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Abstrakt

Pro diagnostiku poruch lipidového metabolismu, které je tieba podrobné
sledovat u fady spolecensky zavaznych onemocnéni, se v poslednich 10 letech
ukazuje jako velmi pfinosné stanoveni velikosti cCastic jednotlivych
lipoproteinovych tiid, piedev§im lipoproteinu o nizké hustoté. Z nckolika
znamych metod jsme zvolili gelovou filtraci s detektorem rozptylu svétla.

Lipoproteinové frakce byly separovany ultracentrifugaci z plazmy ctyf
déarct. Rutinné byly stanoveny biochemické parametry — celkovy cholesterol,
triacylglycerol a celkova bilkovina — pro plazmu i pro jednotlivé frakce.
Kolona plnéna silikagelem BioBasic SEC 300x7,8 mm byla kalibrovana
proteiny thyroglobulinem, ovalbuminem a angiotenzinem Il s UV detekei
(280 nm). Tyto proteiny nejsou vhodné (velikosti) pro kalibraci metody SEC-
LLSD. Proto byly vyzkouseny latexové kulicky rdznych modifikaci a velikosti.
Jediny zdznam se podafilo ziskat od latexovych kulicek barvenych tmavé
modie o velikosti 55 nm, ostatni zdstaly zadrzené v koloné. Lipoproteinové
frakce VLDL a LDL byly zkouméany metodou SEC-LLSD pfi rizném pH (7,3;
7,5; 7,7; 8,0) a iontové sile (0,1M fosfatovy pufr, 0,1M fosfatovy pufr a
0,9% NaCl, 0,05M fosfatovy pufr a 0,9% NaCl). Optimalni mobilni faze je
0,1M fosfatovy pufr a 0,9% NaCl. Dale byla provedena analyza spojenych
frakci VLDL a LDL, kterd poskytla dva nedokonale rozdélené piky. Pro
stanoveni stfedni molekulové hmotnosti by rozdéleni bylo vyhovujici, pro
sledovani kvantitativnich vztahi by bylo tfeba dokonalej§iho rozdéleni —

spojenim vice kolon v sérii, pfipadné volbou jiné stacionarni faze.



Abstract

The disorders of the lipid metabolism have to be monitored for a number of
socially significant diseases. For the diagnosis of these disorders, it turned out
in the last 10 years as very beneficial to determine the particle size of the
individual lipoprotein classes, in particular the low-density lipoprotein. Among
several known methods, we have chosen gel filtration with the light scattering
detector.

Lipoprotein fractions were separated by ultracentrifugation from the plasma
of four donors. Three biochemical parameters — total cholesterol,
triacylglycerol, and total protein — were routinely determined for plasma and
for each fraction. The silica column BioBasic SEC 300x7,8 mm was calibrated
by the proteins thyroglobulin, ovalbumin and angiotensin Il with UV detection
(280 nm). These proteins are not suitable (due to the size) for the calibration
method SEC-LLSD. Therefore, latex beads of various modifications and sizes
were tested. The only usable measurement was obtained for the deep-blue latex
beads of the size 55 nm, the others remained retained in the column. The
lipoprotein fractions of VLDL and LDL were examined by the SEC-LLSD
method at different pH (7.3, 7.5, 7.7, 8.0) and ionic strength (0.1M phosphate
buffer, 0.1M phosphate buffer and 0.9% NaCl, 0.05M phosphate buffer and
0.9% NaCl). The optimal mobile phase is the 0.1M phosphate buffer and 0.9%
NaCl. Further, the mixture of the VLDL and LDL fractions was analyzed,
which yielded two imperfectly divided peaks. To determine the average molar
mass, this distribution would be acceptable. However, to analyze the
guantitative relations more accurately, a more precise distribution would be
needed. It could be achieved by combining multiple columns in a series or by
selecting a different stationary phase.
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1 Uvod

Metody pro studium lipidového metabolismu i pro diagnostiku jeho poruch
zaznamenaly Vv poslednich 50 letech zna¢ny rozvoj. Na pocatku 70. let
minulého stoleti byla prakticky jedinym diagnostickym parametrem
koncentrace celkového cholesterolu. VySetieni tzv. celkové lipemie
spektrofotometricky, které spocivalo v méfeni intenzity produktu sulfo-
fosfovanilinové reakce lipidl, bylo nespecifické a nemélo prakticky zadnou
diagnostickou hodnotu.! Dnes pod pojmem celkovd lipémie rozumime
gravimetrické stanoveni celkovych lipidii v krevnim séru; separovany produkt
mize byt vychozim materidlem pro detailngjsi chromatografické analyzy.
V poloving¢ 70. let tak vyvstala potfeba spolehlivéjSiho parametru pro
diagnostiku  metabolickych poruch, postupné se rozsifilo stanoveni
triacylglycerold. Jejich chemické stanoveni bylo zalozeno na méfeni
oxidacnich produktii uvolnéného glycerolu, ze vzorku vsak bylo tfeba odstranit
rusici fosfolipidy (predevsim lecitin). Konecné teSeni ptinesly az enzymatické
metody zalozené na selektivni hydrolyze triacylglycerolll specifickymi
enzymy. Asi v poloviné 80. let minulého stoleti bylo dostupné i stanoveni
fosfolipidl, zalozené na stanoveni lipidniho fosforu jako fosfomolybdenové
modfi. V soucasné dob¢ se jiz neprovadi.

Existence lipoproteind je znama jiz od 60. let.? Jejich detailni analyza je
nejvyznamnéj$im piinosem pro diagnostiku, ale pfes vSechny pokroky jesté
kone¢ného vysledku nebylo dosazeno. Prvnim krokem v tomto sméru bylo
stanoveni cholesterolu v lipoproteinu o vysoké hustot¢ (HDL-cholesterolu),
k tomu piibylo stanoveni charakteristické bilkoviny pro lipoprotein HDL —
apolipoproteinu Al. Analyza vyzaduje specifickou precipitaci lipoproteint
0 nizké a velmi nizké hustoté¢ (LDL a VLDL). V 80. letech se Kk rutinnim
analyzam pfidalo jesté¢ stanoveni cholesterolu v lipoproteinu LDL, jeho
charakteristického apolipoproteinu B100, a rovnéz elektroforetické¢ stanoveni

celkového profilu lipoproteint s detekei bilkoviny.® Lipoprotein LDL je zniam



jako aterogenni Castice, jeho zvysend koncentrace je jednim z rizikovych
faktort aterosklerdzy a jejich komplikaci. Proto se uptel zajem vyzkumnych
pracovniki pravé na studium tohoto lipoproteinu. V 90. letech se objevily
studie popisujici vyskyt aterogenni frakce LDL s malymi ¢asticemi, nazvanymi
»malé denzni LDL®, které se ve vétsi mife objevuji u osob s metabolickymi

poruchami.*>®

Zacaly se hledat metodiky, které by velikost ¢astic LDL i
dalSich lipoproteinii umoznily stanovit rutinn¢ alespol na specializovanych
pracoviStich. V prvni dekadé¢ nového tisicileti jiz byly publikovany studie
diskutujici vhodnost a objektivitu moznych metod — nuklearni magnetické
rezonance, elektroforézy na gradientu polyakrylamidu, elekroforézy na sloupci
polakrylamidu’ a gelové filtrace na kolonach plnénych TSK gely a sefarozou.?
Pro kontrolu chromatografie, nékdy i pro samotny vyzkum, slouzila ptiprava
jednotlivych lipoproteinti ultracentrifugaci. Detekce byla i vtéto dobé
realizovana UV-VIS detektorem a byly sledovany bilkoviny, pomoci tzv.
,»post-column reaction cholesterol a triacylglyceroly, pfipadné byla provedena
chemickd reakce ve sbiranych frakcich eluatu a chromatogram sestaval
Z jednotlivych bodi.’ Detekce pouze nékteré ze slozek lipoproteint vak
zkresluje kvantitativni vztahy. K detekci velikosti lipoproteinové ¢astice LDL
byl v minulosti jiz pouzit detektor rozptylu svétla, ve srovnani s gradientovou
elektroforézou na polyakrylamidu. Princip detekce v tomto pfipadé spocival ve
sledovani Brownova pohybu a velikost ¢astic byla urCena za zdkladé difuzniho
koeficientu. Vyuzili faktu, Ze mensi &stice se pohybuji rychleji.*

Vsechny dosavadné pouZzivané metody jsou znacn€ pracné a V soucasné
dob¢ je nelze provadét rutinné. Spojeni gelové filtraéni chromatografie by

mohlo nabidnout spolehlivou, jednoduchou a ptfesnou metodu meéteni velikosti

lipoproteinovych ¢astic.
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2 Teoreticka cast

2.1 Lipoproteiny

2.1.1 Charakteristika lipoprotein

Lipoproteiny jsou transportni forma plazmatickych lipida. Jejich tvar je
vétsinou kulovity. Triglyceridy a estery cholesterolu (hydrofobni lipidy) tvoii
nepolarni jadro a jejich transport je zajistén asociaci s polarnéjsimi lipidy, které
jsou zde zastoupeny fosfolipidy a volnym cholesterolem. Ty tvofi povrch
lipoproteinu.  Dalsi  slozkou jsou specifické bilkoviny, nazyvané
apolipoproteiny ¢i apoproteiny. Taktéz prispivaji  k hydrofilité ¢&astice,
transportu hydrofobnich lipidi a dale zajistuji vazbu lipoproteinu na receptory
bunéénych membran a enzyml ¢i vyménu lipidi mezi lipoproteinovymi
titidami. Apolipoproteiny jsou na povrchu ¢astice, zanofeny, a jejich hydrofilni

&ast je orientovana do vodného prostiedi (viz Obr. 2.1).2

Periferni apoprotein
(napf. apo-C)

Voln )
cholesl)éfol Fosfolipid
i&m Ester
cholesterolu
\
\ TnaCnglycerol
\ |
| |
! I
/ !
\;’\ !
ﬁ‘é AR 5 PP
55 T ro tvore
;';fgr'gt'gfn A o B _+” hlavné nepolami-
(napf. apo-B) e - mi lipidy

Jednovrstva tvofena hlavné
polarngjsimi (amfipathickymi) lipidy

Obr. 2.1: Schéma lipoproteinu™

11



2.1.2 Déleni lipoproteint

Kazdy lipoprotein je charakterizovan svym chemickym slozenim a
fyzikélnimi vlastnostmi. Chemické slozeni je dané pomérnym zastoupenim
jednotlivych slozek: fosfolipidli, cholesterolu a jeho estert, triglyceridi a
apolipoproteini. Lipoproteinové frakce délime podle hustoty, flota¢ni
konstanty (Sf), elektroforetické pohyblivosti, chemického slozeni, zastoupeni
jednotlivych  apolipoproteini.  Jednotlivé  lipoproteinové tiidy nesou
z praktickych divodii nazvy charakterizujici Castice na zéklad¢ jejich hustoty:
1) CL - chylomicrons = chylomikrony (chylomikra)

2) VLDL - very low density lipoproteins = lipoproteiny o velmi nizké hustoté
3) LDL - low density lipoproteins = lipoproteiny o nizké hustoté
4) IDL — inermediate density lipoproteins = lipoproteiny o stfedni hustoté

5) HDL — high density lipoproteins = lipoproteiny o vysoké hustot& »**°

2.1.3 Lipoproteiny o velmi nizké hustoté (VLDL)

Plazmatické VLDL jsou syntetizovany v jatrech parenchymovymi bufikami.
Tato tfida lipoproteinii obsahuje v charakteristickém fosfolipidovém obalu
zanotené apolipoproteiny typu Apo B-100, Apo E a vSechny subtypy Apo C.
Apolipoprotein B-100 je syntetizovan na ribozomech endoplazmatického
retikula, v hladkém endoplasmatickém retikulu je zabudovan do lipoproteinu.
Lipoproteiny se zabudovanou proteinovou slozkou prochazi Golgiho aparatem,
kde jsou navazany sacharidové zbytky a jsou uvolnény z jaterni buiky
splynutim sekre¢ni vakuoly s bunéénou membranou do Disseova prostoru a
nasledné do jaternich sinusoidii. Pusobenim lipoproteinové lipazy (LPL)
perifernich tkani a za ucasti lecitin:cholesterol acyltransferazy (LCAT) jsou
VLDL metabolizovany pies meziprodukt (IDL) na LDL (viz Obr. 2.2).
Velikost ¢astic lipoproteinové tiidy VLDL kolisa od 280 do 450 A, stfedni

molekularni hmotnost je 2,6. 10’ daltond.>*>1°
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Obr. 2.2: Pfeména VLDL na dalsi lipoproteinové tfidy.17 NEMK - volné
mastné kyseliny, TAG - triacylglyceroly, C — apolipoprotein C, E -
apolipoprotein E, B1oo — apolipoprotein B-100, LPL — lipoproteinova lipaza

2.1.4 Lipoproteiny o nizké hustoté (LDL)

Lipoproteiny LDL jsou produktem metabolismu VLDL. Vznikaji ptes
meziprodukt, kdy je odStépena Ccast triacylglycerolii, proteini a estert
cholesterolu. Jedinym apolipoproteinem, ktery zustava v ¢astici béhem celého
procesu, je Apo B-100. LDL jsou diky nému rozeznany specifickymi receptory
V bunééné membrané, dochdzi k pinocytéze a odbourdni téchto lipoproteinli
Vv burice (viz Obr. 2.3). Takto se dostava cholesterol a dal$i LDL slozky (véetné
vitaminll rozpustnych v tucich) do cytoplazmy bunék riznych tkani.
Lipoproteiny o nizké hustot¢ jsou zastoupeny nékolika subfrakcemi,
z medicinského hlediska jsou nejzajimavéjsi malé denzni LDL. Obsahuji méné
cholesterolu nez vétsi LDL ¢astice, ale snaze podléhaji modifikaci a diky mensi
velikosti snadnéji pronikaji do subendotelového prostoru a nejsou zachyceny
LDL receptory. Ve srovnani s vétsimi LDL maji tedy vyraznéjsi aterogenni
vlastnosti. Velikost &stic této lipoproteinové tiidy je 120 az 200 A, priimérna
molekularni hmotnost je 2,3. 10° daltoni. Slozeni v LDL &asticich se u kazdého
¢lovéka lisi. U lidi s normalnimi hodnotami lipidd se nachazi pfiblizné stejné

mnozstvi velkych a malych LDL." >89
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Obr. 2.3: Navazani LDL na receptorech bunky, pinocytéza a odbourani; ER —
endoplazmatické retikulum, MK — mastné kyseliny, AK — aminokyseliny, CH

— cholesterol*’

2.1.5 Separace lipoproteint

Fyzikdlni a chemické vlastnosti umoznuji déleni lipoproteinii rtiznymi
separatnimi metodami, zejména elektroforetickymi, ultracentrifuga¢nimi,
precipitanimi  ¢i chromatografickymi. Pro detailni studium slozeni
lipoproteinii lze vzdjemné tyto metody kombinovat. Frakce lipoproteini
prakticky nikdy neni homogenni. To je diisledek variability charakterizujicich
znaki. Cim je hustota lipoproteinové tiidy vétsi, tim je homogenngjsi populace
lipoproteinii.*

Zakladni parametry jsou piehledné uvedeny v Tab. 2.1.
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Tab. 2.1: Slozeni lipoproteint v plazm&”

Slozeni
Procenta celkoveho lipidu
Celkovy -
Prémér | Relativni Prowein | lipid Ester | Chole- ) Volne
Frakee Zdroj (nm) hustota sf (%) (28) Fosfo- chole- sterol masme
| TAG lipid sterolu [volny) kyseliny
Chylomi- Stfevo 90-1000 <0,95 =400 1-z 98-99 88 8 3 1
krony
VLDL Jamra 30-20 0,95- 20- 7-10 50-93 56 20 15 8 1
[streva) 1,008 400
IDL VLDL 25-30 1,006— 12- 11 a9 29 26 34 k] 1
1,019 2
LDL VLDL 20-25 1,019~ 2-12 21 7 13 28 48 10 1
1,063
HDLz Jatraa 10-20 1,063~ 33 67 15 43 31 10
stievo, 1,125
VLDL,
Chylomi
HDL3 krony 7.5-10 1,125- 57 43 13 48 29 [ &
1,210
Tukovi
Albumin- than »1,2810 99 1 o o a a 100
FFA

FFA - volné mastné kyseliny, VHDL (lipoproteiny o velmi vysoké hustoté) je minoritni frakee, jejiz hustota je 1,21 - 1,25

Elektroforetické metody

Povrchovy  elektricky  ndboj  umoZiiuje  separaci  lipoproteind
elektroforetickymi metodami. Je dany slozenim castice a urCuje jeji
elektroforetickou mobilitu. Nejc¢astéji pouzivanou technikou je elektroforéza na
agaroze, kterou lze délit vSechny lipoproteinové tfidy. Je mozné pouzit i jiné
nosi¢e jako napf. polyakrylamidovy gel, acetat celuldézy, papir. Mobilita

lipoproteinovych frakei je rozdilna dle typu nosice (viz Obr. 2.4).%%

POLYAKRYLAMID AGAROSA
VLDL
o . LDL
_om ' . -
— ——  LDL

HDL --.-.HDL

Obr. 2.4: Srovnani elektroforézy lipoproteinovych tfid na polyakrylamidovém

gelu a agardze®
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Po rozdéleni jsou lipoproteiny fixovany a barveny barvivy specifickymi bud’
pro lipid (Sudanové cerii) nebo pro bilkovinu (Coomassie Brilliant Blue); poté
jsou usuSeny a pomoci denzitometrie (metoda méfeni optické hustoty) se
zjistuje relativni zastoupeni nebo obsah jednotlivych frakci. Inovativni
metodou elektroforézy na polyakrylamidovém gelu je tzv. Lipoprint (viz Obr.
2.5). Analyzuje lipoproteinové frakce a podskupiny ze séra i plazmy. Princip
této metody je v méfeni cholesterolu v kazdé frakci, u lipoproteint LDL
rozliSuje az 7 podskupin. Podminkou této separace je koncentrace celkového
cholesterolu > 100 mg/dl.

Pohyblivost lipoproteinovych frakci je ovlivnéna fyzikalnimi vlastnostmi
nosice, naboje lipoproteini a také koncentraci nanaSenych vzorkd.
Elektroforetické metody je nezbytné provadét precizné, Castym zdrojem chyb

. , ’ . svo 1
je také nestandardni kvalita nosict.

SAMPLE. 32-C240 ‘Guantimetrix Lipoprint™ System SAMPLE: S0w037a @uaniimeirix Lipoprini™ System

VLDL WD LoL HDL ViDL (] LoL HOL
[+ B |Al1]|2]|3|4|5]|8 7 [+ B a1 ]2 T

a) h)

@
=
o
o

rma% 120 0D BF B0 121133 80 B 48 191 153
. - oz oz W oM o3 omomo13oa
m o) B OR BOH R e @
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Tonal LDL-C: imofaL) 11
Total Chel, (gL

e = = Rt
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 TYPE A {mainy largs LOL

Obr. 2.5: Analyza lipoproteinovych tiid krevniho séra elektroforézou na

polyakrylamidu: a) fyziologické rozlozeni, b) hyperlipoproteinemie®®

Ultracentrifugacni metody

Pomeér apolipoproteinti vici lipidim urcuje hustotu lipoproteinové Castice,
coz je zékladni rys, ktery umoziuje separaci jednotlivych lipoproteinovych ttid
ultracentrifugaci. Lipoproteiny v prostiedi o rizné hustoté sedimentuji ¢i flotuji

diky gravitaénimu poli ultracentrifugy. Postupnou zménou hustoty je mozné
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izolovat jednotlivé frakce, které mohou nésledné slouzit k detailnéjsi analyze
subfrakci a jinym studiim. Mezi ultracentrifugaénim a elektroforetickym
chovanim lipoproteinti existuji vztahy podminéné sloZzenim lipoproteini a
vlastnostmi nosice (viz Obr. 2.6). Kompletni izolace lipoproteinovych frakci

. . L s . . . 1,24,25
ultracentrifuga¢ni metodou trva nékolik dni a je zna¢né pracna.

POLYAKRYLAMID ucC AGAROSA
start
post-f

B

Obr. 2.6: Srovnani elektroforetické mobility lipoproteini na polyakryl-

amidovém gelu a agardze s délenim ul‘[racen‘[rifugaci22

Precipitac¢ni metody

Princip téchto metod je zaloZen na selektivnim sraZeni lipoproteinli
obsahujicich Apo B-100 nékterymi dvojmocnymi ionty v piitomnosti
sulfopolysacharidii. Lipoproteiny VLDL a LDL jsou vysraZzeny, HDL ziistavaji
v roztoku. Nedostatkem téchto metod je omezené pouziti v piipadé vysoké
koncentrace triacylglycerolt, srazeni VLDL nebyva kvantitativni. Idealni
koncentrace triacylglyceroli je okolo 300 mg/dl. Precipitaéni metody jsou
rychlé, jednoduché a bez narokd na instrumentdlni techniku. Je nutné dbat

zvysené opatrnosti na optiméalni podminky precipitace (teplota, doba stani)."
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Chromatografické metody

Pro separaci lipoproteini je mozné vyuzit gelovou permeacéni
chromatografii (SEC) nebo afinitni chromatografii. U SEC se pro stanoveni
lipoproteinovych frakci vyuzivaji kolony plnéné silikagelem, metakrylatovou
pryskyfici, sefarézou (agaréza). Separace probiha za izokratickych podminek.
U afinitni chromatografie se pouziva kolona plnéna iontovyménnou pryskytici
(ligand diethylaminoethyl) a d¢li lipoproteiny v opa¢ném potadi, nez je bézné —

HDL, LDL, VLDL. Druhou moZnosti je stacionarni faze heparin-sefaroza.'*

Problémem, ptedevsim u elektroforetickych a chromatografickych metod, je
moznost kalibrace. Podobny tvar a definovanou velikost maji naptiklad
latexové kuli¢ky. BohuZzel maji rozdilny povrchovy nédboj, tudiz jsou nevhodné
pro elektroforézu a v chromatografickych kolonach jsou ireverzibilné
zadrzeny. Jedinym moznym feSenim je tedy sada lipoproteinovych frakci, u
kterych je stanovena velikost Castic pomoci elektronového mikroskopu (viz
Obr. 2.7).

VLDL DL
27 - 60 nm 22 —33nm
LDL HDL
17-33 nm 7-12 nm

Obr. 2.7: Lipoproteinové tiidy pod elektronovym mikroskopem22

2.1.6 Detekce pro separaci lipoproteinu

Pro stanoveni lipoproteint se ve vétsiné piipadu pouziva detektor UV-VIS,
jehoz odezva reflektuje bilkovinu, cholesterol ¢i triacylglyceroly s vyuzitim

tzv. ,,post-column reaction®. Tento zplisob detekce nedava objektivni informaci
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o celkovém mnozstvi analyzované latky; napt. lipoprotein VLDL poskytne
velmi malou odezvu na bilkovinu i cholesterol, a vysokou odezvu na svou
hlavni slozku triacylglyceroly. S postupnym zmensSovanim castic lipoproteinti
viadé VLDL-LDL-HDL vzrista odezva na bilkovinu a cholesterol a pro
triacylglyceroly kles4. Jedinou objektivni metodou pro detekci celkového
mnozstvi je pouziti detektoru rozptylu svétla, ktery detekuje mnozstvi hmoty

prochézejici celou.

2.2 Gelova permeaéni chromatografie

Gelova permeacni (filtracni) chromatografie je specialni druh kolonové
kapalinové chromatografie. Tato metoda je vhodna napiiklad pro
zakoncentrovani vzorkl, frakcionaci, ¢i vnasem pfipadé pro stanoveni

molekulové hmotnosti.?

2.2.1 Princip separace gelovou permeacni chromatografii

Déleni neni na principu ustanoveni rovnovahy mezi mobilni a staciondrni
fazi, ale stacionarni faze zde figuruje jako ,,molekulové sito®, tudiz separuje
molekuly dle jejich velikosti. Chromatograficka kolona je naplnéna malymi
Casticemi gelu, ktery obsahuje péry definovanych rozméri. Prostor mezi
¢asticemi gelu a pory je vyplnén roztokem mobilni faze. K separaci dochazi ve
chvili, kdy molekuly riznych velikosti difunduji do kapalné faze piitomné
v porech gelu. Molekuly menSi nez pory gelu difunduji a ¢im je primeér
molekul mensi, tim pronikaji hloubé&ji, jsou déle retardovany a maji vétsi
retencni Cas. Velké molekuly, které maji primér vétsi nez pory gelu, nejsou

5 . I e . . 26,27
zadrzeny viibec, jejich elu¢ni Cas je roven mrtvému objemu kolony. °

2.2.2 Napliné kolon

Na pocatku vyvoje gelové filtratni chromatografie bylo konstrukénim
materidlem sklo. Mezi vyhody patfi chemicka 1 tepelnd odolnost, inertnost,

prihlednost umoziiuje kontrolu plnéni kolony a stav gelového liizka v pribéhu
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pouzivani. Nevyhodou jsou mechanické vlastnosti jako naptiklad mala
odolnost vici tlaku. Proto je v soucasné dobé nejpouzivanéjsim konstrukénim

materialem nerezova ocel, méné Casto titan ¢i nikl.
Nejcastéji pouzivané gely:

Dextranové gely

Dextran je produkt bakteridlni pfemény sachardzy, zesitovany
epichlorhydrinem v alkalickém prostiedi. Dextranovy gel se vyrabi

Z fragmentl dextranu. Komercni nazev je Sephadex.

Agarozové gely

Agaroéza je polysacharid ziskavany purifikaci agaru z moiskych fas. Pri
zpracovani agaru se odstrani nabité polysacharidy, zahtaty roztok
elektroneutralni agar6zy po ochlazeni spontanné tvoti gel. Zesitovani agarozy
se dosahne reakci s 2,3-dibrompropanolem v alkalickém prostiedi. Velikost

p6rt urcuje podil agarézy. Komeréni nazev Sepharosa, Bio-Gel A.

Polyakrylamidové gely

Ptipravuji  se  kopolymeraci akrylamidu (monomer) a N,N’-
methylenbisakrylamidu (dimer). Vyhodou tohoto gelu oproti vySe zminénym je

odolnost proti mikrobidlnimu ristu. Komer¢ni nazev je BioGel P.

Silikagel

Pérovita forma oxidu kiemicitého je nejrozsitenéjsi polarni sorbent. Lze jej
pripravit ve velmi Cisté form¢. Nejcastejsi velikost castic naplné je 3, 5 a 10
um. Aktivnimi centry na povrchu silikagelu jsou hydroxylové resp. silanové
skupiny (Si-OH). Povrch silikagelu je slabé kysely, vice zadrzuje bazické latky
nez neutralni a kyselé a miize zpusobit jejich chvostovani. Tomu lze zabranit
pfidavkem slabé organické baze do mobilni faze. Kolony maji Siroké komer¢ni

vyuziti.
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Dale jsou znamy i gely metakrylatové, polyvinylacetatové, polystyrénové a

dalgj. 28240
2.3 Detektor rozptylu svétla

2.3.1 Metody absolutniho méreni

Zakladni metody absolutniho méfeni jsou zalozeny na zakladnich
fyzikélnich charakteristikdch a jejich vztahu k moldrni hmotnosti. Mezi
nejpouzivanéjSi patii membranova osmometrie, sedimentace, hmotnostni
spektrometrie a rozptyl svétla. Nevyhodou méfeni pomoci membranoveé
osmometrie a sedimentace je casova naro¢nost a schopnost objemové
charakterizace pouze na jedné trovni, bez dal$iho rozliSeni Castic vzorku.
Metody pro separaci ¢astic o rtizné velikosti se zacaly pouzivat az s rozvojem
chromatografie HPLC a SEC. Detektor rozptylu svétla vyuziva téchto
separa¢nich metod a jeho vyhodou je, Ze neni nutné jej kalibrovat pii provadéni

experiment(.*°

2.3.2 Historicky vyvoj detekce rozptylu svétla

Zakladem detekce je rozptyl svétla pii jeho prichodu zkoumanym vzorkem.
Tato méfeni byla v padesatych a Sedesatych letech 20. stoleti nejprve
provadéna s jednim pohyblivym senzorem (Brice-Phoenix, Sofica), ktery na
danych pozicich zachycoval mnoZstvi dopadajiciho svétla. V sedmdesatych
letech zacal byt tento senzor nahrazovan nékolika statickymi, umisténymi pod
ptislusnymi whly (Phillips). Ve stejné dobé se také zacal pouzivat laserovy
zdroj, ktery nahradil konven¢ni zdroj svétla — rtutovou vybojku. Laserovy
zdroj umoziuje vysilat velmi uzky paprsek, diky ¢emuz doslo k vyraznému
zvyseni piesnosti. Pouziva se v detektoru LALLS — Low Angle Laser Light
Scattering (Kaye a spol.), ktery slouzi k méteni svétla dopadajiciho pod uhly

mensimi nez 10° od vysilaného laserového paprsku. Zacatkem devadesatych
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let byl uveden na trh prvni laserovy detektor s vice statickymi senzory MALLS
— Multi Angle Laser Light Scattering.**

2.3.3 Parametry detektoru

V provedenych experimentech se pouziva detektor rozptylu svétla MALLS
SECcurity SLD7000. Tento detektor mé&fi absolutni molekulovou hmotnost,
velikost a prostorovou konfiguraci molekul v roztoku. Pro uréeni absolutni
molekulové hmotnosti je nutné urcit zavislost indexu lomu na koncentraci,
dn/dc.

Zakladnimi komponentami detektoru jsou cylindricka cela, laserovy zdroj,
optickd vldkna a CCD senzor. Laserovy zdroj o vykonu 35 mW vysila
vertikdln¢ polarizovany svételny paprsek o vinové délce 635 nm, ktery
prochazi mobilni fazi se zkoumanymi ¢asticemi, ¢imz dochazi k jeho rozptylu.
Intenzita nese informaci o molarni hmotnosti a thel nese informaci o velikosti
¢astice. Senzory jsou umistény pod thly 35°, 50°, 75°, 90°, 105°, 130°, 145°
(viz Obr. 2.8). Cylindricka cela ma objem 100 pl.%%

Opticka vldkna

LASER

Obr. 2.8: Schematické znazornéni detektoru>*
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3 Cil prace

Cilem préce bylo prostudovat chromatografické chovani lipoproteini LDL a
VLDL metodou gelové permeaéni chromatografic s laserovym detektorem
rozptylu svétla. Bylo nezbytné se zabyvat otdzkou kalibrace, separovat
lipoproteinové tfidy metodou ultracentrifugace z plazmy a také se pokusit
nalézt optimalni sloZeni mobilni faze pro urceni velikosti lipoproteinovych

¢astic.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Aparatura areagencie

Laboratorni Giprava vody Direct Q 3 UV, Millipore, Praha, CR

Multifunkéni centrifuga Megafuge 16/16R, Thermo Scientific, USA
Ultracentrifuga Optima L-100 XP, Beckman Coulter s.r.o, SRN

Analytické vahy Sartorius Analytic AC 120 S, SRN

pH metr pH 6000, Thermo Scientific, USA

Autosampler Finnigan SpectraSYSTEM AS3000, Thermo Electron, USA
Gradientova pumpa Finnigan SpectraSYSTEM, Thermo Electron, USA
Detektor rozptylu svétla SECcurity SLD7000, Brookhaven Instruments, USA
Detektor UV-VIS Accela, Thermo Scientific, USA

Kolona BioBasic SEC 300x7,8 mm s ptedkolonou 100x7,8 mm, Thermo
Electron, USA

Thyroglobulin, ovalbumin, angiotensin 11, Sigma-Aldrich, SRN

Latexové kulicky, Sigma-Aldrich, SRN

Chlorid sodny, Sigma-Aldrich, SRN

Bromid sodny, Sigma-Aldrich, SRN

Hydrogenfosfore¢nan draselny trihydrat, Sigma-Aldrich, SRN
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Sigma-Aldrich, SRN

Azid sodny, Sigma-Aldrich, SRN

Hydroxid sodny, Sigma-Aldrich, SRN

Dvojsodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové, Sigma-Aldrich, SRN

4.2 Priprava hustotnich roztoku pro ultracentrifugaci

OdliSna specifickd hustota lipoproteint, dana jejich odliSnym chemickym
sloZzenim, umoZiluje postupnou zménou hustoty prostfedi izolovat jednotlivé
lipoproteinové frakce.

Hustotu roztoki je tieba pfemétit pomoci pyknometru a piipadné upravit.
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4.2.1 Hustotni roztok p = 1,006 g/ml

NaCl ........oooeeens 232¢g
Na,EDTA.............. 02¢g
NaNs.....coooeeiie... 1,0g
IM NaOH.............. 2 ml

Doplnit destilovanou vodou na 2 .

4.2.2 Hustotni roztok p = 1,157 g/ml

Doplnit hustotnim roztokem o p = 1,006 g/ml na 500 ml.

4.2.3 Hustotni roztok p = 1,182 g/ml

Doplnit hustotnim roztokem o p = 1,006 g/ml na 500 ml.

4.2.4 Hustotni roztok p = 1,210 g/ml

Doplnit hustotnim roztokem o p = 1,006 g/ml na 500 ml.

4.2.5 Pyknometrické méfreni hustoty roztok

1. Zvazit suchy pyknometr i se zatkou. Hmotnost zaznamenat jako m;.

2. Naplnit pyknometr destilovanou vodou. Uzaviit vtlatenim kapilarni zatky

tak, aby po nasazeni piebyte¢na voda byla vytlacena, ¢imZ se zamezi vyskytu

vzduchovych bublin. Pyknometr, mimo zatky, peclivé osusit buni¢inou.

Kapilarni zatku pyknometru jemné piejet suchym prstem. Zvazit. Provést 3x,

primeér zaznamenat jako my.

3. Opakovat stejny postup plnéni pyknometru s hustotnim roztokem. Provést

3x, primér zaznamenat jako ms.

Vypocet: p=(mz—mjy )/(my —my)

25



Pokud vysledny roztok nema pozadovanou hustotu, je nezbytné ji upravit. Pti

vy$si hodnot¢ se prida destilovana voda, pii nizsi sodna sil.

4.3 Fosfatovy pufr

K2HPO4.3H20. ceees 22,82 g

Kazdou navazku doplnit destilovanou vodou na 1 |. Za stalého michani titrovat

prvni roztok druhym do dosazeni pozadovaného pH = 7,0.

4.4 Fyziologicky roztok

Doplnit destilovanou vodou na 1 I.

4.5 Priprava standardu

Thyroglobulin ........ 10,0 mg
Ovalbumin ........... 10,0 mg
Angiotensin Il ......... 10,0 mg

Kazdou navazku rozpustit v 1 ml fyziologického roztoku.

4.6 Priprava vzorku

Do zkumavek s KsEDTA byly odebrany vzorky krve. Biologicky material
byl nejdiive stoen 15 minut pii 1500 ot/min. Automatickou pipetou byl
odebran vrchni dil. Plazmu je tieba odebirat se zvySenou opatrnosti, nad spodni
Casti s erytrocyty je velmi Spatné viditelna vrstva leukocyti. Plazma je dale
pipetovana do ultracentrifugacnich zkumavek spolecné s hustotnimi roztoky.
Ptridava se vzdy ke 3 ml plazmy 1,5 ml hustotniho roztoku. Hustotni roztok je

vybran na zaklad¢ Tab. 2.2 podle pozadované frakce.
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Tab. 2.2: Piehled flotujicich frakci pfi dané hustoté hustotniho roztoku

Material Flotujici frakce Hustota roztoku p (g/ml)
Plasma VLDL 1,006
Plazma VLDL + IDL 1,045
Plazma bez VLDL IDL + LDL 1,183
Plazma bez VLDL a IDL LDL 1,153

Do ultracentrifugac¢ni zkumavky se pipetuje 3 ml plazmy a ud¢la se ryska
v menisku. Pfid4d se hustotni roztok. Ultracentrifugace probiha 20 hod pii
36 tis. ot/min a 10 °C. Po stoCeni se odebere vrchni dil frakce VLDL ¢i
VLDL+IDL po vyznafenou rysku (viz Obr. 4.1). Ptida se opét 1,5 ml
hustotniho roztoku a peclivé rozmicha tyCinkou. Dalsi frakce se toci pfi
stejnych podminkach. Pokud by se odebralo vice, nez ukazuje ryska, je
nezbytné nejdiive po znacku piidat hustotni roztok p = 1,006 g/ml a pak az
nami zvoleny. Lipoproteiny v separovanych frakcich maji dvojnasobnou

koncentraci ve srovnani s plazmou.

Obr. 4.1: Separované lipoproteinové frakce: a) VLDL, b) LDL
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5 Vysledky a diskuze

Pro studium lipoproteini jsme vyuzili dvou detektorii zapojenych v sérii.
Detektor UV-VIS méfil pii vinové délce 200 nm, ktera je uvadéna pro vétsinu
lipidi, a dale pti délce 280 nm charakteristické pro proteiny. Detektor LLSD
poskytoval odezvu paprsku pod 7 uhly (35°, 50°, 75°, 90°, 135°, 150° a 175°).

5.1 Ovéreni retenénich ¢asu

Pted zahdjenim analyz lipoproteinii bylo nezbytné zkontrolovat funkcnost
kolony. PfiiloZzeny chromatogram proteinovych standardd od vyrobce byl
ziskan na kolon¢ stejné¢ho typu, ale jinych parametra (Tab. 5.1). Srovnani

reten¢nich ¢ast u obou kolon uvadi Tab. 5.2.

Tab. 5.1: Parametry kolon

Podminky Dodana kolona Vzorovy chromatogram

BioBasic SEC 300, Sum | 300x7.8 mm 300x4.6 mm

Velikost porii 300 A 300 A

Mobilni faze 0,1M fosfatovy pufr 0,1M fostatovy pufr
pH=7,0 pH=7,0

Pritok 1 ml/min 0,35 ml/min

Vlnova délka 280 nm 280 nm

Nastiik 20 ul 20 ul

Tab. 5.2: Reten¢ni Casy proteinovych standardi

Standard \ rozmér kolony SEC ~ 300x7,8 mm 300x4,6 mm
thyroglobulin 7,35 min 6,33 min
ovalbumin 9,96 min 8,62 min
angiotenzin 11 13,08 min 11,13 min

Jednotlivé chromatogramy s UV detekci pii vinové délce 280 nm ziskané na

koloné o rozmérech 300x7,8 mm jsou uvedeny na Obr. 5.1.
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Obr. 5.1: Chromatogramy proteinovych standardt
Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH = 7,0, 1 ml/min

Analyza thyroglobulinu s detekci LLSD a UV o vlnovych délkach 200 nm a
280 nm na kolon¢ SEC 300x7,8 mm je uvedena na Obr. 5.2.

UVAIs Chrompack
o o & 9 = 9 o o
Eobo R in @ w

=]
=

&

o
o

=]
[

&
=

o
o

o
&

o
=

o
4

T T[T T T T T T I T I I I T T T T T T TTT T o
0 1 2 3 4 7 8

Time

Obr. 5.2: Zaznam chromatogramu thyroglobulinu s detekci a) UV, b) LLSD
Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH = 7,0, 1 ml/min

29



Ziskané analyzy prokazaly, ze kolona poskytuje obdobné chromatogramy
jako vzorovy chromatogram od vyrobce. Kalibracni zavislost logaritmu

molekulové hmotnosti na reten¢nim ¢ase je uvedena v Tab. 5.3 a na Obr. 5.3.

Tab. 5.3: Deklarovana molekulova hmotnost v zavislosti na retenénim ¢ase

Protein Reten¢ni ¢as (min) | Molekulova hmotnost (kDa) | log M,
thyroglobulin 7,35 660,0 2,82
ovalbumin 9,96 45,0 1,65
angiotenzin 11 13,08 1,045 0,02

35

25 \.\ ¢ thyroglobulin

- ¢ ovalbumin
# angiotenzin Il
15

05 \

7 8 9 10 1 12 13 14

Log Mr

Retencni ¢as (min)

Obr. 5.3: Kalibra¢ni zavislost molekulové hmotnosti (kDa) na retenénim ¢ase

Nameéftena zavislost odpovida tdajam od vyrobce. Pouziti této zavislosti pro
urceni molekulovych hmotnosti lipoproteinil je sporné, protoze prevazné lezi
mimo méfenou oblast. Navic lipoproteiny nejsou homogenni makromolekuly,
ale heterogenni castice sobsahem fady rGznych molekul. Optimalni pro
kalibraci by byly ¢astice definovaného rozméru a kulovitého tvaru, jako maji

lipoproteiny. Proto jsme vyzkouseli vzorky latexovych kulic¢ek.
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5.2 Kalibrace pomoci latexovych kulicek

Pro experiment byla zvolena kalibrace pomoci latexovych kulicek.

K dispozici byly nasledujici latexové kulicky od firmy Sigma o specifické

velikosti:

— Latexové¢ kuli¢ky polystyrenové, velikost ¢astic 0,1 pm

— Latexové kulicky obarvené tmavé modie (deep blue dyed), velikost ¢astic
0,055 pm

— Latexové kulicky obarvené tmavé modie (deep blue dyed), velikost ¢astic
0,24 um

— Latexové kulicky polystyrenové modifikované sulfatem (sulfate-modified
polystyrene), velikost ¢astic 0,1 pm

— Latexové kulicky polystyrenové modifikované karboxylem, fluoreskujici
Zluto-zelené (carboxylate-modified polystyrene, fluorescent yellow-green),

velikost ¢astic 0,03 um

Tato metoda kalibrace by byla pouzitelna, pokud by latexové kulicky o
alespoit tfech ruznych velikostech davaly vhodnou odezvu. Ze vSech
testovanych vzorki jsme obdrzeli odezvu pouze z kulicek obarvenych modie o
velikosti 0,055 pum, ostatni vzorky zlstaly zadrzené v koloné. Zaznam tohoto

vzorku je uveden na Obr. 5.4.
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PSS SLD 7000/B1-Mwe
PSS SLD 7000/BI-Mwe,
PSS SLD 7000/B1-Mwe
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Obr. 5.4: Chromatogram latexovych kuli¢ek deep blue o velikosti 0,055 um

Vzorek: latexové kuli¢ky o velikosti 0,055 pm, natedén 1:1, nésttik: 20 pl
Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH = 7,5 a 0,9% NaCl, 1 ml/min

Vzorek latexovych kuli¢ek poskytl chvostujici pik, ktery ziejmé v maximu
odpovida deklarované velikosti, ale pravdépodobné obsahuje jesté¢ populaci
dalsich ¢astic s postupné klesajici velikosti. Bohuzel nebylo v naSich
moznostech tuto hypotézu ovéfit. ReSenim by mohlo byt proméfeni vzorku

elektronovym mikroskopem, ktery v dobé méfeni nebyl dostupny.

5.3 Reprodukovatelnost retenc¢nich ¢asu VLDL a LDL

Pro test aparatury jsme provedli sérii méfeni obou lipoproteinovych frakci.
Statistické zhodnoceni reten¢nich ¢as (min) je uvedeno v Tab. 5.4. M¢teni
bylo provedeno v mobilni fazi o pH 7,5. Vysledek povazujeme za uspokojivy,

je opét v souladu s udaji uvadénymi vyrobcem kolony.*

Tab. 5.4: Statistické zhodnoceni reprodukovatelnosti reten¢nich Cast

Meétfeni | RRT; | RRT, | RRT3 | RRTs | RRTs | Median | SD RSD

[ frakce | (min) | (min) | (min) | (min) | (min) | (min) (min) (%)

VLDL |513 |[531 |516 |522 |519 |519 6,3.107° | 1,21

LDL 6,01 599 |590 |6,04 |6,05 |6,01 5,3.107 | 0,88
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5.4 Analyzy lipoproteinovych tfid VLDL a LDL

Pro optimalizaci metody bylo nezbytné proméfit rtizné podminky pro
analyzy VLDL a LDL a najit nejvhodnéjsi. Pfirozenym prostfedim pro
lipoproteiny v zivém organismu je fyziologicky roztok pufrovany fosfatem.
Vyuziti tohoto roztoku pro chromatografické déleni lipoproteinovych frakci
bylo popséano fadou autori.*>*

Zkoumali jsme vliv pH a iontové sily na retencni Cas, tvar piku a jeho
velikost. Analyzovali jsme separované lipoproteiny LDL a VLDL 4 osob —
dobrovolnych darct. V plazm¢ a jednotlivych frakcich byly zméfeny
koncentrace celkového cholesterolu (TC), triacylglyceroli (TAG) a celkové
bilkoviny (CB) rutinnimi vySetfovacimi metodami. VySeteni bylo provedeno

v Centralnich laboratotich Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostiky

Vseobecné fakultni nemocnice V Praze.
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5.4.1 Chromatogramy VLDL a LDL vzorku A - vliv pH

Vzorek A: muz, 55 let
Biochemické parametry v plazmé: TC 5,34 mmol/l, TAG 1,65 mmol/l,
CB 70,5 g/l

v pH=7,3 wd i PH=75
512
E EE
, 2 A
I
. .
.
L , .
f1a
HEE Fy s
EE
H 0s 05
o o
0
: !
04 6,36 04 |
VA~ AN
01 T 01
Iy B e
- "
® pH=7,7 wd i pH=8,0
11 22 3| 1
, .
. .
, .
6,23
ook =
o o
3 3 ,‘
0 |
]
o |
_ _ _ _ _if
B
R AP St s D e D e e e

Obr. 5.5: Vliv pH na chromatogram VLDL vzorku A.

Znacka v Case 5,50 ukazuje retencni Cas standardu velikosti castic 55 nm.
Biochemické parametry frakce: TC 0,46 mmol/l, TAG 1,26 mmol/l, CB 0,8 g/I,
nastiik: 20 pl

Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH = 7,3; 7,5; 7,7; 8,0; pratok 1 ml/min

34



24 122 pH=7,3 243 12 pH=7,5 Color
3 3 -—
=
23 224 1 =]
3 3 —
=
w0 10 20 ° —
=
09 08 e
18 18 == 2 PSS S0 T00/BIMwa
08 08
15 16
5 07 2 5 oz
S S
H H
e CH H 06
c1237 C 12
B B
H os H o5 5,79
10 10
04 2 04
o8 o8
03 03
o5 os
02 6,59 02
0a oe 2,99
o1 4
02 02
00
00 0o
01
s e L I s L e |
s s Y s 1 12 15 1
I I pH=8,0
223 u
20 °
08
18
08
16
5 oz
S
H
H 06
C 12
H 0s
10
04
o8
03
os
02
5,16
04 4,72 6,13
o1
02
" L
0o
01 0
S P T A it st TP F TP PP AT P I e e ey
3 s s u 12 Y 1 s s Y e i 1 12 15 1

Obr. 5.6: Vliv pH na chromatogram LDL vzorku A.

Znacka v Case 5,50 ukazuje retencni Cas standardu velikosti ¢astic 55 nm.

Biochemické parametry frakce: TC 2,54 mmol/l, TAG 0,23 mmol/l, CB 1,0 gl/I,

nastiik: 20 pl

Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH = 7,3; 7,5; 7,7; 8,0; pratok 1 ml/min
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5.4.2 Chromatogramy VLDL a LDL vzorku B - vliv pH

Vzorek B: Zena, 54 let
Biochemické parametry v plazmé: TC 5,55 mmol/l, TAG 1,20 mmol/l,
CB 71,6 g/l
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Obr. 5.7: Vliv pH na chromatogram VLDL vzorku B.

Znacka v case 5,50 ukazuje retencni Cas standardu velikosti ¢astic 55 nm.
Biochemické parametry frakce: TC 0,40 mmol/l, TAG 0,81 mmol/l, CB 1,0 g/l,
nastiik 20 pl

Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH = 7,3; 7,5; 7,7; 8,0; pratok 1 ml/min
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Obr. 5.8: Vliv pH na chromatogram LDL vzorku B.

Znacka v case 5,50 ukazuje retencni Cas standardu velikosti ¢astic 55 nm.
Biochemické parametry frakce: TC 3,48 mmol/l, TAG 0,24 mmol/l, CB 1,6 g/I,
nastiik 20 pl

Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH =7,3; 7,5; 7,7; 8,0; pratok 1 ml/min
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5.4.3 Chromatogramy VLDL a LDL vzorku C - vliv pH

Vzorek C: zena, 25 let

Biochemické parametry v plazmé: TC 5,05 mmol/l, TAG 0,78 mmol/l,

CB 68,6 g/l
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Obr. 5.9: Vliv pH na chromatogram VLDL vzorku C.

Znacka v case 5,50 ukazuje retencni Cas standardu velikosti ¢astic 55 nm.

Biochemické parametry frakce: TC 0,19 mmol/l, TAG 0,46 mmol/l, CB 0,9 g/I,

nastiik: 20 pl

Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH = 7,3; 7,5; 7,7; 8,0; pratok 1 ml/min
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Obr. 5.10: Vliv pH na chromatogram LDL vzorku C.

Znacka v case 5,50 ukazuje retencni Cas standardu velikosti ¢astic 55 nm.
Biochemické parametry frakce: TC 2,74 mmol/l, TAG 0,17 mmol/l, CB 1,1 g/I,
nastiik: 20 pl

Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH =7,3; 7,5; 7,7; 8,0; pratok 1 ml/min
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5.4.4 Chromatogramy VLDL a LDL vzorku D - vliv pH

Vzorek D: Zena, 69 let
Biochemické parametry v plazmé: TC 5,97 mmol/l, TAG 2,15 mmol/l,
CB 76,7 g/l
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Obr. 5.11: Vliv pH na chromatogram VLDL vzorku D.

Znacka v Case 5,50 ukazuje retencni Cas standardu velikosti ¢astic 55 nm.
Biochemické parametry frakce: TC 0,45 mmol/l, TAG 1,45 mmol/l, CB 0,7 glI,
nastiik: 20 pl

Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH = 7,3; 7,5; 7,7; 8,0; pratok 1 ml/min
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Obr. 5.12: Vliv pH na chromatogram LDL vzorku D.

Znacka v case 5,50 ukazuje retencni Cas standardu velikosti ¢astic 55 nm.
Biochemické parametry frakce: TC 3,72 mmol/l, TAG 0,46 mmol/l, CB 1,3 g/I,
nastiik: 20 pl
Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH =7,3; 7,5; 7,7; 8,0; pratok 1 ml/min
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Chovani lipoproteinii bylo sledovano pti hodnotach pH mobilni faze 7,3,
7,5, 7,7 a 8,0 (viz Obr. 5.5-5.12). Z uvedenych chromatogrami je zifejmé, zZe
pH ovliviiuje jak retencni Cas piku, tak i1 velikost odezvy. Posun retencniho
Casu k vy$sim hodnotdm odpovidd zmenSeni velikosti Castice. Je mozné, ze
obal lipoproteinu, ktery obsahuje cholinovou hlavu fosfolipidu, volny
cholesterol a bilkovinné slozky (apolipoproteiny), reaguje na zménu acidity
zménou konformace jednotlivych slozek. Je znamo, ze na lipoproteiny jsou
vazany lipolytické enzymy (pfevazné pankreatickd lipaza), jejiz pH optimum
je 9; dlouhodobym skladovanim vzorkt doslo k prakticky Gplnému rozstépeni.
V ramci analyzy tento trend neni patrny, ale pfi pH 8 je na zdznamech vidét
dalsi pik pii 280 nm, ktery odpovida nizkomolekularnim slozkam. Tento efekt
je mnohem vyraznéj$i u LDL nezZ u VLDL. Pro dalsi studium jsme zvolili
hodnotu pH mobilni faze 7,5.

Daéle je mozné, ze zménou pH dochdazi k urcité modifikaci staciondrni faze —

o1e . , 1 , ox: - 1 v 1,40
silikagel je zndm svou citlivosti vii¢i alkalickému prostredi.
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5.5 Analyza vzorku B pFi rizném slozeni mobilni faze

PSS 5LD 7000/B1-Mwd,
PSS SLD 7000/B1-Mwé
P35 SLD 7000/B1-Mwat
PSS SLD 7000/B1-Mwé,
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Obr. 5.13: Vliv iontové sily na chromatogram VLDL vzorku B
a) 0,1M fosfatovy pufr s 0,9% NaCl, pH 7,5

b) 0,1M fosfatovy pufr bez NaCl, pH 7,5

¢) 0,05M fosfatovy pufr s 0,9 % NaCl, pH 7,5

Ptidani NaCl do mobilni faze v koncentraci odpovidajici fyziologickému
roztoku snizilo reten¢ni €as, coz odpovida zvétSeni Castice; snizeni koncentrace
fosfatu za ptitomnosti NaCl reten¢ni Cas zvySilo a Castice za téchto podminek
ma mens$i rozmér, viz Obr. 5.13. Pro dalsi studie proto navrhujeme slozeni
mobilni fdze chromatogramu a), které se nejvic blizi fyziologickym
podminkam. ZvySovani koncentrace NaCl by ovlivnilo konformaci proteinti na
povrchu lipoproteinu a pravdépodobné zmeénilo velikost Castice. Cilem je
urCeni velikosti za fyziologickych podminek. Asymetrie piku muze byt
dasledkem pfitomnosti Sirsi populace velikosti ¢astic a pravdépodobné tvori

obalovou kfivku.
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5.6 Spole¢na analyza lipoproteinovych frakci VLDL
alLDL

Dalsim krokem byl pokus o analyzu spojenych frakci LDL a VLDL (viz
Obr. 5.14), coz by umoznilo stanovit primérnou velikost castic obou
lipoproteinovych tfid na zakladé jedné ultracentrifugacni separace. Zde jsme
sledovali ptedevsim vliv pritoku, jelikoZz nejvhodnéjsi prostiedi jiz bylo

vybrano pfi analyzach samostatnych frakei.

PSS SLD 7000:BI-Mwd,
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PS5 SLD 7000/BI-Muwd,
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Obr. 5.14: Analyza spojenych frakci VLDL a LDL vzorku B
Mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH = 7,5 s 0,9% NaCl, 1 ml/min (a) a 0,5
ml/min (b)

Analyzou spojenych frakci jsme dostali dva nedokonale rozdélené piky, u
kterych by bylo moZné urcit sttedni velikost ¢astic. ProtoZe latexové standardy
neposkytly az na jednu vyjimku odezvy, nemohli jsme urcit kalibra¢ni

zavislost molekulové hmotnosti na reten¢nim ¢ase. Vzorky VLDL ve srovnani
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s latexovym standardem o velikosti 55 nm vykazovaly vétsi velikost ¢astic,
vzorky LDL mensi velikost. Konkrétni ¢iselné hodnoty nebylo mozné zjistit.
Spolehlivou kalibraci kolony lze provést pomoci separovanych lipoproteint,
jejichz  velikost byla urcena elektronovym mikroskopem. Tato technika
bohuzel nebyla v dob¢ vypracovani studie k dispozici.

Déleni viech lipoproteinovych tiid véetng HDL sledovali Carroll a Rudel®
na kolonach TSK SW 3000, TSK SW 4000 (silikagel) a TSK PW 5000
(metakrylat). Kolony mély rozmér 600x7,5 mm a byly zapojeny v sérii
v riznych kombinacich. Nejlepsiho rozdéleni lipoproteint LDL a VLDL bylo
dosazeno spojenim vsech tfi kolon, coz predstavuje celkovou délku 1800 mm,
tedy Sestkrat vétsi nez nase kolona. Lze ptfedpokladat, Ze spojenim alesponi
2 kolon bychom rovnéz dosahli lepSiho rozdéleni. Ze srovnani analyz je
ziejmé, ze kolona BioBasic SEC 300 ma lepsi separacni vlastnosti. Autofi
poukdzali také na niz§i stabilitu i zivotnost kolon plnénych silikagelem ve
srovnani s kolonou plnénou metakrylatem.

Dalsi autofi*® rozdélili lipoproteiny izolované ultracentrifugaci na koloné
300x10 mm plnéné sefarézou. Velikost LDL stanovili pomoci 2 kalibratort
LDL o znamé velikosti. Referencni metodou byla elektroforéza na gradientu
polyakrylamidu.

V nov¢;jsi studii sledovali Nanjee et al.*® chemické slozeni lipoproteinovych
tiid separovanych rovnéz na sefaréze. Zaznam chromatogramu byl sestaven
zZ jednotlivych eluovanych frakei, ve kterych byly analyzovany jednotlivé
lipidy. Frakce lipoproteinti byly dokumentovany elektronovym mikroskopem,

zméfené velikosti ¢astic v§ak neslouzily ke kalibraci kolony.
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6 Zaver

Cilem prace bylo optimalizovat metodu SEC-LLSD, tedy najit vhodné
podminky pro analyzu lipoproteinovych frakci VLDL a LDL. Z vysledku Ize
urcit optimalni mobilni fazi 0 slozeni 0,1M fosfatovy pufr a 0,9% NaCl, pH 7,5
a prutoku 1 ml/min. Elu¢ni ktivky chvostuji, coz mize byt zpisobeno jednak
nehomogenitou lipoproteinovych frakci, jednak faktem, Ze kolona plnéna
silikagelem je citliva na pH > 7, a moZzna i mirn¢ bazickym charakterem
lipoproteind.

Dalsim pokusem byla spole¢né analyza lipoproteinovych tfid VLDL a LDL.
Dokonale oddélit obé frakce se nezdatilo, zlepSeni by se dalo docilit spojenim
dvou nebo vice kolon v sérii. V kolonach pro feSeni této problematiky je velmi
maly vybér. V budoucnu by bylo vhodné zkusit separaci na kolon¢ plnéné
sefarézou.

Neuspésné analyzy latexovych kuli¢ek vypovidaji o nevhodnosti daného
materidlu ke kalibraci. Nejspi§ byly trvale zadrZzeny ve stacionarni fazi.
Bohuzel se timto pfiSlo o nejsnazsi a nejekonomictéjsi moznost kalibrace.
lipoproteiny pfedem zméfenymi elektronovym mikroskopem, coz by mohlo

byt pfedmétem dalsi prace.
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