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Abstrakt

Tato bakalaiska priace je zaméfena na Separaci Ctyf modelovych proteind —
konalbuminu, hovéziho sérového albuminu a beta-laktoglobulind A a B — metodou
gradientové chromatofokusace Vv usporadani vysokoucinné kapalinové chromatografie
na dvou komer¢nich aniontové-vyménnych kolonach. Jedna kolona obsahovala jako
stacionarni fazi silny anex (Agilent Bio SAX) a druha slaby anex (Agilent Bio WAX).
Pro separaci proteini gradientovou chromatofokusaci byly optimalizovany celkem tfi
rizné pH gradienty mobilni faze, jeden Sedesatiminutovy a dva tficetiminutové. Pfi
pouziti vSech tii testovanych gradientii doslo k separaci smési konalbuminu s beta-
laktoglobuliny A a B na zakladni linii na silném i slabém anexu pfi pratoku mobilni
faze 1 ml/min. Ve vSech testovanych systémech se silnym anexem jako stacionarni fazi
bylo dosazeno separace vSech tii izoforem hovéziho sérového albuminu. Nejvyssich
hodnot rozliseni pikt pfi separaci smési konalbuminu a beta-laktoglobulinii A a B bylo
dosazeno za tficet minut na kolon¢ obsahujici silny anex jako stacionarni fazi.
Nejvyssich hodnot rozliSeni pikti izoforem hovéziho sérového albuminu bylo dosazeno

za Sedesat minut na kolon¢ obsahujici silny anex jako stacionérni fazi.

Klicova slova: gradientovd chromatofokusace, separace proteind, vysokoucinna

kapalinova chromatogratfie



Abstract

This bachelor thesis is focused on separation of four model proteins — conalbumin,
bovine serum albumin, beta-lactoglobulin A and beta-lactoglobulin B — by gradient
chromatofocusing high-performance liquid chromatography with two commercial
anion-exchange columns. The first column contained a strong anion exchanger
(Agilent Bio SAX) and the second one contained
a weak anion exchanger (Agilent Bio WAX). Three different mobile phase pH gradients
were optimized, one-hour gradient and two half-an-hour gradients. The baseline
separation of mixture containing conalbumin and beta-lactoglobulines A and B was
achieved on both anion-exchange columns using each of the three optimized gradients
and with flow rate 1 ml/min. Three bovine serum albumin isoforms were resolved in all
tested systems using a strong anion exchanger as the stationary phase. The highest
resolution of mixture containing conalbumin and beta-lactoglobulines A and B was
obtained with a strong anion exchanger as the stationary phase in thirty minutes. The
highest resolution of bovine serum albumin isoforms was achieved with a strong anion

exchanger as the stationary phase in sixty minutes.

Key words: gradient chromatofocusing, protein separation, high performance liquid

chromatography
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Zkratka Legenda

BSA hovézi sérovy albumin

DAD detektor s diodovym polem

DEAE diethylaminoethyl

DNA kyselina deoxyribonukleova

GPC gelova permeacni chromatografie
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
IEC ionexova chromatografie

MF mobilni faze

M relativni molekulova hmotnost

PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
pl izoelektricky bod

SAX silny anex

SCX silny katex

SDS dodecylsulfat sodny

SF stacionarni faze

uv ultrafialova oblast spektra

WCX slaby katex

WAX slaby anex

A vlnova délka

f Sitka vzestupné Casti piku v 5 % vysky
R rozliSeni

Tt faktor chvostovani piku

tr retencni ¢as

Wh Sitka piku v poloviné vysky

Wo.05 Sitka piku v 5 % vysky




1 Uvod

Klasicka chromatofokusace byla jako varianta ionexové chromatografie (IEC),
kombinovana s principy izoelektrické fokusace, poprvé navrzena a vyzkousena L. A.
Sluytermanem vroce 1978 [1,2]. Chromatofokusace byla pouzivana zejména
K preparativnim ucelim [1]. Mobilni faze (MF) byly slozené ze syntetickych
vysokomolekularnich pufrd a interni pH gradient MF byl tvofen uvnitf
chromatografické kolony pomoci pufrac¢nich kapacit danych ionexovych stacionarnich
fazi (SF) [1,2].

O téméf dvacet let pozdéji byla L. Shanem a D. J. Andersonem vyvinuta metoda
gradientové chromatofokusace [3]. Tato zdokonalena metoda, vyuzivajici jednodussi
nizkomolekularni pufry a externi pH gradient MF, pfinesla pro analyzy a purifikace
amfolytickych sloucenin (pfedevsim proteini a oligonukleotidll) nesporné vyhody, a to
jak oproti klasické IEC, tak oproti klasické chromatofokusaci. [2,3] Potencidl této
metody spociva ve vysokém rozliseni a selektivité, ale také v jeji rychlosti
a jednoduchosti. Gradientové chromatofokusovani proteind umoziuje prekoncentrovat
a oddelit i takové proteiny, které se jen nepatrné odliSuji svou primarni strukturou
a izoelektrickym bodem (pl). [4]

Hlavni uplatnéni nachazi gradientova chromatofokusace V analyzadch a
purifikacich proteint vcetné jejich izoforem [4]. Déleni proteinti ma velky vyznam pro
objasnéni jejich struktury a vlastnosti a také pro aplikace ve farmaceutickych
biotechnologiich [5], biomedicing [5] ¢i potravinatstvi [6].

Cilem této prace je separovat Ctyfi vybrané proteiny na jednom silném anexu
(SAX) a jednom slabém anexu (WAX) jako SF za podminek gradientové
chromatofokusace. Separace byly provedeny v uspofadani vysokoté¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC) a pro gradientovou eluci byly optimalizovany tfi rizné pH

gradienty MF.



2 Proteiny

Proteiny neboli bilkoviny jsou vyznamné biomakromolekuly hojné se vyskytujici
ve vSech buiikach a jejich ¢astech. VSechny proteiny, at’ uz pochdzi z prastarych bakterii
nebo  z nejkomplexngjSich  organizmt,, jsou sloZzeny z dvaceti zakladnich
proteinogennich alfa-aminokyselin, které se spojuji peptidovou vazbou za odstépeni
molekuly vody. Potadi a pocet jednotlivych aminokyselin, a tim i pfislusnych funkénich
skupin v (poly)peptidovém fetézci, udava primarni strukturu a funkci proteinu. Primarni
struktura je geneticky urcena pofadim nukleotidovych bazi v fetézci DNA a ma linearni
charakter. VétSina proteinti tvoii vySsi struktury. Prostiednictvim slabych interakci
(napt. vodikové mistky, hydrofobni interakce) se sbaluji do sekundarnich, terciarnich,
popiipadé¢ kvartérnich struktur. [7,8]

Aminokyseliny i proteiny jsou slouceniny amfolytické povahy, obsahuji slabé
kyselé karboxylové skupiny a slabé bazické aminoskupiny. Tyto kyselé, respektive
bazické skupiny jsou ionizovatelné a ve vodnych roztocich disociuji, respektive
protonizuji. Molekuly aminokyselin ¢i proteini pak tvofi dipolarni ion. Mohou nést
kladny naboj, zdporny naboj, nebo mohou byt bez ndboje. Vysledny celkovy naboj je
zavisly na pH okolniho prostiedi. Hodnota pH, pii které se danda aminokyselina ¢i
protein jevi navenek jako neutralni a ma vysledny celkovy naboj nulovy, se nazyva
izoelektricky bod — pl. Je-li pH okolniho roztoku nizsi nez pl daného proteinu, je
protein kladng& nabity, nebot’ v roztoku je vice dostupnych hydroxoniovych iontt HzO",
které se vaZzou na zaporn¢ nabitd mista proteinu. Je-li naopak pH roztoku vyssi nez pl
daného proteinu, iontl H3O" je v roztoku méné a protein se stiva zaporné nabitym.
Velikost proteinti je rtizna, od pomé&mé malych molekul polypeptidi o relativnich
molekulovych hmotnostech (My) v fadech tisict, po velké polymery 0 M; v tadech
milionu. [7,8]

Biologické funkce proteinti hraji klicové role ve vétSin€ biochemickych procest
zivych organizmil. Proteiny jsou strukturnimi, funk¢nimi, stavebnimi a regulacnimi
jednotkami bunék zivych organizmii. Dle biologické funkce se proteiny déli na
strukturni, pohybov¢, transportni, zasobni, signdlni, receptorové a regulacni proteiny,
enzymy a protilatky. [8,9] Patii sem i dalsi biologicky aktivni latky, napt. nékteré
obranné latky, jedy, antibiotika [7].

Pro podrobnéjsi studium jednotlivych proteini a pochopeni jejich funkce,



struktury, ¢i fyzikalné-chemickych a biochemickych vlastnosti je nezbytné je nejprve
izolovat a purifikovat (separovat od dalsich bunétnych komponent, proteind, atd.) a
ziskat tak konecny produkt o pozadované Cistoté a V pozadovaném mnozstvi [7,8].
Vysledna Cistota @ mnozstvi proteinu zavisi na ucelu purifikace. Pokud ma byt vysledny
produkt vyuzitelny pro terapeutické ¢i vyzkumné ucely ,,in vivo®, jeho vysoka ¢istota,
zachovani nativni struktury a biologické aktivity byvaji nezbytné. Na druhou stranu, pro
biotechnologické primyslové uziti a zpracovani se purifikace obvykle provadi ve
veétsim meéfitku a pozadavky na Cistotu vysledného produktu mohou byt nizsi. [8,10]

Bunky kromé& daného proteinu obsahuji dalsi stovky az tisice proteind, nukleové
kyseliny, polysacharidy, lipidy a dal$i mensi molekuly [7,8]. Vysledkem purifikace a
izolace by mél byt jeden protein, jehoz mnozstvi miize byt jen zlomek mnozstvi
vychoziho materialu. [8]

Pii purifikaci a izolaci proteint se vyuziva jejich rozdilnych chemickych struktur
a s tim souvisejicich vlastnosti. Na zaklad¢ téchto vlastnosti, které zahrnuji velikost,
naboj, pl, hydrofobicitu, rozpustnost nebo specifickou vazebnou schopnost molekuly
(ligandovou afinitu), se voli vhodna separa¢ni metoda. [7,8,10] Z vySe zminéného
vyplyva, Ze purifikacni a izola¢ni strategie mohou byt pro kazdy protein odlisné. Kromé
zakladnich krokd (napf. homogenizace, centrifugace, vysolovani, dialyza) se pro tyto
ucely hojné vyuziva metod kolonové chromatografie. Kolonova chromatografie je spolu
s elektromigra¢nimi metodami jednou z nejpouzivanéjSich separa¢nich technik pro
purifikaci a izolaci biomolekul. [7]

Volba vhodnych biochemickych, analytickych ¢i preparativnich separacnich
metod a postupll je nezbytnd pro uspéSnou purifikaci proteinu s nejvyssim moznym
vytézkem, dostate¢nou Uc€innosti, poZadovanou cistotou a pfiméfenym ekonomickym

fesenim [8,10].

2.1 Studované proteiny

Jako modelové slouceniny byly pro tuto praci vybrany Ctyfi proteiny: konalbumin
ze slepi¢iho vaje¢ného bilku, hovézi sérovy albumin a beta-laktoglobuliny A a B

Z kravského mléka.
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2.1.1 Konalbumin

Konalbumin, nové&ji nazyvan ovotransferin, je metaloprotein schopny
reverzibilné vazat a prenaSet ionty Zeleza. Stejné jako (lidsky) sérovy transferin ¢i
laktoferin patii do rodiny proteint zvanych transferiny. Struktura i funkce transferint je
obdobna. Sbaluji se do dvou globularnich lalokd, z nichz kazdy obsahuje vazebné misto
pro ionty zeleza. [11]

Konalbumin je monomerni globularni glykoprotein o M, = 76 000 obsahujici
686 aminokyselin [11-13]. Izoelektricky bod konalbuminu je zavisly na formé, ve které
se nachazi. Existuji dvé hlavni formy konalbuminu, apoforma a holoforma [12].
Apoforma neobsahuje navazané ionty zeleza a jeji pl je 7,17. Holoforma obsahuje bud’
jeden navazany ion Zeleza (pl 6,68), nebo dva navazané ionty zZeleza (pl 6,24). [14,15]
Holoforma konalbuminu je fyzikaln¢ i chemicky stabilngjsi nez apoforma [12].

Konalbumin se nachéazi v pta¢im séru a vejcich, kde tvofi pfiblizné 12-15 %
z celkovych proteind slepi¢iho vaje¢ného bilku [11,13]. Konalbumin vykazuje silnou
antimikrobialni, antivirovou, antioxida¢ni, fungicidni a protirakovinovou aktivitu [11—
13]. Tyto vlastnosti maji potencialni vyuziti v potravinafstvi a farmacii [11,12].

Kromé ionti Zeleza je konalbumin také schopen vazat i dalsi dvojmocné a

trojmocné ionty kovi, napiiklad ionty méd’naté, zine¢naté, manganaté ¢i hlinité [13].

2.1.2 Hovézi sérovy albumin

Hovézi sérovy albumin (BSA) je jednofetézcovy globularni protein obsahujici
pres 580 aminokyselin [16-18]. Obsahuje sedmnact disulfidickych mustki a jednu
volnou thiolovou skupinu. Retézec je tvofen tiemi homolognimi doménami, které se
skladaji z deviti helikalnich zahybl propojenych disulfidickymi mustky. Tato tercidrni
struktura tvoii hydrofobni kapsy, jez umoznuji pfenaset nepolarni molekuly. [16,17]
Hoveézi sérovy albumin ma tfi znamé izoformy s pl 5,40; 5,50 a 5,60 [19,20]. Hodnoty
pl jsou zéavislé na koncentraci chloridovych aniontli a mastnych kyselin vazanych na
protein. Primérna My BSA je 66 430 [17,21].

Stejné jako lidsky sérovy albumin je BSA kysely protein (ma nizkou hodnotu pl
a zaporny naboj pii fyziologickém pH) charakterizovany vysokym obsahem asparagové

a glutamové kyseliny, cysteinu, lysinu a argininu a zaroven nizkym obsahem tryptofanu
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a methioninu [16].

Sérové albuminy obecné patii k proteinim hojné se vyskytujicim v télnich
tekutinach savct [16,17]. Naptiklad v krevni plazmé tvoti az 60 % ptitomnych proteint
[17]. Vazou na sebe hydrofilni latky, vodu, ionty sodné, draselné, vapenaté a dalsi. Také
se uplatiuji jako pfenase¢i hydrofobnich latek (napf. mastnych kyselin, bilirubinu) a
riznych farmak (napf. barbiturati a antibiotik) v krevni plazmé. [16-19] Dale je
fyziologickou tlohou albuminii regulace krevniho koloidné-osmotického (onkotického)
tlaku a udrzovani stalé hodnoty pH krevni plazmy [16,17].

V biochemickych laboratofich nachazi BSA uplatnéni jako standard pro

kalibrace a stanoveni M; proteina [17].

2.1.3 Beta-laktoglobulin AaB

Beta-laktoglobuliny A a B jsou genetickymi variantami malého globularniho
glykoproteinu beta-laktoglobulinu [22]. Jejich priméma M, je 18 400 a obsahuji 162
aminokyselin, dva disulfidické mustky a jednu volnou thiolovou skupinu. [22—-25] Beta-
laktoglobuliny A a B jsou nejhojn&jsimi mlécnymi syrovatkovymi proteiny
prezvykavcil a nékterych dalSich savci. V lidském matefském mléce se nenachézeji.
[23,24] V kravském mléce tvoii 5660 % syrovatkovych proteind, coz je asi 7-12 %
z celkovych proteintt mléka [25,26]. Pii neutralnim pH tvoii homodimery 0 M, = 36 800
[22-25]. V kyselém prostiedi disociuji na dvé monomerni podjednotky, ale jsou velmi
stabilni a zachovavaji si svou nativni strukturu [22,24]. Hodnota pl beta-laktoglobulinu
A je 5,10 [26] a beta-laktoglobulinu B 5,20 [26]. Svou primarni strukturou se odlisuji
pouze ve dvou aminokyselinach. Beta-laktoglobulin A ma ve svém fetézci v pozici 64
kyselinu asparagovou a v pozici 118 valin, zatimco beta-laktoglobulin B ma v téchto
pozicich glycin a alanin. [22,23,25]

Biologicka funkce beta-laktoglobulinii zatim neni zcela jasna. Piedpoklada se, ze
se podileji na vazbé a prenosu nékterych hydrofobnich ligandd, napt. retinolu nebo
mastnych kyselin [22-24] a na metabolizmu fosfati v mlécnych zlazach [22]. Beta-
laktoglobuliny jsou povazovany za jedny z hlavnich alergenti kravského mléka
[23,24,26].
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3 Metody separace proteinu

Nejpouzivanéj$imi metodami pro separace proteint jsou metody elektromigracni a
chromatografické [7]. Ob¢ skupiny metod maji své vyhody a nevyhody. Nékteré jsou
levné a jednoduché, jiné jsou ndkladné a instrumentalné naroc¢né. LiSi se zejména
fyzikalné-chemickym principem a rozsahem pouziti. Nékteré metody jsou vhodné pro

analytické aplikace, jiné spiS pro preparativni a purifikacni ucely.

3.1 Elektromigraéni metody

Elektromigra¢ni metody jsou zalozeny na pohybu nabitych molekul
Vv elektrickém poli, tzv. elektromigraci. Nabité molekuly se déli na zakladé rtznych
elektroforetickych pohyblivosti, hnaci silou pro molekulu je jeji naboj. [7,27]
Elektromigra¢ni metody se obvykle nepouzivaji pro purifikace proteini v takovém
rozsahu jako metody chromatografické.

Elektromigracni metody nachdzeji uplatnéni v riznych analytickych aplikacich,
napf. pfi stanoveni M, proteinli elektroforézou v polyakrylamidovém gelu (PAGE)
v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS) nebo pii stanoveni pl proteint izoelektrickou
fokusaci [1,7,27].

SDS-PAGE celektroforéza se pouziva zejména K ureni M, proteinti a peptidu.
Analyza probihd v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti detergentu SDS, ktery
obaluje proteiny a tvofi s nimi komplex o uniformnim zaporném naboji. Proteiny se
separuji predevsim podle velikosti molekuly. Pfitomnost SDS a dalSich ¢inidel (napf.
merkaptoethanolu) zpusobuje denaturaci proteinu. Mensi peptidy putuji  gelem
Vv elektrickém poli rychleji nez velké proteiny a lisi se tak vzdalenosti, kterou v gelu
urazi. Vzniklé zoény analytl se nasledné analyzuji rlznymi zplsoby, napft.
spektrofotometricky nebo hmotnostni spektrometrii. [1,8,27]

Izoelektricka fokusace je elektromigra¢ni metoda slouzici k separaci biomolekul
amfolytické povahy podle jejich pl nebo ke stanoveni hodnot pl. Elektromigrace
analyti probiha v prostiedi s linearnim gradientem pH. Tento pH gradient vznika mezi
dvéma elektrodami ptisobenim elektrického pole na pufry sloZzené z nizkomolekularnich

organickych kyselin a bazi o riznych hodnotach pKa a pl. Tyto amfolytické pufry
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pokryvaji zvoleny interval pH. KdyZ separovana latka doputuje do mista, kde je pH
rovno jejimu pl, dale se nepohybuje, koncentruje se a tvoii tzv. zonu. [1,27,28]

Izoelektrickd  fokusace se provadi Vplosném gelovém  usporadani
s imobilizovanym pH gradientem nebo vV kapilate (tzv. kapilarni izoelektricka
fokusace), kde je nasledné nutné fokusované zony mobilizovat, aby mohly byt

detekovany, napt. spektrofotometricky. [28]

3.2 Chromatografické metody

Chromatografie je analyticka separa¢ni technika zaloZena na rozdilné distribuci
analyti mezi dvé faze, pohyblivou MF a nepohyblivou SF. V chromatografii jsou
analyty rozdélovany mezi tyto faze na zaklad¢ svych rozdilnych vlastnosti a afinit.
[29,30] Metody kapalinové kolonové chromatografie pro separace proteint je mozné

rozdélit podle mechanizmu separace, jak uvadi Tab. 1 [8,10].

Tab. 1 Zakladni chromatografické metody pro separace proteinti

Vlastnost proteinu Chromatograficka metoda

Velikost/M, Gelova permeacni chromatografie

Vazebna (ligandova) specifita Afinitni chromatografie

Naboj Ionexova chromatografie

Izoelektricky bod Chromatofokusace, gradientova
chromatofokusace

Hydrofobicita Hydrofobn¢ interak¢ni chromatografie

3.2.1 Gelova permeaéni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie (GPC) je metodou kapalinové kolonové
chromatografie, ve které se uplatiiuje efekt molekularniho sita. Principem je separace
molekul na zéklad€ jejich rozdilnych velikosti a rozdilnych M. V GPC se pouzivaji
kolony naplnéné fyzikaln¢ odolnym a chemicky inertnim polymernim gelem o rizné
velikosti porid. Béhem separace se mensi molekuly zachytavaji v porech gelu a jejich
eluce je zpomalena. Jako prvni eluuji velké molekuly, které viibec nepronikaji do por.
Eluat je rozdé€len do frakci podle velikosti jednotlivych separovanych slozek. Na rozdil

od ionexové nebo afinitni chromatografie molekuly neinteraguji se SF. Nedochazi
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Kk ustaveni termodynamické rovnovahy mezi MF a SF, takze slozenim MF nelze pfimo
ovlivnit separaci. [7,27,30]
Tato metoda je vhodna pro purifikaci biomolekul, které mohou byt citlivé

k vykyvam pH, koncentraci ionti kovi a podobné [10].

3.2.2 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie rozdéluje biologicky aktivni latky (napf. proteiny,
hormony, nukleové kyseliny) na zaklad¢ jejich reverzibilni interakce se specifickym
ligandem, kovalentné navazanym na polymerni inertni matrici SF. Ligandy mohou byt
specifické pro konkrétni latku, anebo skupinu latek. Béhem separace se na koloné
zachytavaji pouze molekuly s dostatecnou afinitou ke specifickému ligandu. Eluce
analytu je dosazeno bud’ specificky, pfidanim kompetitivniho ligandu (napf. inhibitor,
substrat), anebo nespecificky, zménou iontové sily, pH ¢i polarity MF

Vyhodou této metody je vysoka selektivita, a tim i rozliSeni. Afinitni
chromatografii mohou byt prekoncentrovana a separovana mald mnoZzstvi cilovych latek
z komplexnich biologickych matric. Také 1ze oddélit nativni formy proteinu od jeho

denaturovanych ¢asti za sou¢asného zachovani biologické aktivity. [10,27,30]

3.2.3 lonexova chromatografie

Ionexova neboli iontové vyménna chromatografie je separacni metoda zaloZena
predevsim na elektrostatickych interakcich analytu se SF a MF. Na SF (tzv. ionexu)
jsou kovalentn¢ navazany iontové funkéni skupiny, které interaguji s analytem a
s opa¢né nabitymi ionty v MF. [27,29,30] Aby se latka iontového charakteru na ionex
zachytila, je tieba, aby s nim interagovala silngji nez s elu¢nim systémem. Vyznamnym
kritériem uspeésné separace je dostate¢na schopnost separovanych latek pronikat do nitra
ionexovych castic. [27] Rozhodujici ulohu maji pii elektrostatickych interakcich
iontova sila, velikost, naboj a koncentrace iontu, relativni permitivita prostfedi a
disocia¢ni konstanta iontovych skupin ionexu a analytu (a tim pH MF) [29].

Retenci, respektive eluci délené latky lze ovlivnit teplotou, koncentraci soli

(iontovou silou) ¢i hodnotou pH roztoku MF [29,30]. Jako MF se pouzivaji rizné vodné

15



pufry, jejichz ionty jsou v dynamické rovnovaze s iontovymi skupinami ionexu [29].
Eluce v IEC je gradientova. Vyuziva se linearniho ¢i stupniovitého koncentra¢niho

gradientu soli (klasicka IEC) nebo gradientu pH (chromatofokusace). [27,30]

3.2.3.1 Stacionarni faze pro ionexovou chromatografii

Stacionarni faze pro IEC lze rozdélit podle mnoha kritérii, napi. dle skupenstvi,
puvodu, chemického slozeni. Nejcastéji jsou rozdélovany podle struktury nosice
(matrice) a druhu vyménné funk¢ni skupiny. [30,31] Dle struktury matrice se ionexy

deli do tid skupin:

1) Povrchové porézni SF schemicky vazanou vrstvou ionexu na danou porovitou

matrici [30,31].

2) Mikropartikularni SF s organickou syntetickou matrici (tzv. ionexové pryskyfice).
Mohou byt styrenového typu (obsahuji zesitovany polystyren-divinylbenzenovy
kopolymer) nebo akrylatového typu (obsahuji methakrylatové estery zesiténé
divinylbenzenem ¢i ethylendimethakrylatem) [30,31]. Dalsi variantou jsou ionexy

S pfirodni matrici na bazi polysacharidii, napt. celulézové, agar6zové nebo dextranové

[27].
3) Chemicky vazané ionexové faze na silikagelové matrici [30,31].

Organické polymerni matrice maji obvykle vétsi vyménnou kapacitu a Casto i

selektivitu, ale nizsi separacni u€innost nez silikagelové matrice [30,31].

Dle funkcnich vyménnych skupin délime ionexy na bazické anexy (obsahuji
kationtové funk¢ni skupiny a vyménuji anionty) a kyselé katexy (obsahuji aniontové
funkéni skupiny a vyménuji kationty). Tyto ionexy mohou byt silné, slabé, poptipadé
sttedné silné (dle hodnot pKa). [30,31] Funkéni skupiny silnych ionexi na rozdil od
slabych zcela disociuji v celém pracovnim rozsahu pH [4], ktery zavisi na vlastnostech
ionexové matrice.

Nejcastéji pouzivané funkéni skupiny pro ionexovou chromatografii jsou
uvedeny v Tab. 2 [2,29,30]. Jako silné anexy (SAX) se pouzivaji hlavné¢ kvartérni

amoniové skupiny a jako slabé anexy (WAX) se pouzivaji rizné primarni, sekundarni ¢i
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terciarni aminy. Silnymi Katexy (SCX) jsou nejéastéji sulfoskupiny a slabymi katexy

(WCX) alkylkarboxylové skupiny, seleni¢itanové skupiny, nebo fosfoskupiny. [2,29,30]

Tab. 2 Nejcastéji pouzivané funkéni skupiny v ionexové chromatografii

Funk¢ni skupina Vzorec Typ ionexu
Kvartérni amin — (CH3)aN* SAX
(tetramethylamoniovy

kation)

Kvartérni amin —N(CHj3)2(C2HsOH)* SAX
Diethylamin —N*H(CH2CHa): WAX
Diethylaminoethyl (DEAE) —(CH:)>-N*H(CH2CHj3), WAX
Dimethylaminoethanol —O—(CH2)2-N"H(CHa): WAX
Polyethylenimin —(NH-CH2-CH2-)n—NHz*  WAX
Kyselina sulfonova -S03 SCX
(sulfoskupina)

Karboxymethyl —CH>-COO" WCX
Kyselina fosforita —POz—H- WCX
(fosfoskupina)

Kyselina selenicita -Se0s” WCX

SAX —silny anex, WAX — slaby anex, SCX — silny katex, WCX — slaby katex

3.2.4 Chromatofokusace

Chromatofokusace je variantou IEC a ve své podstaté jeji kombinaci
s izoelektrickou fokusaci [32,33]. Zatimco v klasické IEC se pro eluci separovanych
latek vyuziva koncentra¢niho gradientu soli (iontové sily), v chromatofokusaci hraje
klicovou roli gradient pH [33]. Tento pH gradient je vytvafen uvnitf chromatografické
kolony pomoci pufrujicich schopnosti nabitych skupin ionexu a MF. Timto se
chromatofokusace zasadné 1isi od ostatnich ionexovych metod.

V chromatofokusaci se pouzivaji dva pufry o rizném pH, tzv. startovaci a
elucni. Kolona se nejprve ekvilibruje startovacim pufrem o zvoleném pH. Vzorek je pak
nadavkovan za soucasné aplikace elu¢niho pufru o jiném pH. Elu¢ni pufr protéka
kolonou a postupné dochézi k titraci nabitych vyménnych skupin ionexu a funkénich
skupin analyti. Uvnité kolony se ¢innosti tohoto pufrujiciho systému vytvaii pH
gradient, ktery vymyva analyty amfolytické povahy (nejcastéji proteiny) podle hodnot
jejich pl. Jakmile pH dosahne hodnoty pl daného proteinu, elektrostatické interakce
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mezi vyménnymi skupinami ionexu a iontovymi skupinami proteinu se pterusi, protein
je unasen MF a nasledné eluovan a detekovan. [3,27,33-35] VétSina proteind eluuje pii
hodnoté pH MF, které je rovno jejich pI = 1 [2].

Gradient byva témér linearni v rozmezi az péti jednotek pH a je bud’ klesajici,
Vv piipadé anexi, anebo stoupajici, v piipadé katext [36,37]. Pii pouziti anexu ma
startovaci pufr vyssi pH, nez jsou hodnoty pl separovanych proteinti. Proteiny maji pfi
pH > pl zaporny naboj, a proto dochazi k interakci s anexem (zaporn¢ nabité proteiny
interaguji s kladn€ nabitymi skupinami anexu). Pfi aplikaci elu¢niho pufru, ktery ma
niz8i pH nez startovaci pufr, se titraci funk¢nich skupin pH MF postupné snizuje a tvoii
se sestupny gradient. Pii pouziti katexu je pH startovaciho a eluéniho pufru nastaveno
opacné (startovaci pufr ma niz$i pH nez je pH eluéniho pufru a pl separovanych
proteint).

Chromatofokusace je jedinou metodou IEC, ktera generuje téméf linearni pH
gradient MF [3]. Béhem eluce se uplatiiuje stejny fokusacni efekt jako pti izoelektrické
fokusaci. Vysledkem fokusacniho efektu je zaostfovani zon analytl a s nim spojené
vysoké rozliSeni separace oproti klasické IEC. [3,33,36,37] Uvadi se, ze
chromatofokusaci je mozné separovat proteiny, jejichz pl se lisi o vice nez 0,02
jednotky pH [4,35], ¢ehoz se vyuZziva zejména pro separaci izoforem proteinti [4,33,35].

Vzhledem Kk vysokému rozliSeni, rychlosti a jednoduchosti nachazi
chromatofokusace uplatnéni v analytické 1 preparativni chromatografii, predevSim pro

separace a purifikace proteind [36,37].

3.2.4.1 Mobilni faze v chromatofokusaci

V chromatofokusaci se jako MF pouzivaji roztoky komercnich syntetickych
vysokomolekularnich pufri, tzv. polypufra [36,37]. Tyto pufry obvykle obsahuji smés
alifatickych polyaminokarboxylovych slou€enin s velkym poctem riiznych kyselych
skupin (karboxylové skupiny, fosfoskupiny) a bazickych skupin (primarni, sekundarni a
terciarni aminoskupiny). Hodnoty pl a pKa jsou v téchto polyamfolytech rovnomérné
distribuovany a pokryvaji urcity rozsah pH. [38]

Polypufry ptedstavuji pro metodu chromatofokusace zna¢na omezeni [3,34].

Syntéza téchto pufrl je narocna, finanéné nakladna a snadno dochazi k jejich degradaci
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bakteriemi [36,37]. Dal$im vyznamnym omezenim je fakt, ze tyto pufry absorbuji v UV
oblasti, coz komplikuje detekci analytii, piedev§im nearomatickych peptidi pii
vinovych délkach pod 254 nm [36]. Pouziti polypufri neni vhodné pro preparativni
ucely [34]. S proteiny mohou tvofit komplexy, ze kterych se pak obtizné separuji [2,32].
Dalsim purifika¢nim krokem v takovych ptipadech byva GPC [10,34].

Nahrazeni polypufri mnohaslozkovymi pufry (az tficet slozek) obsahujicimi
slabé kyseliny a baze sice mize poskytovat témér linearni gradient, ale navrzeni tolika-
slozkového systému je naro¢né a ekonomicky nevyhodné [36,37].

Kontrola a manipulace se sklonem, tvarem a rozsahem gradientu je v ptipadé
obou zminénych typi pufri obtizna a omezena [3,34,39]. Problém piedstavuje také

nizka reprodukovatelnost gradientt [32,40].

3.2.5 Gradientova chromatofokusace

V gradientové chromatofokusaci je pH gradient po aplikaci vzorku generovan
michanim startovaciho pufru s postupné navySovanym mnozstvim elu¢niho pufru [39-
41]. Na rozdil od bézné chromatofokusace se gradient tvoii nejprve externé pred
vstupem na kolonu a nasledné se pfenasi na interni gradient vznikajici uvnitt kolony
(pufrovanim mezi MF a ionexem) [3,40]. Kolona se stejné jako v klasické
chromatofokusaci ekvilibruje startovacim pufrem o daném pH. Po aplikaci vzorku se
startovaci pufr za¢ne michat s elucnim pufrem v predem uréeném poméru, ktery se
méni s Casem. [2] Vznikly pH gradient mize byt linearni nebo jiny (konvexni,
konkavni). Princip separace je stejny jako pii klasické chromatofokusaci.

Jako MF se v gradientové chromatofokusaci pouziva smés viceslozkovych
nizkomolekularnich pufri amfolytické povahy [39-41]. Slozky pufru se voli dle hodnot
pKa na zakladé toho, jaky rozsah pH je potfebny k separaci danych proteind. Pracovni
rozsah pH MF musi zahrnovat pl separovaného proteinu, pfi kterém je ocekavana jeho
eluce. [30]

Tato metoda piindsi vyznamné vyhody oproti bézné chromatofokusaci a znacné
rozSifuje jeji moznosti. Mezi hlavni vyhody gradientové chromatofokusace patii nizsi
naklady na pofizeni pufri a moznost Upravy profilu pH gradientu, dale eliminace

kontaminace vzorku polypufry a odstranéni interferenci pii spektrofotometrické UV
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detekci. Gradient pH lze sestavit individualné pro konkrétni smés proteind, lze ho
Casové naplanovat a dosahnout vice linearni kiivky i ve vétsim rozsahu pH. [39-41]
Snadno ovladatelny a reprodukovatelny gradient, vysoké rozliseni a selektivita,
rychlost, jednoduchost, ekonomicka nenaro¢nost a zachovani nativni struktury proteinu
[32,33] d¢la z gradientové chromatofokusace idealni metodu pro analyzy a purifikace

proteinti v¢etné izoforem a dalSich amfolytickych sloucenin. [2,3,39-41]
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité pristroje a pomtcky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko
Pumpa Agilent Technologies 1260 Infinity (Bio Quat Pump), Agilent Technologies,
Waldbronn, Némecko

Autosampler Agilent Technologies 1260 Infinity, Agilent Technologies, Waldbronn,
Némecko

Kolonovy termostat Agilent Technologies 1200 Series, Agilent Technologies,
Waldbronn, Némecko

Detektor Agilent Technologies 1200 Series (DAD), Agilent Technologies, Waldbronn,

Neémecko

Kolony:
Agilent Bio SAX, rozméry 4,6 x 250 mm, velikost ¢astic 5 um, Agilent Technologies,
Waldbronn, Némecko
Agilent Bio WAX, rozméry 4,6 x 250 mm, velikost ¢astic 5 um, Agilent Technologies,
Waldbronn, Némecko

Vyse zminéné kolony obsahuji matrici na bazi neporézniho polystyren-
divinylbenzenového kopolymeru, ktery je potaZen vrstvou uniformnich silné aniontové-
vyménnych skupin —N(CH3)s (trimethylamin) v ptipadé SAX SF a vrstvou slabé
aniontové-vyménnych skupin —N(C2Hs)2 (diethylamin) v ptipadé WAX SF. Kolony
jsou stabilni v rozmezi hodnot pH 2—12 a pfi teploté do 80°C.

Dalsi pomiicky:

Ultrazvukova lazen Elma E30H Elmasonic (Elma Ultrasonic Cleaner), ELMA, New
Jersey, USA
pH metr Agilent Technologies 3200P, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko
Analytické vahy METTLER AE 240, METTLER, Greifensee, Svycarsko

Pro ovladani chromatografu a vyhodnoceni dat byl pouzit pocitacovy program

OpenLab, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko.
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Pro grafické zpracovani chromatogramtii byl pouzit pocitaCovy program
Origin 6.1, OriginLab Corporation, Friedrichsdorf, Némecko.
Pro kontinualni méfeni hodnot pH mobilni faze byl pouzit pocitatovy program

Serial Monitor 1.0, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko.

4.2 Pouzité chemikalie

Deionizovana voda, uprava pomoci zafizeni Rowapur 100 a Ultrapur pro
ptipravu ultradisté vody deionizaci, vyrobce Watrex®, Praha, Ceska republika

Bis-tris propan, > 99,0 %, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Piperazin, 99 %, ReagentPlus®, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Kyselina octova, > 99 %, ReagentPlus®, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Kyselina chloroctova, 99 %, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Kyselina mlééna, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Kyselina chlorovodikova, 35 %, LACHEMA, a.s., Neratovice, Ceska republika

Hovézi sérovy albumin, lyofilizovany prasek, > 96 %, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Konalbumin (ze slepi¢iho vaje¢ného bilku, zbaven iontii Zeleza), Sigma-Aldrich®, St.
Louis, USA

Beta-laktoglobulin A (z kravského mléka), > 90 %, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Beta-laktoglobulin B (z kravského mléka), > 90 %, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

4.3 Priprava mobilni faze

Dle literatury [39] byl pfipraven startovaci a elu¢ni pufr. Startovaci pufr (pufr A)
se skladal z 15mM bis-tris-propanu (pKa 6,80) a 25mM piperazinu (pKa 5,68). Hodnota
pH pufru A byla upravena okyselenim pomoci koncentrované HCI na pH 7,60. Elu¢ni
pufr (pufr B) obsahoval kyselinu octovou (pKa 4,76), kyselinu mléénou (pKa 3,81) a
kyselinu chloroctovou (pKa 2,87), vSechny o koncentraci 25mM. Hodnota pH pufru B
byla 2,26. Z literatury [39] bylo pievzato slozeni Sedesatiminutového pH gradientu MF
&. 1 (Tab. 3).

Nasledn¢ bylo s ohledem na tvar a sklon gradientu navrzeno a vyzkouSeno

n¢kolik dalsich Sedesatiminutovych pH gradienti MF. Tyto pH gradienty MF nebyly
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pouzity pro separaci proteinti, nebot’ nedoslo ke zlepseni oproti pH gradientu MF ¢. 1.

Pro zkraceni doby analyzy bylo testovano také nékolik tficetiminutovych pH
gradientt MF, ze kterych byly pro separaci proteinti pouzity gradient ¢. 2 (Tab. 4) a
gradient ¢. 3 (Tab. 5).

Tab. 3 Slozeni mobilni faze pH gradientu MF ¢. 1 [39]

t/min % A % B
0 100 0
16 94 6
30 84 16
60 50,5 49,5

A — startovaci pufr (15mM bis-tris-propan, 25mM piperazin, pH upraveno HCI na 7,60)
B — elu¢ni pufr (25mM k. chloroctova, 25mM k. mlééna, 25mM k. octova, pH 2,26)

Tab. 4 Slozeni mobilni faze pH gradientu MF ¢. 2

t/min % A % B
0 100 0
30 50 50

A — startovaci pufr (15mM bis-tris-propan, 25mM piperazin, pH upraveno HCI na 7,60)
B — elu¢ni pufr (25mM k. chloroctova, 25mM k. mlé¢na, 25mM k. octova, pH 2,26)

Tab. 5 Slozeni mobilni faze pH gradientu MF ¢. 3

t/min % A % B
0 100 0
4 90 10
30 50 50

A — startovaci pufr (15mM bis-tris-propan, 25mM piperazin, pH upraveno HCI na 7,60)
B — eluc¢ni pufr (25mM k. chloroctova, 25mM k. mlécna, 25mM k. octova, pH 2,26)

4.4 Priprava vzorku

Zasobni roztoky proteind 0 koncentraci 2 mg/ml byly pfipraveny rozpusténim
navazenych mnozstvi standardd v pufru A. Pro pfipravu smési byly zasobni roztoky
pouzity nejprve V jednotkovém objemovém poméru a nasledné, z divodu nedostateéné
odezvy konalbuminu, v objemovém poméru 4:2:1:1 pro smés vSech Ctyf proteint

(konalbumin:BSA:beta-laktoglobulin A:beta-laktoglobulin B) a v objemovém poméru
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4:1:1 pro smés konalbuminu a beta-laktoglobulini A a B (konalbumin:beta-
laktoglobulin A:beta-laktoglobulin B).

4.5 Podminky separace

Separace  Ctyf  studovanych  proteini byla provadéna  gradientovou
chromatofokusaci v uspotfddani HPLC za gradientové eluce. Slozeni mobilni faze a
profily tii testovanych pH gradientt MF jsou uvedeny v tabulkach 3-5 . Teplota kolony
byla konstantni, 25°C, pratok mobilni faze byl 1 ml/min a byla pouZita
spektrofotometricka detekce pii vinovych délkach 220, 254 a 280 nm. Davkovany
objem byl rizny, pro porovnani separaci na SAX a WAX SF byl zvolen nastiik 50

a 60 pl vzorku smési proteind.

4.6 Vypocet chromatografickych parametru

Pro vyhodnoceni a porovnani separace proteinti byly pocitatovym programem
OpenLab vypocteny dva chromatografické parametry: rozliSeni (R) a faktor chvostovani
piku (T).

Rozliseni (R) charakterizuje miru relativni separace dvou sousednich pikt a bylo
vypocteno dle rovnice 1:

_ 1,18(tR2 - tRl)
Whi + Wha ’

R (1)

za podminky, Ze trz > tr1; tr1atr2 JSOU retencni Casy a Whi @ Wh2 jsou Sitky pika
Vv polovin¢ vysky. Hodnota rozliseni vyssi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikti na zakladni
linii. Pro piky, které se vzajemné znac¢né lisi svymi vySkami, nemusi byt vyse uvedena
rovnice vhodna. [30]

Faktor chvostovani piku (Tf) slouzi k posouzeni tvaru piku a byl vypocten dle
rovnice 2:

Woos
Tf:;, 2
T (2)
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kde wops je Sitka piku v5 % vysky a f je Sitka vzestupné Casti piku v5 % vysky.
Hodnota faktoru chvostovani piku 1,0 znac¢i uplnou (idedlni) symetrii piku. Vypocet
tohoto faktoru ma smysl pouze pokud je rozliSeni pik vyssi nez 1. Jestlize Tr > 1,

dochdzi k chvostovani piku a pokud T < 1, dochazi k frontovani piku. [30]
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Separace proteinti pfi pouziti pH gradientu MF €. 1

Nejprve byl testovan Sedesatiminutovy pH gradient MF ¢. 1 (Tab. 3), ktery byl
ptevzat z literatury [39]. Nejdiive byl zméten pH gradient MF pied vstupem na kolonu
a nasledné pH gradienty MF na kolonach se SAX a WAX SF, aby bylo zjisténo, jak
bude ovlivnén sklon gradientu v dasledku pufrac¢nich schopnosti téchto anext.

Obr. 1 znazoriuje pH profil gradientu pied vstupem na kolonu a na obou
anexovych SF. Z obrazku je patrné, Ze hodnoty pH klesaji po interakci MF se SF
pomaleji v disledku pufra¢nich schopnosti pouzitych kolon. Nejvice pozvolného
poklesu pH bylo dosazeno pti pouziti SAX SF. Pro dosazeni linedrni kiivky pH
gradientu MF v prvnich patnacti minutach bylo vyzkouseno nékolik dalSich
Sedesatiminutovych pH gradientt MF. Profil pH gradientu byl upraven tak, aby byl
gradient v prvnich patnacti minutach zrychlen, a nasledné i tak, aby byl vtomto
Casovém useku zpomalen. Takto upravené pH gradienty MF vSak nepiedstavovaly

vyznamné zlepSeni (nebylo dosaZeno linedrni kiivky).
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Obr. 1 Casova zména pH pro pH gradient MF &. 1. A) pH gradient MF méfeny pred
vstupem na kolonu, B) pH gradient méfeny na SAX SF, C) pH gradient méfeny na
WAX SF

Nejprve bylo pro separaci pii pouziti pH gradientu MF ¢. 1 nadavkovano 60 pl
smési vSech Ctyf proteint V jednotkovém objemovém poméru na kolonu obsahujici
SAX SF. Poradi separovanych proteinti bylo ovéfeno nadavkovanim jednotlivych
standardd proteind a porovnanim retencnich casu.

Jako prvni eluoval konalbumin (Obr. 2). Z tohoto obrazku je patrné, ze odezva
detektoru nebyla dostate¢na a pik konalbuminu byl rozmyty. Pravdépodobné béhem
analyzy doslo Kk separaci konalbuminu a néjaké necistoty (piky mezi 32. a 40. minutou).
Pro zvySeni odezvy detektoru pro konalbumin byla pii dalSich méfenich zvySena jeho
koncentrace ve smési. Pro separaci smési vSech Ctyi proteinii byl jejich objemovy
pomér ve smési upraven z jednotkového na 4:2:1:1 (konalbumin:BSA:beta-
laktoglobulin B:beta-laktoglobulin A).

Jako druhy eluoval BSA, kdy se ukazala vysoka selektivita SAX i WAX
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stacionarni faze, kterd umoznila gradientovou chromatofokusaci separovat jeho
jednotlivé izoformy. Na Obr. 2 jsou vidét dva piky BSA a u tietiho piku BSA doslo k
castecné koeluci s pikem beta-laktoglobulinu B. Tti piky BSA odpovidaly tfem jeho
popsanym izoformam [19,20]. Koeluce piku tfeti izoformy BSA s pikem beta-
laktoglobulinu B byla pozorovana pii pouziti vSech dalSich testovanych pH gradienti
MF na obou anexovych SF. Z tohoto divodu byla dalsi métfeni provadéna zvlast pro
smgs Ctyf proteintl, smés konalbuminu s beta-laktoglobuliny A a B a pro samotny BSA.
Jako posledni eluoval beta-laktoglobulin A.

Vyhodnoceny a porovnany byly chromatogramy snimané pii vinové délce
280 nm, kdy absorbuji ptedevSim aromatické kruhy tyrosinu a tryptofanu, nebot’ piky

m¢ély nejvyssi odezvu detektoru a nejrovngjsi zakladni linii.
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Obr. 2 Chromatogram separace Ctyt proteinii na SAX SF pii pouziti pH gradientu MF
¢. 1, A = 280 nm, pratok = 1 ml/min, davkovany objem = 60 pul, pomér analyt 1:1:1:1
(v:v:viv), konalbumin:BSA:beta-laktoglobulin B:beta-laktoglobulin A, separa¢ni poradi
1 — konalbumin, 2,3 — BSA izoformy, 4+5 — koeluujici piky izoformy BSA a beta-
laktoglobulinu B, 6 — beta-laktoglobulin A.
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Nasledné byla pii pouziti pH gradientu MF ¢. 1 provedena separace smési
konalbuminu s beta-laktoglobuliny A a B na SAX a nasledné WAX SF.
Chromatogramy separaci jsou znazornény na Obr. 3. Z divodu nizké odezvy detektoru
pro konalbumin byla navysena jeho koncentrace ve smési s beta-laktoglobuliny A a B.
Objemovy pomér konalbumin:beta-laktoglobulin B:beta-laktoglobulin A byl zvolen
4:1:1. K vyraznému zlepSeni odezvy detektoru a tvaru piku konalbuminu doslo na SAX
SF. Na WAX SF také doslo k mirnému zlepSeni, avSak odezva detektoru byla stéale
pomérn¢ nizka a pik byl rozmyty. Konalbumin na SAX i WAX SF eluoval jako prvni.
Jeho reten¢ni ¢as se na WAX SF prodlouzil o vice nez 14 minut oproti SAX SF.
Retenc¢ni ¢asy ani hodnoty rozliSeni pika beta-laktoglobulinti se pii pouziti tohoto pH
gradientu MF na SAX a WAX SF vyznamné¢ nelisily (Tab. 6).

Pocitatovym programem vypoctené hodnoty Tt pikt konalbuminu se na SAX a
WAX SF vyrazné nelisily (Tab. 6). Z Obr. 3 je patrné, Ze pfti separaci na obou SF
dochazi pravdépodobné k separaci konalbuminu a néjaké necistoty. Piky obou beta-
laktoglobulint vykazovaly lep$i symetrii pii separaci na SAX SF.

V literatute [39] byl pouzit tento pH gradient MF na DEAE WAX SF k separaci
konalbuminu, beta-laktoglobulinii A a B, BSA a ovalbuminu. P#i pouziti DEAE WAX
SF nedochazelo k retenci konalbuminu [39], zatimco na obou testovanych anexech
Vv této praci byl konalbumin zadrzovan. K separaci beta-laktoglobulinii A a B na DEAE
WAX SF vuvedené literatuie doslo s hodnotou rozliseni piki 2,33. Tato hodnota
rozliSeni je vice nez o tfi jednotky niz$i v porovnani SrozliSenim pikt beta-
laktoglobulint pii separaci na obou pouzitych SF v této praci (Tab. 6).

Pii pouziti DEAE WAX SF [39] byla hodnota pH MF pii eluci beta-
laktoglobulinu B 5,34 a pfi eluci beta-laktoglobulinu A 5,00. Hodnoty pH MF pfi eluci
beta-laktoglobulinti A a B se v této praci na SAX SF vice ptiblizovaly hodnotam jejich
pl (Tab. 6) v porovnani s pH pii eluci na DEAE WAX SF [39], zatimco hodnoty pH MF
pfi eluci beta-laktoglobulinti A a B na DEAE WAX SF se vice bliZily jejich hodnotdm

pl ve srovnani s pouzitou WAX SF v této praci.
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Obr. 3 Chromatogram separace proteinu pii pouziti pH gradientu MF ¢. 1 na obou SF,
A =280 nm, pratok = 1 ml/min, davkovany objem = 50 pl, pomé&r analyt 4:1:1 (v:v:v),
konalbumin:beta-laktoglobulin  B:beta-laktoglobulin A, separa¢ni pofadi 1 -
konalbumin, 2 — beta-laktoglobulin B, 3 — beta-laktoglobulin A, SAX — silny anex,
WAX — slaby anex.

Tab. 6 Reten¢ni Casy (tr), rozliseni (R), faktory chvostovani piku (Tf), pH MF pii eluci a
pl konalbuminu [14,15] a beta-laktoglobulint [26] pfi pouziti pH gradientu MF €. 1 na
SAX i WAX SF

tr/min R Tt pH MF pii pl
eluci

PROTEIN SAX WAX SAX WAX SAX WAX SAX WAX
Konalbumin 8,80 23,05 — — 049 051 744 6,95 7,17
Beta- 51,91 52,57 49,79 1820 3,34 2,29 523 494 520
laktoglobulin
B
Beta- 54,99 5527 5,56 5,55 3,26 2,34 501 4,71 510
laktoglobulin
A
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Nasledn¢ bylo pfii pouziti pH gradientu MF ¢. 1 na SAX a nasledn¢ WAX SF
nadavkovano 50 pl standardu BSA (Obr. 4) z divodu koeluce piku jedné jeho izoformy
s pikem beta-laktoglobulinu B béhem piedchozi separace (Obr. 2). Z Obr. 4 jsou patrné
tfi hlavni piky pfedstavujici izoformy BSA. Reten¢ni ¢asy izoforem BSA se pfi separaci
pii pouziti pH gradientu MF ¢. 1 na SAX a WAX SF vyrazné neli8ily. Piky izoforem
separovanych na SAX SF m¢ély vyssi hodnoty rozliSeni nez pii separaci na WAX SF
(Tab. 7). Symetrie pikd nebyla porovnavana z diivodu nedostate¢ného rozliseni pikt na
WAX SF.

V literatute [39] byl pouzit stejny pH gradient MF (Tab. 3) pro analyzu BSA na
DEAE WAX SF. Béhem této analyzy se nepodafilo separovat jednotlivé izoformy. Pik
BSA vykazoval malou odezvu a byl rozmyty pti pouziti DEAE WAX SF. V této praci
doslo pii pouziti tohoto pH gradientu MF k separaci tii izoforem BSA (Obr. 4) na obou
testovanych SF.

Pii separaci na DEAE WAX SF v experimentu z uvedené literatury [39] pfi
pouziti stejného Sedesatiminutového pH gradientu MF bylo pH MF pfi eluci BSA 5,69;
zatimco v této praci eluovaly tfi izoformy na SAX SF pti pH 5,39; 5,35 a 5,29 a na
WAX SF pii pH 5,07; 5,04 a 4,99, (Tab. 7). VSechny izoformy BSA eluovaly pfi niz§im
pH nez jsou jejich udavané hodnoty pl [19,20].
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Obr. 4 Chromatogram separace izoforem BSA pii pouziti pH gradientu MF ¢. 1,
A = 280 nm, pritok = 1 ml/min, davkovany objem = 50 ul, 1, 2, 3 — izoformy BSA,
SAX —ssilny anex, WAX — slaby anex.

Tab. 7 Retencni Casy (tr), rozliseni (R), pH MF pii eluci a pl izoforem BSA [19,20] pii
pouziti pH gradientu MF ¢. 1 na SAX i WAX SF

tr/min R pH MF pii pl
eluci
PROTEIN SAX WAX SAX WAX SAX  WAX
BSA Izoformal 49,73 50,96 - - 539 5,07 5,60

BSA lzoforma2 50,35 51,41 2,35 1,39 535 5,04 550
BSA lzoforma3 51,19 51,96 3,68 1,83 5,29 4,99 5,40
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5.2 Separace proteint pri pouziti pH gradientu MF €. 2

Pro zkraceni doby separace bylo nasledn€ navrzeno nékolik tficetiminutovych pH
gradienti MF. Z téchto pH gradientt MF byly pro separaci vybrany dva, které se
nejvice blizily linearni kiivce — gradient ¢. 2 (Tab. 4) a gradient ¢. 3 (Tab. 5). Nejprve
byl pro separaci proteint testovan pH gradient MF ¢. 2, ktery byl oproti pH gradientu
MF ¢. 1 o tficet minut zkracen. Sklon a linearita pH gradientu MF €. 2 byly porovnany
zméfenim pH gradientu MF pied vstupem na kolonu a nasledné¢ na SAX a WAX SF
(Obr. 5). Stejné jako pti pouziti pH gradientu MF ¢. 1 vykazuji kolony s anexovou SF
pii pouziti pH gradientu MF ¢. 2 pozvolngjsi pokles pH nez pH gradient MF pied
vstupem na kolonu v dusledku svych pufra¢nich schopnosti. Nejvice pozvolného

poklesu pH bylo dosazeno pti pouziti WAX SF.

pH
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Obr. 5 Casova zména pH pro pH gradient MF ¢&. 2. A) pH gradient MF méfeny pred
vstupem na kolonu, B) pH gradient mé&feny na SAX SF, C) pH gradient méfeny na
WAX SF
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Nasledn¢ byla provedena separace smési konalbuminu s beta-laktoglobuliny A
a B (objemovy pomér 4:1:1) pii pouziti pH gradientu MF ¢. 2 na SAX i WAX SF.
Chromatogramy separaci jsou znazornény na Obr. 6. Oproti pH gradientu MF ¢. 1 se
doba analyzy pii pouziti pH gradientu MF ¢. 2 zkratila o tficet minut a soucasné
hodnoty rozliSeni a symetrie pikid byly srovnatelné. Pi separaci proteint v pH gradientu
MF ¢. 2 se reten¢ni ¢as konalbuminu na WAX SF prodlouzil téméf o ¢tyfi minuty oproti
separaci na SAX SF. Retenc¢ni Casy beta-laktoglobulini A a B se na SAX a WAX SF
vyrazné neliSily. RozliSeni beta-laktoglobulini A a B bylo vyssi na SAX SF, hodnoty
rozliseni na WAX SF byly nizsi, ale dostacujici. Symetrie pikti konalbuminu byla na
SAX i WAX SF srovnatelna. Lepsi symetrii pikt beta-laktoglobulini A a B poskytovala
WAX SF (Tab. 8).

Hodnoty pH MF pfi eluci konalbuminu byly pfi pouziti pH gradientu MF €. 2 na
SAX SF 7,01 a na WAX SF 6,71 (Tab. 8), tudiz v porovnani s pH pii eluci
konalbuminu pii pouziti pH gradientu MF ¢. 1 doslo ke sniZzeni hodnot pH. Tyto
hodnoty pH jsou nizsi nez je hodnota pl konalbuminu zbaveného iontl zeleza (7,17)
[14,15].

Hodnoty pH MF pii eluci beta-laktoglobulinu B pii pouziti pH gradientu MF ¢.
2 na SAX SF byly 5,10 a na WAX SF 5,12 (Tab. 8). V porovnani s hodnotami pH MF
pfi eluci pii pouziti pH gradientu MF €. 1 doslo v piipadé SAX SF ke snizeni hodnoty
pH a v piipadé WAX SF ke zvyseni hodnoty pH. Tyto hodnoty pH MF pfi eluci se 1isi
od hodnoty pl beta-laktoglobulinu B (5,20) [26] ptiblizné o desetinu hodnoty pH.

Hodnoty pH MF pfi eluci beta-laktoglobulinu A pti pouziti pH gradientu MF ¢.
2 na SAX SF byly 4,86 a na WAX SF 4,89 (Tab. 8). V porovnani s hodnotami pH MF
pfi eluci pii pouziti pH gradientu MF €. 1 doslo v piipadé SAX SF ke snizeni hodnoty
pH a v ptipadé WAX SF ke zvySeni hodnoty pH. Tyto hodnoty pH MF pii eluci se 1isi
od hodnoty pl beta-laktoglobulinu B (5,10) [26] ptiblizné o dvé desetiny hodnoty pH.
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Obr. 6 Chromatogram separace proteinu pii pouziti pH gradientu MF ¢. 2, A = 280 nm,
prutok = 1 ml/min, davkovany objem = 60 pl, pomér analytd 4:1:1 (viviv),
konalbumin:beta-laktoglobulin  B:beta-laktoglobulin A, separa¢ni pofadi 1 -
konalbumin, 2 — beta-laktoglobulin B, 3 — beta-laktoglobulin A, SAX — silny anex,
WAX — slaby anex.

Tab. 8 Retenc¢ni Casy (tr), rozliseni (R), faktory chvostovani piku (Tf), pH MF pii eluci a
pl konalbuminu [14,15] a beta-laktoglobulint [26] pii pouziti pH gradientu MF ¢. 2 na
SAX i WAX SF

tr/min R Tt pH MF pii pl
eluci

PROTEIN SAX WAX SAX WAX SAX WAX SAX WAX
Konalbumin 7,68 11,61 - - 052 0,48 701 671 7,17
Beta- 25,75 26,04 3986 2345 261 1,72 510 512 520
laktoglobulin
B
Beta- 2794 27,90 7,29 3,42 2,77 177 486 489 510
laktoglobulin
A

35



Dale bylo pii pouziti pH gradientu MF ¢. 2 na SAX SF a nasledné¢ WAX SF
nadavkovano 50 pl standardu BSA. Reten¢ni ¢asy izoforem BSA se pii pouziti tohoto
pH gradientu MF na SAX a WAX SF vyrazn¢ nelisily. Rozliseni pikt izoforem bylo
vyrazné lep$i na SAX SF. Na chromatogramu ziskaném pii separaci na SAX jsou
pozorovatelné tii piky, zatimco piti separaci na WAX SF pfii pouziti tohoto gradientu
byla hodnota rozliSeni niz$i a doslo ke koeluci piki izoforem 1 a 2 (Obr. 7). Z tohoto
divodu nebyla symetrie pikl izoforem BSA porovnavana.

Po srovnani hodnot rozliseni pii separaci izoforem BSA pii pouziti pH gradientu
MF ¢. 1 a pH gradientu MF ¢. 2 je ziejmé, Ze k lepsi separaci doslo v pH gradientu MF
¢. 1 na SAX i WAX SF.

Hodnoty pH MF pii eluci izoforem BSA pfi pouziti pH gradientu MF €. 2 na
SAX SF byly 5,22; 5,18 a 5,13 a na WAX SF 5,24 a 5,17 (Tab. 9). V porovnani s
hodnotami pH MF pfi eluci pii pouziti pH gradientu MF €. 1 doslo v piipadé SAX SF
k snizeni hodnot pH u vSech tii izoforem a v piipadé WAX SF ke zvyseni hodnot pH.
Vsechny tyto hodnoty pH MF pfi eluci izoforem BSA jsou niz$i nez jejich udavané
hodnoty pl (5,60; 5,50; 5,40) [19,20].
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Obr. 7 Chromatogram separace izoforem BSA pfi pouziti pH gradientu MF ¢. 2,
A = 280 nm, prutok = 1 ml/min, davkovany objem = 50 ul, 1, 2, 3 — izoformy BSA
(SAX), 1+2 — koeluce izoforem 1 a 2, 3 — izoforma 3 (WAX), SAX — silny anex, WAX

— slaby anex.

Tab. 9 Retencni Casy (tr), rozliseni (R), pH MF pii eluci a pl izoforem BSA [19,20] pii
pouziti gradientu ¢. 2 na SAX i WAX SF

t/min R pH MF pii pl
eluci
PROTEIN SAX WAX SAX WAX SAX WAX
BSA lzoformal 24,57 25,00 — - 5,22 5,24 5,60
BSA lzoforma2 24,91 * 1,57 * 5,18 * 5,50
BSA lzoforma3 25,44 25,61 2,70 0,85 513 517 5,40

* koeluce izoforem 1 a 2
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5.3 Separace proteint pri pouziti pH gradientu MF €. 3

Jako posledni byl testovan druhy navrzeny tficetiminutovy pH gradient MF — pH
gradient MF ¢. 3 (Tab. 5, Obr. 8). Tento pH gradient MF byl v prvnich ctyfech
minutach zrychlen oproti pH gradientu MF ¢. 2, aby doslo k odstranéni pocateéni
nelinearity jeho kfivky. Tuto nelinearitu se nepodafilo odstranit, piesto byl takto
zrychleny pH gradient MF nasledné vyzkousSen pro separaci proteinili. Stejné jako
u dvou piedeslych pH gradientd MF, i zde byl zméfen nejprve pH gradient MF pied
vstupem na kolonu a nasledné pH gradienty MF na SAX a WAX SF. Sklon pH
gradientt MF na anexovych SF je oproti pH gradientu MF mé&fenému pied vstupem na
kolonu pozvoln¢jsi a pH klesa pomaleji v disledku pufra¢nich schopnosti kolon.

Nejvice pozvolného poklesu pH bylo dosazeno na SAX SF.
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Obr. 8 Casova zména pH pro pH gradient MF ¢&. 3. A) pH gradient méfeny pred
vstupem na kolonu, B) pH gradient méfeny na SAX SF, ¢) pH gradient méfeny na
WAX SF
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Nejdiive byla pii pouziti pH gradientu MF ¢. 3 testovana separace smeési
konalbuminu a beta-laktoglobulini A a B (objemovy pomér 4:1:1). Chromatogramy
separaci jsou znazornény na Obr. 9. Reten¢ni ¢as konalbuminu se pii separaci na WAX
SF prodlouzil o 3 minuty oproti separaci na SAX SF. Retencni Casy beta-laktoglobulinti
A a B se na SAX a WAX SF vyrazné nelisily. Hodnoty rozliSeni separovanych proteint
byly lepsi na SAX SF. Symetrie piku konalbuminu byla lep$i na SAX SF. Lepsi
symetrie pikti obou beta-laktoglobulinti bylo dosazeno na WAX SF. Z Obr. 9 to neni
vizualné patrné, nebot’ pocitacovy program OpenLab, ve kterém byly piky integrovany,
pocita faktor chvostovani piku v 5 % jeho vysky.

Hodnoty pH MF pfi eluci konalbuminu byly pfi pouziti pH gradientu MF ¢. 3 na
SAX SF 7,04 a na WAX SF 6,53 (Tab. 10), tudiz v porovnani s hodnotami pH MF pti
eluci pti pouziti pH gradientu MF ¢. 1 doslo k vyraznéj§imu snizeni hodnot pH na SAX
I WAX SF. V porovnani s pH gradientem MF ¢. 2 doslo k nepatrnému zvyseni hodnot
pH MF pfi eluci na SAX SF a ke snizeni hodnot pH MF pii eluci na WAX SF. Tyto
hodnoty pH MF pfi eluci jsou nizs$i nez udavana hodnota pl konalbuminu zbaveného
iontd zeleza (7,17) [14,15].

Hodnoty pH MF pfi eluci beta-laktoglobulinu B pii pouziti pH gradientu MF
¢. 3 na SAX SF byly 5,17 a na WAX SF 4,92 (Tab. 10). V porovnani s hodnotami pH
MF pfi eluci pii pouziti pH gradientu MF ¢. 1 doslo v ptipadé SAX i WAX SF ke
snizeni hodnot pH MF pii eluci. V porovnani s pH gradientem MF €. 2 doslo na SAX
SF ke zvySeni hodnot pH MF pfi eluci a na WAX SF ke snizeni hodnot pH MF pfi
eluci. Vsechny tyto hodnoty pH MF ptfi eluci se lisi od hodnoty pl beta-laktoglobulinu B
(5,20) [26 Jmaximalné o tii desetiny hodnoty pH.

Hodnoty pH MF pii eluci beta-laktoglobulinu A pfti pouziti pH gradientu MF
¢. 3 na SAX SF byly 4,95 a na WAX SF 4,67 (Tab. 10). V porovnani s hodnotami pH
MF pfi eluci pii pouziti pH gradientu MF ¢. 1 doslo v ptipadé SAX i WAX SF ke
snizeni hodnot pH MF pii eluci. V porovnani s pH gradientem MF ¢. 2 doslo na SAX
SF ke zvySeni hodnot pH MF pii eluci a na WAX SF ke snizeni hodnot pH MF pii
eluci. Vsechny tyto hodnoty pH MF pfi eluci se 1isi od hodnoty pl beta-laktoglobulinu B
(5,10) [26] maximalné o pét desetin hodnoty pH.
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Obr. 9 Chromatogram separace proteinu pii pouziti pH gradientu MF ¢. 3, A = 280 nm,
prutok = 1 ml/min, davkovany objem = 60 pl, pomér analytd 4:1:1 (viviv),
konalbumin:beta-laktoglobulin  B:beta-laktoglobulin A, separa¢ni pofadi 1 -
konalbumin, 2 — beta-laktoglobulin B, 3 — beta-laktoglobulin A. SAX — silny anex,
WAX — slaby anex.

Tab. 10 Retencni Casy (tr), rozliseni (R), faktory chvostovani piku (Ts), pH MF pfi eluci
a pl konalbuminu [14,15] a beta-laktoglobulint [26] pii pouziti pH gradientu MF ¢. 3 na
SAX i WAX SF

tr/min R Tt pH MF pii pl
eluci

PROTEIN SAX WAX SAX WAX SAX WAX SAX WAX
Konalbumin 6,38 9,39 - - 0,53 0,30 704 653 7,17
Beta- 2470 25,04 46,69 2389 286 1,12 517 492 520
laktoglobulin
B
Beta- 2698 27,04 6,81 458 293 1,20 495 467 510
laktoglobulin
A
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Nasledn¢ byl pii pouziti pH gradientu MF ¢. 3 na SAX i WAX SF nadavkovan
standard BSA. Chromatogramy separaci jsou znazornény na Obr. 10. Reten¢ni Casy
izoforem BSA se na SAX a WAX SF pii pouziti pH gradientu MF ¢. 3 vyrazné nelisily.
Hodnoty rozliseni pikti na SAX SF byly lepsi nez na WAX SF (Tab. 11). Vzhledem
k nedostate¢nému rozliSeni piki BSA na WAX SF nebyla vyhodnocena symetrie piki
izoforem BSA.

Po srovnani hodnot rozliseni pii separaci izoforem BSA pii pouziti pH gradientu
MF ¢. 1, pH gradientu MF ¢. 2 a pH gradientu MF ¢. 3 je ziejmé, ze nejlepsi separace
bylo dosazeno pfi pouziti pH gradientu MF €. 1 za Sedesat minut na SAX SF.

Hodnoty pH MF pii eluci izoforem BSA pii pouziti pH gradientu MF ¢. 3 na
SAX SF byly 5,27; 5,22 a 5,15 a na WAX SF 5,04; 5,01 a 4,97 (Tab. 11). V porovnani
s hodnotami pH MF pii eluci pii pouziti pH gradientu MF ¢. 1 doslo v piipadé SAX i
WAX SF ke snizeni hodnot pH MF pfi eluci u vsech tii izoforem BSA. V porovnani
s hodnotami pH MF pfi eluci izoforem BSA pii pouziti pH gradientu MF ¢. 2 doslo na
SAX SF ke zvySeni hodnot pH MF pfi eluci a na WAX SF ke snizeni hodnot pH MF pfi
eluci. Vsechny tyto hodnoty pH MF pii eluci izoforem BSA jsou niz§i nez jejich
udavané hodnoty pl (5,60; 5,50; 5,40) [19,20].
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Obr. 10 Chromatogram separace izoforem BSA pii pouziti pH gradientu MF ¢. 3,
A = 280 nm, pritok = 1 ml/min, davkovany objem = 60 ul, 1, 2, 3 — izoformy BSA.
SAX —ssilny anex, WAX — slaby anex.

Tab. 11 Retencni Casy (tr), rozliSeni (R), pH MF pfi eluci a pl izoforem BSA [19,20] pii
pouziti pH gradientu MF ¢. 3 na SAX i WAX SF

tr/min R pH MF pii pl
eluci
PROTEIN SAX WAX SAX WAX SAX WAX
BSA lzoformal 23,71 23,86 - - 527 5,04 5,60

BSA lzoforma2 24,22 24,16 191 0,91 522 501 550
BSA lzoforma3 24,96 24,56 3,17 1,38 515 497 540
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6 Zaver

Separace smési Ctyé proteini (konalbumin, BSA, beta-laktoglobulin A a beta-
laktoglobulin B) metodou gradientové chromatofokusace v usporadani HPLC byla
testovdna na jednom silném a jednom slabém anexu. Na obou koloniach byly
vyzkouSeny rizné gradienty pH mobilni faze, z nichz t¥i byly vybrany pro separace
smési proteind.

Pti pouziti vSech tii pH gradientd MF se podaftilo separovat smés konalbuminu
s beta-laktoglobuliny A a B na zakladni linii na obou testovanych kolonach. VVzhledem
K vysoké selektivité testované SAX SF a vysoké rozliSovaci schopnosti metody
gradientové chromatofokusace byly separovany tfi izoformy BSA pii pouziti vSech
testovanych pH gradienti MF.

Separace smési vSech Ctyi' proteint, vzhledem ke koeluci piku jedné izoformy
BSA s pikem beta-laktoglobulinu B, nebyla pIlné optimalizovana. Separace smési
proteind pii pouziti vSech tii pH gradientd MF obecné probihala s vy$$im rozliSenim,
ale s mensi symetrii piki na SAX SF. Nejvyssich hodnot rozliSeni piki pii separaci
smési konalbuminu s beta-laktoglobuliny A a B bylo dosazeno na koloné obsahujici
SAX SF pii pouziti pH gradientu MF ¢. 2. Nejvyssich hodnot rozliSeni piki pii separaci
izoforem BSA bylo dosaZzeno na koloné obsahujici SAX SF pti pouziti pH gradientu
MF ¢. 1. Pii separaci smési konalbuminu s beta-laktoglobuliny A a B se podatilo dobu
separace snizit z Sedesati minut na tficet pfi soucasném zachovani separace na zakladni
linii, a to na obou testovanych anexech.

Hodnoty pH MF pfi eluci jednotlivych proteini odpovidaly jejich
izoelektrickym bodim s maximalni odchylkou sedmi desetin hodnoty pH.

Pii porovnani ziskanych wvysledkd s vysledky =z literatury [39] Ize ucinit
nasledujici zavéry. Obé testované SF vykazuji vyssi selektivitu nez DEAE WAX SF
pouzita v literatufe [39] pro izoformy BSA. VysSich hodnot rozliSeni pika beta-
laktoglobulinti A a B bylo dosazeno na SAX i WAX SF pfi shodnych separacnich
podminkach. Pii pouziti WAX DEAE SF nedochazelo k retenci konalbuminu, zatimco
tento protein byl zadrZovan na obou testovanych anexech v této praci. Ob¢ testované SF

jsou vhodné;jsi pro separaci vybranych proteinti nez DEAE WAX SF.
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