich
vzdjemného porovnani (zhotoveni na zaklprbvedenych experimeahtjsou pouzity
Udaje ztabulek 6-8). Hdé zakrouzkovani nalezi baod alkoholdehydrogenasy,

které vykazuji vysokou shodu na modré a Zldtéck.
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—&— Perloza MT 500
1,00
Perloza MT 500, lontosorb
0,80 albumin
katalasa
0,60
¥<>c thyroglobulin
0,40
0,20 A
Blue Dextran
0,00 ‘ ‘ S %
10 000 100 000 1 000 000 10 000 D00
Molekulova hmotnost (Da)

Obr. 24: Kfivky selektivity pro Perlozu MT 500 ze dvotiznych zdroji: modra je zhotovena
na zaklad vlastniho experimentu (totoZzna s modrdivikou na obr. 23) a zelena na
zaklad experimentalnich datigvzatych z internetovych stranek firmy lontosorb
(http://www.iontosorb.cz/bead.htm; prohlizeno 2304.0). Cerveré zakrouzkované
jsou spoléné body na obouikrkach, které nalezi stejnym MW marker a vykazuji

obdivuhodnou shodu.

Selektivita dalSich porositnich typPerlozy MT byla iz dive prozkoumana a
porovnani jejich Kvek selektivity je ukdzano na obrazku 25. Je zajién Zecervena kivka
selektivity pro Perlozu MT 300 (z vlastnich expegimalnich dat, viz obr. 23) na tomto obrazku
neni lokalizovana mezitkrkami pro Perlozu MT 200 a 500 (zelenou a modijak) by bylo
mozno @ekavat, ale blizi se spiS&ukam pro Perlozu MT 100 a 200igove a zelené) a jejii t

levé krajni body (odpovidajici nejmensim MW matikey jsou jiz lokalizovany abnormé&in
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1,20
1,00
0,801

S 0,60
0,40

0,20

MT 50

—— MT 100

MT 200

—¢— MT 300

—e— MT 500

0,00
10 000

100 000 1 000 000
Molekulova hmotnost (Da)

10 000

D00

Obr. 25: Kftivky selektivity pro jednotlivé porositni typy Pedy MT (prevzato

z http://www.iontosorb.cz/bead.htm; prohliZzeno 23040). Pouzéervena kivka pro

Perlozu MT 300 vyplyva z vlastnich experimentélndet.
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8. Zawer

Perloza MT jsou média &end pro gelovou permé&a chromatografii biomolekul. Jejich
materidlem je pogrné now vyvinuta matrice z makroporézni perlové celuléayniz byly
prokazany vynikajici vlastnosti fyzikalni i cheméckjak je blize popsano v teoretickdsti této
prace) s vysokym potencidlem pro Sirokou 3kalu épéch aplikaci, a proto je v stasné
dobs podrobovana studiim parametiDnes se tato matrice pouziva navic i jako platfork
vyrobe dalSich sérii sorbeintpro ostatni typy chromatografie, a to zejména di&ynbinaci
masivniho vniiniho povrchu se séasnou excelentni mechanickou rigiditou.

Piinosem této prace k problematice separace a paodik proteif
chromatografickymi metodami bylo testovani selefgtidvou komeénich gelovych filtrénich
médii: Perloza MT 300 a Perloza MT 500. Tato méidiSi stupém velikosti poé, a proto
také vykazuji poekud odliSnou selektivitu. Selektivita Perlozy MT BOotestovana
v experimentu | nedopadla zcela podéekavani, protoze se blizi spiSe porostninityd00 a
200 neZ aby byla situovana mezi typy 200 a 50@ks®lta vSech dchto ostatnich porostnich
typu jiZz testovana byla a vysledky 2egreény na internetovych strankach firmy lontosorbij. P
porovhani obou itvek selektivity pro Perlozu MT 500 (vychazejicvlastnich i pevzatych
experimentélnich dat) se v3ak ukazala excelentdasitoZz dokazuje spravnost mych vystedk
i v ptipact experimentu | s Perlozou MT 300, protoZe tentoeeixpent byl proveden za
podobnych podminek jako experiment Il s Perlozoti 800. Za¥ry plynouci z jednotlivych
kiivek selektivity lze sice zobéovat pro proteiny spiSe globularniho tvardegto vsak
piedstavuji zasadni charakteristiku porositnichityp0 a 500 Perlozy MT, kterou Ize vyuZivat
pro dalsi studie paraméttéchto médii, ale i v praxiipvolbé médii pro preparativni separace

jednoduchych i komplexnich isi proteiri.
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Seznam pouzitych symbal a zkratek

A
AC
CF
Cipp

HIC

His-TAG konec

HPLC

MW marker
MW standard
n

pH

plocha chromatografického piku
afinitni chromatografie

chromatofokusace
trifazova purifik&ni strategie
koncentrace latky v mobilni fazi
koncentrace latky ve stacionarni fazi
faktor kapacity
volumetricka pitokova rychlost mobilni faze
faktor selektivity
faktor &innosti

gelova filtrace

gelova perméai chromatografie
vySkovy ekvivalent teoretického patra
vySka chromatografického piku
hydrofobni chromatografie

usekdkolika histidinovych zbytk na N- nebo C-konci
rekombinantniho proteinu
vysokodinna kapalinova chromatografie
ionexova chromatografie
imunoglobulinyiidy G
kapacitni porer
korigovany distribéni koeficient (v GPC)
distribwni koeficient
délka chromatografické kolony
relativni molekulova hmotnost

marker molekulové hmotnosti

standard molekulové hmotnosti
paet teoretickych pater
zaporny dekadicky logaritmus koncentrace kadych kationt
izoelektricky bod
hodnota pH, i které je kysela skupina disociovana z 50%
retegni porer pro latky 1 a 2
retegni porer pro latku a standard
chromatografie na reverznich fazich

rozliSovaci koeficient
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molekulova vykovaci chromatografie
mrtvycas chromatografickeé kolony
reteréni ¢as

redukovany retemi ¢cas

mrtvy objem chromatografické kolony
elw&ni objem

objem gelové matrice

objem kapaliny v nitru gelové matrice
objem stacionarni faze

celkovy objem chromatografické kolony
redukovany ekni objem

Sika chromatografického piku
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