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Seznam nejéastéji pouzivanych zkratek a symboliu

A absorbance

Ac acetyl

AcOH kyselina octova

aq. vodny (roztok)

AAS atomova absorp¢éni spektrometrie

AIBN 2,2-azobis(isobutyronitril)

BSA hovézi sérovy albumin

CP N-(2-pyridylmethyl)glycin

CHCl; chloroform

d dublet (v NMR spektrech)

dd dublet dubletu (v NMR spektrech)

DEGMA 2-(2-hydroxyethoxy)-ethylester 2-methyl-2-propenové kyseliny
DE-IDA diethylester kyseliny iminodioctové

DMAP 4-(N,N-dimethylamino)pyridin

DMF N, N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

EDMA 1,2-ethandiylester 2-methyl-2-propenové kyseliny
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ECH epichlorhydrin

ekv. ekvivalent

ELISA metoda pro detekci protilatek

EtOH etanol

GMA 2,3-epoxypropylester 2-methyl-2-propenové kyseliny
HEMA 2-hydroxyethylester 2-methyl-2-propenové kyseliny
HEWL lysozym (z vaje¢ného bilku)

HCH lidsky choriogonadotropni hormon

HMYO lidsky myoglobin

HPLC vysokotlaka kapalinovéa chromatografie

HPMA 2-hydroxypropylester 2-methyl-2-propenové kyseliny
8-HQ chinolin-8-ol



HRP

HSA

IBA

IC

IDA

IgG,

IMA nosi¢/sorbent

IMAC
IMAM

LEC
MAC
MAH

MeOH
MMA
NTA
OPS
OVA
ProP

Tacn
THCC
TLC
Uv
SEM

kfenova peroxidaza

lidsky sérovy albumin

2-methylpropyl-acetat

infracervena (spektroskopie)

kyselina iminodioctova

imunoglobulin tfidy G, podtiidy IgG,

nosi¢/sorbent pro afinitni chromatografii na imobilizovanych kovovych
iontech

afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech
membrana pro afinitni chromatografii na imobilizovanych kovovych
iontech

spin - spinova interakéni konstanta (v NMR spektrech)
chromatografie s vyménou ligandu

N-metakryloyl-L-cystein methyl ester

N-methakryloyl-L-histidin methyl ester

methyl
metanol
methylester 2-methyl-2-propenové kyseliny

kyselina nitrilotrioctova

L-fosfoserin

ovalbumin

kyselina 3,18-divinyl-2,7,13,17-tetramethylporphin-8,12-dipropanova
kvadruplet (v NMR spektrech)

triplet (v NMR spektrech)

1,4,7-triazocyklononan

cytochrom c (tuna heart)

chromatografie na tenké vrstve

ultrafialovy

rastrovaci elektronova mikroskopie

vilnova délka (v UV spektrech)
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1. UVOD

Prvni zminka o imobilizovanych kovovych iontech na pevném nosic¢i pochazi z roku 1855,
kdy byla v knize Friedlieba Ferdinanda Rungeho ,,Der Bildungstrieb der Stoffe* [1] popséna
impregnace roztokt kovovych soli v pergamenu. V roce 1939 vyuzili Erlenmayer a Dahn [2]
navazanou chelatujici skupinu (chinolin-8-0l) na pevném nosi¢i (silikagelu) k zachyceni
kovovych ionti. Princip komplexace kovového iontu svhodnym ligandem ¢i
multiligandovym uskupenim, tzv. chelatujici skupinou, kterd je pfipojena na nerozpustném
nosici, je $iroce vyuZivan pro separaci kovovych iontd od 50. let 20. stoleti dodnes.

V roce 1975 vsak Porath a jeho spolupracovnici [3] ukazali, Ze imobilizovanych kovovych
iontd je moZno vyuZit pro separaci proteini. Chelatujici skupiny - kyselina iminodioctova a
N,N,N-tris(karboxymethyl)ethylendiamin byly kovalentné navazany na agarézovy gel a po
vytvofeni komplexii s ionty Cu®*, piip. Zn**, byly lispéiné rozdéleny proteiny lidského séra.
Tato prace znamenala vznik nové metody, dnes nazyvané chromatografie na imobilizovanych
kovovych iontech (IMAC - ,immobilized metal affinity chromatography*). Ackoli diky
rozvoji této metody byla vyc¢isténa, separovana a prozkoumana celda fada pfirodnich i
transgennich proteind, autofi zlstavali vétSinou vérni systému zavedenému Porathem, tj.
kyseliné iminodioctové navazané na agaré6zovém gelu. Jen ziidka byl jako pevny nosi¢ pouZzit
jiny polysacharid ¢i anorganicky silikagel. V poslednim desetileti jsou vSak ptirodni
polysacharidové nosice stale vice nahrazovany nosi¢i syntetickymi, polymernimi, které jsou
zaloZené zpravidla na esterech kyseliny methakrylové. Maji nékolik vyhod proti svym
ptirodnim proté&jskim. Kromé snadné skladovatelnosti a odolnosti proti mikrobtim je jejich
velkou ptednosti definované chemické slozeni a strukturni parametry nastavitelné volbou
experimentalnich podminek pfi jejich pfipravé. Proces hledani novych polymernich nosici
s vhodnymi parametry je stale ve stadiu vyvoje. Ac¢koli je zfejmé, Ze struktura nosice jakoZ i
typ a koncentrace chelatujici skupiny maji velky vliv na chromatografickou separaci,
neexistuje systematicka studie ani obecny model, podle né¢hoz by se na zakladé znalosti
parametri nosice, kvality a koncentrace chelatujici skupiny dalo usuzovat na efektivitu IMA
procesu.

Piispévek k feSeni téchto problému je obsahem piedkladané disertaéni prace.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech (IMAC), princip metody

Kovové ionty hraji v piirodé dilezZitou tlohu. Nékteré jsou obsaZeny v Zivé burice a jsou
pro Zivot nezbytné, jiné jsou naopak toxické. Z Sirokého vyuziti kovovych iontid tato prace
pojednavd o jejich uloze v ligandové vyménné chromatografii a predevSim pak v jeji
specifické soucasti, v chromatografii na imobilizovanych kovovych iontech (dale jen IMAC).
Specialné se pak zaméfime na gely simobilizovanymi kovovymi ionty, které jsou pro
ligandovou vyménu na kovovém iontu pouzivany.

Ligandova vyména na imobilizovaném kovu je vysledkem schopnosti piistupujiciho
ligandu substituovat slabé vazany ligand, vétSinou vodu, v komplexech kovi. Kovy mohou
dat nebo pfijmout elektrony z atomi ligandu. Podle definice [4] je ligandové vymeénna
chromatografie ¢i chromatografie svyménnou ligandu (LEC-,ligand exchange
chromatography*) proces, kdy se interakce mezi stacionarni fazi a separovanou molekulou
vyskytuje béhem tvorby koordinaéni vazby uvniti koordinaéni sféry iontu tvoriciho komplex;
vedoucim principem je interakce mezi elektron donorovou skupinou a akceptorem elektront.
Ligandova vyména na imobilizovaném kovovém iontu je pak vyuZivana pro kvantitativni
rozbory toxickych aniontd [5,6], separace karbohydrati [7], substituovanych fenold [8,9],

imidazolu a jeho derivatt [10] a biopolymeri (IMAC).
2.2. Separace a purifikace bilkovin, vliv kovového iontu

Efektivita ligandové vymény na imobilizovaném kovovém iontu je ovlivnéna povahou
kovu. Zakladem pro pochopeni vlivu kovového iontu v LEC a IMAC je Pearsonovo pojeti
meékkych a tvrdych kyselin a bazi [11]; kovové ionty miZeme je rozdélit podle miry jejich
polarizovatelnosti na tvrdé a meékké. Nepolarizovatelné nebo téz ,,tvrdé™ kovové ionty, jako
napftiklad Fe3+, Mg2+, Ca2+, Al3+, Ga3+, In’ " se silng asociuji s kyslikem, zatimco ,,m&kké*
kovové ionty, Pd*", Ag’, Cd*, Hg*nebo TI’* jsou ty, které se nejsnadnéji polarizuji
v elektrickém poli a které uptfednostiiuji ,,mékké” atomy jako je sira. Koordinacni vazby
vytvoiené s mé€kkymi kovy jsou kovalentni, s tvrdymi kovy iontové. lonty stfedniho typu,

kterymi jsou napt. Cu®*, Zn**, Ni** a Co®" se preferen¢éné koordinuji s amino-nebo imino-



dusikem, ale interaguji také s kyslikem a sirou. Proto jsou nazyvéany stfedni (intermediarni)
nebo ¢astéji ,,hraniéni* (borderline).

V IMAC, ktera patii do skupiny pseudobiospecifickych metod, slouzi jako donory nebo
akceptory elektronti funkéni skupiny na povrchu proteinu, zpravidla piistupné postranni
fetézce aminokyselin. Tyto aminokyseliny jsou vystaveny vlivu kovu, véazaného pres
chelatacni gel, ktery ma volnou kapacitu pro tvorbu dalSich koordina¢nich vazeb. Bilkovina
miZe byt tedy ke kovu reversibilné vazana n€kolika typy sil [12]:

1. iontova adsorpce kontrolovana nabojem

(P)yntMe™ + Pr—-COO" — (P) nnMe™ OOC-Pr
2. koordinac¢ni vazba

(PyntMe™ + :N-Pr — (P) nnMe" :N-Pr
3. silna kovalentni vazba

(P)ynnMe™ + HS-Pr — (P) nnMe™"" —S—Pr

Ktery z uvedenych typt interakce bude pfevazovat zavisi na pouZitém kovovém iontu. Je
pravdépodobné, Ze asparagova a glutamova kyselina obsahujici ,,tvrdé* kyslikové atomy
budou zahrmuty ve vazbé proteinti s tvrdymi kovovymi ionty [13]. Lidsky pB-interferon
obsahujici thiolové skupiny se zase vaZe specificky k chelatim mékkych, pfipadné téz
hrani¢nich kovl [14]. Z toho vyplyva selektivita jistych proteind k jistym kovovym iontim.
Toho je vyuzivano naptiklad pro separaci fosfoproteint, které se selektivné vazi na chelaty
tvrdych kovovych iontli, z nichZ nejcastéji je pouZivan kation Zelezity. Selektivitu lze
demonstrovat téZ napf. pro nékteré sérové proteiny, které byly na komplexech ,,m&kkého*
TI** pii optimalnim pH (7,6) siln& adsorbovany, zatimco na komplexech ,,tvrdych® Al**, Ga®*
a In’" nikoli [15]. Pokud ma kovovy komplex silny zaporny efektivni naboj, mohou
v interakci aminokyselinovych postrannich fetézcti s kovovymi ionty figurovat téZ napf.
aminoskupina lysinu nebo guanidinovy kruh argininu.

V IMAC jsou vSak nejpouzivanéj$imi kovové ionty hrani¢ni, pfi€emZ jejich komplexy
vazi proteiny bohaté pfedevsim na histidin. Je to proto, Ze za fyziologickych podminek funkci
primarni donorové skupiny plni imidazolovy kruh histidinu. V mensi mife k interakci
pfispivaji také ostatni aminokyselinové zbytky, zejména cysteinové, ale také aromatické
postranni fetézce tryptofanu, tyrosinu a fenylalaninu. Velmi slabé interaguji téz

aminokyseliny arginin, methionin a glycin. Dominantni pfispévek dusikovych atomi



imidazolového kruhu histidinu v interakci proteinii s hrani¢énimi kovovymi ionty byl prokdzan
experimentalné i teoreticky; z experimentalnich praci uved’me naptiklad €asto citovanou préci
Sulkowskiho [16], ktery zkoumal vztah mezi retenénim chovanim proteini s riiznym obsahem
histidinovych a tryptofanovych zbytkii na kolonach s chelatovanym méd’natym iontem (ve
formé imobilizovaného komplexu s kyselinou iminodioctovou-IDA). Zjistil, Ze ribonukleasy
(RNasy) s jednim, dvéma a tfemi povrchovymi histidinovymi zbytky byly zadrZeny v pofadi
stoupajiciho mnozZstvi histidinovych zbytkt za stejnych podminek. Stejny princip piedved]
Sulkowski je$té na ptipadé dvou lysozymi; ten, ktery obsahoval povrchové pfistupny
histidinovy zbytek (HEWL) byl zadrZzen na Cu’*-IDA sorbentu, zatimco lysozym
neobsahuyjici histidin na témZe sorbentu zadrZen nebyl.

Z teoretickych studii si zminku zaslouZi prace Ruliska a Havlase [17], kterd je
nejobecnéj$im dostupnym zdrojem zabyvajicim se vypoéty interakénich energii postrannich
fetézcl aminokyselin s vybranymi pfechodnymi kovovymi ionty. Autofi pro kazdy z dané
série kovi (Co®*, Ni**, Cu**, Zn*, Cd** a Hg®") provadéli vypoéty interak&nich energii ve
Ctyfech nejbéZznéjsich koordina¢nich geometriich (linearni, tetraedrické, ¢tvercove planarni a
oktaedrické) za felem  kvantitativniho  vyhodnoceni  selektivity  pfisluSnych
aminokyselinovych zbytki k vybranym kovim, pfi¢emz interakéni energie byla definovana
jako energie zamény jedné vody v pfislusném aquakomplexu [Me(H,0)n]** (n je piirozené
Cislo) za funkéni skupinu reprezentujici postranni fetézec aminokyseliny. Matematické
vypocty prokazaly, Ze histidin ma nejpfiznivéjsi interakéni energii mezi neutralnimi ligandy,
pfi¢emz koordinace s kovem probihd preferenéné prostfednictvim volného elektronového
paru na imidazolovém dusiku Ne (dvakrat ¢astéji neZ pro N&). Mezi zaporn€ nabitymi ligandy
vychazi nejptiznivéjsi interakéni energie pro Cys™ (cystein), nasledovaném Glu’, Asp’, Tyr
(glutamin, asparagin, tyrosin). Dale ukazali, Ze histidin (na rozdil od jinych aminokyselin,
napf. cysteinu) neni selektivni ke studovanym hrani¢nim kovovym iontim Co®*, Ni**, Cu®',
Zn*" a ve viech piipadech vykazuje velkou afinitu.

Tyto a dalsi studie ukazuji v prvni aproximaci, Ze proteiny tvoii s hrani¢nimi kovovymi
ionty koordinaéni vazby v zavislosti na mnozZstvi pfistupnych histidinovych zbytkid. Toho je
vyuZivano nejen pro rozdéleni proteint v zavislosti na mnoZstvi histidinovych zbytkd, ale téz
napf. pro topografii histidind v proteinech [18,19]. S rozvojem molekularni biologie ziskala
IMA metoda popularitu také pfi separaci proteind ziskanych rekombinantnimi technikami, tj.

technikami, pfi nichZz se pfekombinovanim sekvence DNA vyexprimuje transkripéné-
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translaénimi pochody v bakterialnich buiikkach Escherichia coli protein obohaceny o
hexahistidinovou sekvenci, tzv. ,fusion part (Hexa-His tag), kterou lze odstépit chemicky
nebo specifickymi proteazami. Tim je zefektivnéna purifikace cilového proteinu [20].
Irwing-Williamsova fada [21], ktera fadi kovové ionty podle stability jejich komplexd na
zéklade iontovych polomérti kovii a orbitalovych energii, je dalsim parametrem ovliviiujicim

vybér kovového iontu v IMA chromatografii:
Ba’'<Sr*'<Ca’"<Mg**<Mn?**<Fe*"<Co®*<Ni*'<Cu**>Zn**

Pro stability komplexi prvni fady piechodnych kovi lze uvést pofadi Cu*"> Ni**>Co*",
Zn**. Nejvice pouzivanymi kovovymi ionty v IMA metodé jsou proto pravé ionty Cu®* a Ni**,
které tvofi stabilni komplexy.

Meéd’naté komplexy jsou nejstabilngjsi a i afinita méd’natého iontu k pfistupujicimu ligandu
(bilkoving€) je nejvyssi. Je vSak nutné si uvédomit, Ze vyssi afinita nevede nutné k lepsi
separaci, protoZe selektivita se li§i s individualitou proteinu. Vyssi afinita rovnéz ztéZuje

zpétnou eluci reverzibiln€ navazaného proteinu ze sorbentu.

2.3. Chelatujici skupiny pouzivané v IMAC

Jak jiz bylo uvedeno, ionty ptechodnych kovi jsou imobilizovany k neutralni a rigidni
vazebné fazi, tzv. nosi¢i (,,support, carrier). Imobilizace se provadi koordinaci kovového
iontu s vhodnym ligandem ¢i ¢astéji chelatujici skupinou (né€kolik rigidné spojenych ligandi),
kovalentné pfipojenou na pevném nosici.

Chelatujici skupina v IMAC pak musi spliiovat dva kritické aspekty: musi vazat kovové
lonty dostatecné pevné, aby nedochazelo k jejich uvoliiovani a zarovent musi ponechat nékteré
z koordina¢nich mist kovu volné pro tvorbu vazeb s piistupujicim ligandem. Stabilitu
kovového komplexu uréuje mnoZstvi atomu tvoficich chelatovy kruh. Jako ,tridentate® se
oznacuji chelatujici skupiny tvofici skomplexovanym kovem tfi koordinaéni vazby.
Analogicky ,tetradentate chelatory tvoii ¢tyfi vazby, ,,pentadentate* pét, ,,bidentate* dvé atd.
Dusledkem je, Ze komplexy napf. ,,pentadentate chelat -kovovy ion jsou sice pevnéjsi a

stabilngj$i nez komplexy napf. ,tridentate* chelatoru, ale maji také slabsi afinitu k proteintim,
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nebot’ zanechavaji méné€ koordinac¢nich mist na kovu pro vazbu proteinu. Pokud ion vycerpa
vSechny vazby pro koordinaci s chelatujici skupinou a nezanecha zadné volné koordinacni
misto na kovu pro vazbu dalsi latky, neinteraguje s pfistupujicim ligandem viibec a vykazuje
tudiz nulovou adsorpéni kapacitu. Povaha chelatujici skupiny tedy urCuje jak stabilitu
kovového komplexu, tak i silu afinity mezi imobilizovanym kovovym iontem a pfistupujicim
ligandem. Zpravidla plati, Ze ¢im silngj$i je imobilizace kovu, tim slab$i je interakce
s pfistupujicim ligandem [12]. Kovové komplexy by proto mély byt stfedni sily [22].
Komplex by nemél byt velmi pevny, aby mél kov dostatek vazebné kapacity pro proteiny.
Nepiili§ stabilni komplexy davaji zase prostor uniku kovu a tvorbé kov-protein komplext
v mobilni fazi. Navic vzdy existuje poZadavek regenerovatelnosti sorbentu, tj. odstranéni
imobilizovaného kovového iontu po provedeni experimentu roztokem silngjsiho
chelatujicicho cinidla (soli kyseliny ethylendiamin-tetraoctové (EDTA)) tak, aby byl nosi¢
s imobilizovanou chelatujici skupinou ziskan zpét v ptivodni forme piipraveny k opétovnému
pouziti ¢i k vytvoreni komplexu s jinym kovovym iontem.

Z chelatujicich skupin spliiujicich vy$e popsana kriteria je zdaleka nejpopularné;si kyselina
iminodioctovd (IDA), castecné také kvili své pritomnosti na komercnich sorbentech.
Hlavnimi divody jeji oblibenosti jsou vSak snadna dostupnost, nizka cena a piedevsim pak
vhodna pevnost jejich komplext, zejména s ,,hraniénimi* kovovymi ionty. Stiedni sila téchto
komplexii (prim&ma vazebna konstanta K= 10" M"'[22]) je fadi mezi dostate¢né stabilni pro
pouziti v. IMAC a zaroven dovoluje snadné odstranéni chelatovaného kovu ze sorbentu
promytim siln€j$im chelata¢nim ¢inidlem. Tim je zaji$tén minimalni Unik kovovych iontl
z komplexti pfi procesu ligandové vymény a soucasné je umoZnéna snadnd regenerace
sorbentu po provedeni experimentu. Diky stfedni sile kovovych komplexii IDA ziistane vice
nez jedno koordina¢ni misto na imobilizovaném kovu dostupné pro interakci s proteiny nebo
Jinymi latkami. IDA vytvafi s imobilizovanym kovovym iontem tii koordinacni vazby a patti
proto mezi ,.tridentate* chelaty.

Méng &astéji se v IMAC pouzivaji jiné chelatujici skupiny. Casto se jedna o sloudeniny
strukturné podobné kyselin€ iminodioctové, které stejné jako IDA patfi do skupiny
karboxymethylovanych amind, tzv. ,cheloni“. Vys$si chelony vSak tvoii pfili§ stabilni
komplexy s kovy, a proto nejsou pro chromatografii IMA vhodné [12,23].

Jednim  zcheloni pouzitych VvIMAC je jiz vuvodu zminény NN,N-

tris(karboxymethyl)ethylendiamin (TED), kterého pouzili Porath a spolupracovnici ve své
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stéZejni praci [3]. Tiz autofi ho pozdgji pouzili pro imobilizaci riznych kovovych ionti (Fe’*,
AP", Ga**, In**, TI*Y [15]. TED byl pouzit téZ pro chelataci Eu’" a dal3ich tvrdych ionti pro
c¢isténi kalmodulinu [24], proteinu vaziciho vapnik, metodou IMAC. TED vsak patii mezi
,pentadentate* chelaty tvofici zbyte¢né pevné komplexy s kovovymi ionty, ¢imZ je oslabena
vazba s vazajicimi se ligandy.

Jinou zndmou chelatujici skupinou je kyselina nitrilotrioctova (NTA). Od kyseliny

iminodioctové se odliSuje pfitomnosti dal§i karboxymethylové skupiny, ktera vytvaii
s pfechodnym kovem ¢&tvrtou koordinaéni vazbu. NTA je proto fazena mezi ,tetradentate
chelatory a tvofi tedy v porovnani s IDA pevnéjsi komplexy (Knta~10'"* M) a ponechava o
jedno volné vazebné misto na kovovém iontu méné. To jsou zfejmé hlavni divody, pro¢ NTA
nedosahla takové popularity jako IDA, nicméné i pfesto byla uspé€Sné pouzita pro separaci
riznych peptidi a proteini [25]. Obé& chelatyjici skupiny, IDA 1 NTA, vytvareji
s imobilizovanym kovovym iontem ¢tvercové planarni bipyramidalni koordina¢ni strukturu.
Koordinaéni sféru obou adsorbentii ukazuje Obr. 1. V obou piipadech je protein koordinovan
k cheldtovanému kovovému iontu prostiednictvim dvou histidinovych zbytki. V piipadé
Me*"-IDA viak protein mize interagovat s kterymikoli dvéma ze tf dosaZitelnych

koordina¢nich mist.

DA NTA

Obr. 1. Domnélé koordinacni struktury ,,dentate” chelatorii {kyselin iminodioctové (IDA) a
nitrilotrioctové (NTA)} v komplexu s imobilizovanym kovovym iontem v afinitni metod¢ na

imobilizovanych kovovych iontech [26].

Dalsi chelatujici skupina z mnoZiny karboxymethylovanych aminti, kterd vsak v IMAC

nenalezla velké popularity, je ethylen-N,N-dioctova kyselina (EDDA) pouZzita ve formé

komplext s tvrdymi i mékkymi kationty kovli pro separaci proteini a glykoproteint [27].
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Z chelatujicich skupin, které nachazeji vyuziti v IMAC a které nejsou strukturné ptibuzné
kyseliné iminodioctové, si pozornost zaslouzi chinolin-8-ol (8-HQ), nazyvany téZ oxin. O
ném je uz davno znamo, Ze tvoii komplexy s riznymi kovovymi ionty. Je usp€Sn€ pouZivan
v iontové vyménné chromatografii pro separaci kovovych ionti [28] a v ligandové vyménné
chromatografii pro odstraniovani organickych polutanti z odpadnich vodnych roztoki [8,9].
V IMAC byl prozatim pouzivan spiSe ziidka a vétSinou ve formé komplexi s tvrdymi
kovovymi ionty, pro IMAC méné Castymi, piestoZze velmi dobfe komplexuje téZ mekké a
sttedni kovové ionty v Sirokém rozmezi pH [28,29,30]. Poprvé v IMAC byl 8-HQ pouzit v
praci Zachariou a Hearna [13], ktefi studovali mnozstvi zachyceného cytochromu THCC na
komplexech 8-HQ s nékolika ,,tvrdymi“ kovovymi ionty. Zachyceni THCC bylo uspé$né
zejména na sorbentu s imobilizovanymi komplexy 8-HQ-Fe’*, jichz bylo proto pozdgji
vyuZito pro separaci a charakterizaci fosforylovanych biomolekul [31]. Zde je interakce
zprostfedkovana predevsim tvorbou iontovych vazeb mezi nabitym kovovym komplexem a
,»tvrdymi* postrannimi fetézci kyseliny glutamové a asparagové.

Diez a spol. [32] vsak ukazali, Ze i ,,mékky* kov, Pd**, imobilizovany ve form& komplexu
8-HQ-Pd*" mize slouzit k separaci aminokyselin i proteind, jeZ je zaloZena na afinitnich
chromatografickych principech na imobilizovaném mékkém kovu. Zachariou a Hearn [33]
pouzivali ve své pozd&j§i praci té2 mé&d’natych komplexi 8-HQ-Cu®* pro srovnavaci studie
sorpcnich vlastnosti né€kolika bilkovin (HMYO, THCC a HEWL). VSechny studované
bilkoviny se dobfe zachycovaly na 8-HQ-Cu*" sorbentu. Hruby a spol. [9] pak pfi separaci
substituovanych fenold na imobilizovaném ,hraniénim* (Cu®**) i ,tvrdém* (Fe3+) iontu ve
formé& komplext s 8-HQ ukazali, Ze ligandova vyména na komplexech s chinolin-8-olem je
uspé€Sna pro oba typy iontli a je Caste¢né kovalentni a ¢asteéné coulombické povahy. Nedavno
publikovana prace zabyvajici se IMAC na komplexech Ga3+-quinolin-8-ol [34] odhalila
zajimavy fakt, Ze se 8-HQ miZe chovat téZ jako bioligand, nebot’ fosfoprotein pepsin A se
vazal kvantitativné nejen na Ga’*-8-HQ sorbent, ale i samotny nosi¢ obsahujici jen volny
chinolin-8-0l bez imobilizovaného kovu vazal uvedeny fosfoprotein. Uvedeny jev je ziejmé
zpisoben bioafinitni interakci enzym-substrat, resp. enzym-inhibitor, kde 8-HQ zastava
funkci inhibitoru.

JelikoZz je interakce pfistupujicicho ligandu skomplexy chinolinol-8-olu ¢astecné
coulombické povahy, je chinolin-8-ol ¢asto pouZivan ve spojeni s tvrdymi kationty majicimi

vysoky naboj (vétsinou n=3, napt. Fe’*, Yb>*, AI’"), aviak nevyhodou téchto komplexi byva
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vytvofeni velmi pevnych vazeb s n€kterymi pfistoupiv§imi ligandy (napf. aromatickymi o-
hydroxyfenoly [9]), kdy se interakce stava ireversibilni a navédzanou latku jiZ neni mozné
ziskat zpét eluci. 8-HQ patii mezi ,,bidentate” chelatory a tvofi neutradlni komplexy pouze
s univalentnimi ionty [29].

Mezi dalsi chelatujici skupiny, které nejsou piili§ obvyklé, nicméné v IMAC byly pouZity,
lze zatadit Protoporphyrin IX (ProP; 3,18-divinyl-2,7,13,17-tetramethylporphin-8,12-

dipropanova kyselina) [35] otestovany pro sorpci nékolika peptidii a proteinti na mékkych i

tvrdych kovovych iontech (Fe’*, Ni**, Cu®*, Zn®*, Cd*") nebo 1.4.7-Triazocyklononan (tanc)

[36] pouzity ve form& komplexi s hrani¢nimi kov. ionty (Cu2+, Ni2+, Zn**, cr ’ Mn® i C02+)
pro sorpci modelovych proteinti lysozymu HEWL, cytochromu THCC a myoglobinu HMYO,
ptipadné B-diketoamin pouzity ve form& Cu®* komplexi pro izolaci o-laktoalbuminu ze
syrovatky [37]. Zminéné chelatory si vSak popularitu v IMAC neziskaly pravdépodobné
proto, Ze tvofi velmi pevné komplexy (vazebné konstanty dosahuji hodnot az K=10** M™)
hraje negativni roli nejen pevnost komplexid (zplsobena téZ m-m interakci mezi chelatujici
skupinou a aromatickymi zbytky aminokyselin), ktera znemoziuje nebo ztéZuje zpétnou eluci
navazané bilkoviny, ale téZ sterické vlivy, nebot’ kovovy ion je imobilizovan uprostied
makrocyklu, ¢imz je pfistup cilové latky ztiZzen. Autofi uvedenych praci srovnavali vysledky
ziskané IMA separaci na tacn a ProP komplexech s odpovidajicimi IDA-sorbenty za stejnych
podminek a potvrdili, Ze typ chelatujici skupiny ovliviluje selektivitu ke kovu a tim téz
schopnost zadrzet bilkovinu.

Jako vhodné IMA chelatory pro imobilizaci kovového iontu vSak mohou slouZit téz
aminokyseliny nebo jejich derivaty. Ty byly bud’ kovalentné piipojeny na nosi¢ s vyuZitim
organicko-chemickych postupli nebo byly zabudovany do pevného nosi¢e pfimo pii jeho
pfipravé. Mezi aminokyselinové chelatory kovalentné piipojené modifikaénimi postupy
polymemiho nosi¢e patii derivaty proteinogennich aminokyselin jako napf. L-fosfoserin
(OPS) [38], N-(karboxymethyl)-4-amino-L-prolin (cis nebo trans) [39], N-(2-
pyridylmethyl)glycin (CP) [40], kyselina karboxymethyl L-asparagova (CM-ASP) [41] nebo
glycinhydroxamova kyselina (GH) [42]. L-fosfoserin ma vyssi afinitu spise k tvrdym iontim,
hlavng Fe’* a AI’, v porovnani smékkym mé&dnatym iontem pravdépodobné kvili
pfitomnosti nékolika kyslikovych atomid preferyjicich interakci s ,tvrdymi“ kovy. Jeho

komplexy vykazuji pro sérii modelovych proteini (THCC, HMYO, HEWL) rtiznou
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selektivitu [38]; HEWL se nevaZe na Zadny z komplexti Me" -OPS, zbylé dva proteiny ano,
avSak vykazuji riiznou afinitu v zavislosti na pH a typu kov. iontu. Nejlepsi vysledky byly
ziskany pro Fe’*-OPS. V jiné praci [39] byla studovana interakce mezi tymiZ modelovymi
proteiny (HMYO, HEWL a THCC) a ,,mékkym* (Cu™) i ,,tvrdymi* ionty (AI**, Fe’*, Yb’* a
Ca’") komplexovanymi ve formé chelati s chelatujicimi skupinami IDA, 8-HQ a OPS za
riznych podminek (pH, iontové sily). Bylo zjisténo, Ze kovové komplexy chelatujicich skupin
1ze setadit podle sily jejich vazby k modelovym proteinim takto: 8-HQ> OPS > IDA.

N-(2-pyridylmethyl)glycin (CP) byl ve formé méd’natého komplexu otestovan pro vazbu

modelového proteinu HMYO a byly téz vyhodnoceny jeho vazebné schopnosti pro proteiny
lidského séra pti riznych hodnotach pH, mezi jinymi téZ pro lidsky IgG (M,,165 000) [40].
Vysledky ukazaly, Ze vSechny studované proteiny lidského séra se specificky vazi na CP-Cu**
pii pH 7 a 9, ale ne pii pH 5, nebot’ pii tomto pH jsou jiZ v protonizované formé a jejich
elektrondonorové skupiny tedy jiZ neinteraguji s imobilizovanym kov. iontem. Autot1 dale
ukazali, ze Cu®*-CP komplexy se chovaji ke studovanym proteinim velmi podobn& jako
komplexy Cu’*-IDA, pfestoZze byly nalezeny nékteré nevyznamné odlisnosti (napt. pH
optimum pro lisky albumin (HSA) nebo HMYO). Na zaklad€¢ Lewisovy teorie kyselin a zasad
je totiz CP stejné jako IDA ligand vhodny pro komplexaci spiSe ,,mékkych* €1 ,,hrani€nich*
kovovych iontii a ptredpoklada se pro oba chelatory &tvercové planarmi bipyramidalni
koordinaéni struktura. Volny elektronovy par pyridinového dusiku pravdépodobné participuje
v koordinaci ,hrani¢nich* kovovych iontd a vytvari tak N,O donor-akceptorovy systém
podobny s NO; syst¢tmem komplexti [DA.

Kobaltnaté komplexy kyseliny karboxymethyl L-asparagové (CM-ASP) imobilizované na

agar6zovém gelu byly pouzity pro separaci proteind liského séra [41]. V porovnani s Co**
komplexy kyseliny iminodioctové je vSak afinita bilkovin ke komplexim CM-ASP nizsi
(klesa v fadé IDA > CM-ASP > TED [12]). Tato chelatujici skupina proto nenabyla vétsiho
praktického vyznamu.

Nekteré z diskutovanych chelatujicich skupin pouzitych v IMAC zptehlediiuje Tabulka 1.
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Tabulka 1: Chelatujici skupiny pouzité v chromatografii na imobilizovanych kovovych

iontech.
Nazev zkratka struktura lit.
Iminodioctova kyselina IDA -N(CH,COOH), 3
Nitrilotrioctova kyselina NTA —N(CH,COOH); 25
—N-CH,CH; N(CH,COOH),
Tris(karboxymethyl)-ethylendiamin TED 24
CH,COOH
—N‘CH'ZCH{E'CHZCOOH
Ethylendiamin-N,N-dioctova kyselina EDDA 27
CH,COOH

X

Chinolin-8-ol 8-HQ _ 13
N
OH
_CH,COOH

—N—C— 2
Karboxymethyl L-asparagova kyselina | CM-ASP | g COOH 41

CH,COOH
Glycinhydroxamova kyselina GH —NHCH,CONHOH 42

—IIEI'(IZHCOOH
L-fosfoseri OPS 38
osfoserin CH,0PO-
N-(2-pyridylmethyl)glycin CP | H, N 40
CH,COOH

Denizli a jeho pracovni tym zavedli komplexujici aminokyseliny na IMA nosi¢ pfimo pii
jeho ptipravé [43-46]. Tento zpisob se vSak pouziva spiSe vyjimecné. Lze ho totiz pouZit
pouze v piipadé€ syntetickych nosiéi, pokud si je chemik sam piipravuje. V pievazné vétSing
praci tykajicich se IMA metody je vSak pouzito bud’ pfimo komer¢nich IMA sorbenti nebo je
jednoduchym postupem chelatujici skupina na komeréni nosi¢ kovalentné pfipojena. Hlavnim
omezenim je zde vSak skutecnost, Ze chelatujici funkce musi byt souc¢asti monomeru, ktery
ma vysoky stupen Cistoty, je termicky stabilni (tj. je mozné ho piecistit destilaci) a 1ze jej

snadno polymerizovat, v pfipad€ piipravy IMA ¢asticovych nosi¢l suspenzné.
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Takovymi monomery byly N-methakryloyl-L-histidin methyl ester (MAH) [43-45] a V-

metakryloyl-L-cystein methyl ester (MAC) [46]. Byly pfipraveny z methakrylchloridu reakci

s L-histidin nebo L-cystein methylesterem. Autofi zde vyuzili afinity histidinovych a
cysteinovych zbytkd k ,hrani¢nim* kovovym iontdm téZ pro ptipravu IMA sorbentt. Jejich
méd’naté komplexy byly pouZity pro modelové adsorpce albuminu HSA a cytochromu THCC
[43,44,46], Zelezité komplexy pak pro studium sorpéni kapacity k jinému modelovému
proteinu- katalaze [45]. Pt sorpci imunoglobulinu IgG se MAH neoc¢ekavané choval jako
bioligand, tj. vazal specificky imunoglobulin i bez pfitomnosti kovového iontu [47]. Pfi¢ina
takového chovani vSak v citované praci neni vysvétlena.

Denizli a spol. €asto vyuZzivaji i dal§iho zptisobu imobilizace pfechodnych kovovych iontd.
Jako chelatory zde funguji imobilizovana barviva, ktera maji jednak schopnost komplexovat
kovovy ion, ale i sama o sob& se pouZivaji pro izolace proteinu (tzv. ,,Dye-ligand affinity
chromatography*). Takovymi azobarvivy je napf. Congo-Red [48,49,50], Cibacron Blue
F3GA [51-53] nebo Procion Brown MX-5BR [54]. V téchto pracich byvaji na ,,dye-ligand*
chelatorech provadény srovnavaci studie afinity a selektivity riznych modelovych proteint
(napt. HEWL, THCC atd.) bez pfitomnosti kovu (pouze na barvivech) a na komplexech
barviva s kovovym iontem. V pfitomnosti kovu jsou zpravidla ziskavany vyss$i kapacity
navazaného modelového proteinu. Podrobné;jsi diskuse vSak pfesahuje ramec této disertaéni

prace.

2.4. Polymerni nosic¢e pouzivané v IMAC

V metodé¢ IMA hraje dilezitou tlohu také nosi¢ kovového iontu. Jeho charakter urcuje
fyzikalni vlastnosti jako je mechanicka pevnost nebo hydrodynamicky odpor
v chromatografické kolonég, ovliviiuje chovani k biologickym substancim i kapacitu sorbentu,
tj. mnoZstvi navédzaného proteinu. PfestoZe jsou tyto fakty zfejmé, vlivu nosi¢e na IMAC
separaci bylo vénovano relativné malo pozornosti. Existuji v§ak jista kriteria, ktera by méla

byt pro volbu nosice splnéna. Jsou to predevsim:
- mechanicka a chemicka stabilita

- hydrofilita povrchové vrstvy

- dostupnost imobilizovaného kovového iontu pro interakci s biopolymernim roztokem
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Mechanicka stabilita nosice je dilezita predevSim pro praci za vysokych tlaki. Nékteré
Casto pouzivané mékké polysacharidové gely jsou proto pro vysokotlaké HPLC separace
nevhodné. Chemicky musi byt matrice nosi¢e odolna zejména viéi eluénim cinidlim a
vodnym roztokim v Sirokém rozmezi pH.

Hydrofilita nosic¢e je kliCova vlastnost pro praci s vodnymi roztoky. JelikoZz interakce
biopolymeri s imobilizovanymi kovovymi ionty probiha pfednostné na povrchu nosice, cely
nosi¢ obecné¢ nemusi byt vzdy hydrofilni, ale musi alespoii obsahovat vysoce hydrofilni

povrchovou vrstvu (viz Obr.2), ktera neinteraguje s biopolymery uréenymi k separaci [22].

¥ DA ED THOFT LAYER

RicH  SJPPORT

Obr. 2. Povrch nosic¢e pro IMAC proteinti [22]

Matrice chromatografickych nosi¢i mohou byt zaloZeny na polysacharidech, syntetickych
polymerech a vzacné téZ na anorganickych slou¢eninach (vétsinou silikagelu).
V nasledujicich odstavcich se budeme jednotlivym typtim nosiéti vénovat podrobnéji.

2.4.1. Prirodni ¢asticové nosice

2.4.1.1. Agardozové gely

VSechny ptirodni polymery pouZivané jako nosi¢e v IMAC jsou polysacharidy, z nichz
nejveétsi oblibenosti se t€§i agardzové gely piipravované tzv. gelaci agarézy. Ve svém
pfirodnim stavu se agaréza vyskytuje jako ¢ast komplexni smési nabitych a neutralnich
polysacharidii nazyvanych agar, jeZ jsou obsazeny v motskych fasach rodu Gelidium nebo

Gracilaria. Cisticim postupem se pak odstrani nabité polysacharidy s cilem ziskat material
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s minimalnim mnoZstvim ionizovatelnych skupin, které by mohly zplsobovat nezadouci
nespecifické elektrostatické sorpce.

Po chemické strance je agaréza lineArni polysacharid skladajici se z opakujici se
disacharidové monomerni jednotky zvané agarobiosa, tj. (1-3)-B-D-galaktosa-(1-4) [3,6
anhydro]-a-L-galaktosa. Diky pfitomnosti neobvyklého monosacharidu 3,6-anhydro-L-
galaktézy je omezen rist bakterii a tim téZ biologicka degradace agar6zy. Agar6za ma za
niz8ich teplot podobu gelu, ktery se tvoii spontanné ochlazenim horkého roztoku agar6zy.
Pusobenim vyssi teploty pak ve vodném roztoku taje. Bod tani zavisi na koncentraci a typu
agar6zy. Pro ptipravu béZnych agarézovych gelu se pouzivaji agardzy tajici pii teplotach 85-
100°C a gelujici pfi poklesu teploty pod 45-50°C. Pfi procesu gelace tvofi volnad vldkna
agarozy postupné dvé formy prostorového Sroubovicového uspotfadani, které se poté agreguji
a n€kolik vldken pak tvoii pevné svazky tak, Ze vytvofi trojrozmérnou prostorovou sit
(Obr.3). Gelace tak vede ke vzniku Zelatinové hmoty, kde jsou mezery v siti vlaken vyplnény
vodou (resp. pufrem), vniZ byla predtim agaréza rozpusténa. Vysledkem seskupovani
dvojitych helixti do svazkl je vznik makroporézni struktury. Velikost péra v gelu zavisi na
koncentraci agardzy, ktera se typicky pohybuje mezi 0,7 - 2,5 %, coZ odpovida velikosti port
100 az 300 nm (prospekty Pharmacia). Gel s vys§i koncentraci agar6zy obsahuje mensi pory,
naopak gel s niZ8i koncentraci agar6zy pory vétsi.

V IMA metod€ se pouZiva zesitovany agar6zovy gel ve formé kulovitych astic zvany
Sefar6za CL (CL = crosslinked). Pied sitovacim procesem je struktura agarézového gelu
stabilizovana pouze vodikovymi vazbami. Sitovani se provadi vétS§inou reakci s 2,3-
dibrompropanolem za siln¢ alkalickych podminek. Sitovaci proces poskytuje zesitovany
agarozovy gel v zasad¢é se shodnou porozitou jako mél matefsky gel, ale s mnohem vyssi
tepelnou, chemickou a fyzikalni stabilitou a minimalni bobtnavosti. Gel neni citlivy ke
zménam iontové sily ani pH a ma dobré prutokové vlastnosti zabrariujici fluktuacim objemu
néaplné€ v chromatografickém sloupci.

Komer¢né dostupné Sefardzy 2B, 4B a 6B se 1isi koncentraci agarézy (2,4 a 6 %) a tim i
mechanickou pevnosti (Sefar6za 6B je nejpevnéjsi). Velikost ¢astic zmitfiovanych komer¢nich
Sefaréz se pohybuje v rozmezi 45-200 um v priméru.

Sefar6zu CL je mozné modifikovat zavedenim funkénich skupin k monosacharidovym
jednotkam za vzniku etherovych vazeb. Aktivovat Sefar6zu lze téZ reakci s epichlorhydrinem

nebo bifunkénimi oxirany, které se mohou chovat nejen jako modifikatory, ale také jako
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sitovaci ¢inidlo, &imz lze ziskat zesitovanou aktivovanou Sefarézu pfimo z matefské
Sefarézy 2B, 4B nebo 6B. Reakci epoxyskupin s primarnim nebo sekundéarnim aminem za
alkalickych podminek mohou pak byt v dal§im kroku zavedeny funkéni skupiny pro
pozadovany typ chromatografie, v piipadé IMAC chelatujici skpiny.

Existuje téZ komeréni zesitovany 4 nebo 6%-ni agar6zovy gel Sepharose Fast Flow
(Pharmacia) s velikosti ¢astic o priméru 45-165 pum jiZ obsahujici navazanou chelatujici

kyselinu iminodioctovou (IDA), piipadné¢ i komplexovany kovovy ion urfeny piimo pro

vyuziti v IMAC.
-
—

Roxztok Gell Gel ll

Obr. 3. Prubéh gelace agardzy.

2.4.1.2. Jiné pfirodni noside

Méné Castéji jsou jako IMA nosi¢e pouzivany tézZ jiné pfirodni materidly. Mezi né€ lze
zatfadit napf. alginaty, coZ jsou linearni nerozvétvené polysacharidy ziskavané z moiskych
chaluh rodu Phaeophyceae a Laminaria obsahujici B-(1—4)-vazané zbytky kyseliny D-
mannuronové (M) a a-(1—4)-vazané zbytky kyseliny L-guluronové (G). Uvedené monomerni
jednotky jsou epimery a lze je enzymaticky navzajem konvertovat. V alginatech se
nevyskytuji nahodile, nybrz vytvareji bud’ bloky jedné monomerni jednotky nebo jsou striktné
alternujici (tj. MMMMMM, GGGGGG nebo GMGMGMGM) v zavislosti na druhu chaluhy,
ze které jsou izolovany. To urluje jejich konformaéni preference a tim i jejich vlastnosti.
Alginaty tvoii gely jiZ pfi nizkych koncentracich. Pro tvorbu gelové struktury je vSak dilezita

pfitomnost kovového iontu, vétSinou je to kation vapenaty, ktery je silné vazan
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guluronatovymi jednotkami a vytvafi snimi strukturu podobnou vejci; v této struktufe je
vapenaty ion obklopen Sesti kyslikovymi ligandy, kterymi jsou 2-OH a 3-OH hydroxylové
skupiny jedné G jednotky a karboxylovy kyslik jiné G jednotky. M jednotky kovové ionty
nekomplexuji. Vysoky obsah G jednotky pak produkuje kiehké gely s dobrou tepelnou
stabilitou, vyssi obsah M jednotky zase poskytuje vice elastické gely. Rozhodujici vSak neni
jen pomér M/G, ale téZ primémna délka G blokti (pro tvorbu geli je optimalni 12 G jednotek v
bloku). Gupta a spol. [55,56] vyuzili vlastnosti alginatd pro ptimou pfipravu IMA sorbenti,
kdy namisto vapenatého iontu pouzili pro ptipravu gelové struktury ionty zine¢naty nebo
médnaty. Z 2 %-niho roztoku nizkoviskézniho alginatu sodného (Sigma) pfimo piipravili
postupnym piikapavanim roztoku ZnCl, &astice (kapacita Zn** 80 pumol/ml &astic), na nichz
byl pak uspé$né izolovan sdjovy inhibitor trypsinu ze surového extraktu, pficemZ bylo
zachovano 90 % jeho enzymové aktivity. Podobng byly alginatové Cu’*-&astice [56],
tentokrat zesitované epichlorhydrinem, pouzity v IMA chromatografii pro izolaci $-amylazy,
chymotrypsinu a koziho imunoglobulinu IgG. Autofi piedpokladaji, Ze za koordinaci
zinecnatych 1 médnatych ionti jsou v téchto piipadech zodpovédné pouze karboxylové
kysliky prostorové blizkych guluronatovych jednotek.

Alginatové nosic¢e maji vyhodu ptfedevsim v tom, Ze nepotiebuji chelatujici skupinu pro
komplexaci kovového iontu a Ze v pfitomnosti roztoku kovovych soli samovolné tvofi ¢astice
obsahujici imobilizovany kovovy ion pro ptimé pouziti vIMAC. Navic bylo ukazano, Ze
mohou vazat mnohem vétSi mnoZstvi modelového proteinu neZ komeréni agardzovy gel
Sepharose Fast Flow (aZ 4x pro inhibitor trypsinu na Zn®*) [55]. Tvar &astic viak neni
kulovity; jedna se o Castice nepravidelné, deformované s Sirokou distribuci velikosti, coz
zhoruje hydrodynamické vlastnosti pfi separaci v kolong. Vazba IgG na Cu®**-alginatovych
¢asticich je navic Castecné€ ireversibilni (zpét lze vyté€snit piiblizné pouze polovinu) a pro
enzym [-amylazu je jeho biologicka aktivita eluci dramaticky snizena. U chymotrypsinu
zavisela jeho enzymova aktivita na koncentraci méd’natého iontu, kdy do cca 100 pumol
Cu®’/ml &astic zistavala zachovana, ale pH zvySovani koncentrace Cu* rapidng klesala.
Separace na alginatovych IMAC nosi¢ich je téZz Casové narocna, nebot’ pro dosazeni
uspokojivé Cistoty je nutné experiment mnohonasobné (8-18 krat) opakovat.

Z dalsich ptirodnich polymerti pouzitych jako IMA nosice lze jmenovat celuldézu a jeji

derivaty nebo chitin, pfipadné chitosan. Uvedené materialy v§ak podobné jako alginaty
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nedosahly v IMAC zdaleka takové popularity jako agarézové gely, pfesto se vSak u nich
kratce zastavme.

Karboxymethylovana celuléza (cellulose CM) je semisynteticky vodorozpustny derivat
celulozy (komeréné dostupny ve formé sodné soli), ktery obsahuje CH,COOH skupiny
vazané pies etherové vazby na glukosové jednotky. Komer¢ni celuléza CM obsahuje riizny
stupen substituce, pro IMAC byla pouzZita celuléza CM se stupném substituce 0,7 [57]; pevny
IMA nosi¢ byl pfipraven zesitovanim vodného roztoku sodné soli celulosy CM
epichlorhydrinem, jehoZ epoxidové skupiny dale slouzily pro navazani IDA. Vysledny
chelatujici sorbent byl opét ziskan ve formé ¢astic a byl pouZit pro studium afinity k papainu
1 pro jeho izolaci zpapayového Ilatexu. Pro vSechny studované kovové ionty
(Cu**,Co** Ni**, Zn™") imobilizované na chelatujici celuléze CM byly ziskany téméf shodné
vysledky tykajici se mnoZstvi navazaného a eluovaného proteinu i jeho biologické aktivity,
které se navic shodovaly sdaty ziskanymi na srovnavacich komer¢nich agarézovych
sorbentech (Sepharose Fast Flow a STREAMLINE Chelating, coZ je Cu®**-IDA makroporézni
sesitovana 6% agaréza ve formé Castic 100-300 um v priméru obsahujici krystalické jadro
(fa.GE Healthcare Life Sciences, Indiana, USA)). Avsak karboxymethylceluldza je elektrolyt,
a proto lze u nosi¢ii z ni vyrobenych ptedpokladat silné neZzadouci nespecifické (pfedeviim
elektrostatické) sorpce.

V souvislosti s celulézovymi nosiéi lze zminit té2 Chelat-Granocel-Cu®*, celulézovy IMA
sorbent s velikosti ¢astic 100-200 um v primeéru, ktery byl pfipraven patentovanou
technologii [58]. V jiné praci [59] ho tiZ autofi pouZili pro ¢isténi hormonu somatotropinu ze
surového extraktu, ktery byl ziskan v 80% gistoté jednorazovym experimentem. Usp&$nost
izolace v8ak zavisela na koncentraci imobilizovaného komplexu Cu**-IDA, co? je podrobngji
diskutovano v kapitole 2.4.4.

Chitin je linearni nerozvétveny polysacharidovy polymer strukturné podobny celuldze
sloZzeny z opakujicich se jednotek N-acetyl-D-glukosaminu. Je pfitomen v planktonu,
¢lenovcich a predev§im pak ve schrankdch motskych bezobratlych (krabd, raki, sépii),
znichz se také ziskava. Deacetylaci chitinu v horkém roztoku NaOH se ziskava
aminopolysacharid chitosan s monometni jednotkou D-glukosaminem. Chitin 1 chitosan
byvaji obycejné velmi dlouhé polysacharidy skladajici se z vice neZ 5 000 monomernich
jednotek (> 10° Daltoni). Jejich pouziti v IMAC je viak spiSe vyjimeéné, ziejm& kviili své

elektrostatické povaze zpiisobujci silné nespecifické sorpce. Samotné chitosanové kulovité

23



castecky maji téz Spatné mechanické vlastnosti, pti suSeni se deformuji, jsou stlacitelné a
v kyselém prostiedi se rozpousti, gelovati ve vodném roztoku az pii pH > 12 (v pfitomnosti
primarnich amind jiz pfi pH > 9). Proto se chitosan pouziva vét§inou ve spojeni s jinymi
materialy. Jeho vyhodou je kromé hydrofility téZ dostateCna pfitomnost aktivnich
aminoskupin v aminoglukosanovém fetézci, které mohou ptimo slouzit k navazéani kovovych
iontd. Autofi Xi a Wu [60] pfipravili IMA sorbent, v némz pevné jadro tvofily neporézni
silikagelové kulovité castecky (75-100 pm v priméru) obalené vrstvou chitosanu tvoficiho
makroporézni povrch. Porozita byla dosaZena pouZitim porogenu polyethylenglykolu (PEG)
pomoci ,,molecular imprinting”, kdy byl PEG nanesen spolu s chitosanem na povrch
silikagelu a poté odstranén s cilem vytvofit makropdry na povrchu ¢astic. Chitosanova vrstva
byla poté zesitovana epichlorhydrinem s tim, Ze porozita uréenda PEG nebyla sitovadlem
porusena. Zménou koncentrace chitosanu a typem pouZitého PEG bylo moZné ménit porézni
strukturu pevného nosice. RovnéZz mnozstvi imobilizovanych méd’natych iontd bylo dano
koncentraci pouzitého chitosanu. S vyuZitim modelového proteinu (hovéziho sérového
albuminu BSA, ktery ma velkou afinitu k Cu®* jontim) byl sledovan vliv porézni struktury na
mnozstvi navazaného modelového proteinu. Nejlepsich kapacit navazaného BSA bylo
dosaZeno pro sorbent piipraveny s pouZitim 2% roztoku chitosanu a PEG 20000. V jiné praci
[61] byl pouzit chitin obsahujici imobilizované ionty Fe’* znovu v kombinaci se silikagelem
Jako nosi¢ vkolonové LEC a nizkovrstevné chromatografii pro déleni modelovych
fenolickych sloucenin katecholu a pyrogalolu. Bylo téZ zkoumano potencialni vyuziti tohoto
nosice v IMAC. Pouzit byl chitin obsahujici 15 % deacetylovanych aminoskupin, které jsou
zodpovédné za navazani ionti Fe’*. Mossbauerova spektrokopie vsak prokazala, Ze
komplexovany neni ion Zelezity, nybrz Zeleznaty, komplexovany se dvéma prostorové
blizkymi aminoskupinami polymerniho fetézce; autoii piedpokladaji, Ze chitin ma
pravdépodobné schopnost ion Zeleza redukovat. Diky tomu je pak mozné imobilizovany ion
Zeleza vyuzit k specifickému navazani fenolickych sloucenin a v IMAC fenolickych sloucenin

jako jsou flavonoidy a biflavonoidy.
2.4.2. Syntetické ¢asticové nosice
Z ptedchozi kapitoly zabyvajici se piirodnimi polymemimi IMA nosi¢i vyplyva, Ze jsou

jimi vétSinou kulovité Castice s relativné Sirokou polydisperzitou. Primér castic se pohybuje
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v rozmezi cca 40-300 um. Kulovitost, respektive sféricky tvar ¢astic, je dileZity predevSim
pro zajisténi dobrych hydrodynamickych vlastnosti rovnomémou distribuci mobilni faze
v chromatografické kolonég, aby byl jeji prichod plynuly. Vyhodou ¢asticovych sorbenti je
téZ moznost provedeni experimentu ve vét§im méfitku (,,scale up®).

Téz v piipadé syntetickych IMA sorbentii jsou zdaleka nejcastéji pouzivanymi nosici
sférické Castice s primérem v fadu desitek az stovek mikrometrii. Metodou, kterd se pro jejich
piipravu pouziva, je suspenzni radikalova polymerizace. V této metod¢ je monomer nebo
smés monomerd s rozpu$ténym iniciatorem rovnomémeé dispergovana ve vhodném
rozpoustédle, vétsinou vodé. Vysledny polymer ve tvaru perlicky pak vznika jako aglomerat
mikrosfér (50-100 nm), pficemz kazda mikrosféra se sklada z mensich jader (10-20 nm), které
jsou spojovany dohromady. Aby vSak bylo zabranéno koagulaci visk6zni hmoty v priibé¢hu
polymerizace, je nutné piidat ochranny koloid. Jiz pfi malé koncentraci ochraného koloidu
(stabilizatoru suspenze) (<0,1%) se na fazovém rozhrani vytvoii tenky film, coZ ma za
nasledek, Ze se vysoce viskézni kulicky nespojuji, nybrz se od sebe odrazeji jako pruzné
koule. Po ukonéeni polymerizace jsou ziskany tvrdé, sklovité perlicky ve formé& polydisperzni
sypké hmoty. Peclivym uréenim reZimu michani (pocet otacek, tvar michadla, tvar kotle) 1ze
v uritém rozmezi ovlivnit velikost perli¢ek a jejich polydisperzitu. Pii pomalém michéni jsou
ziskany vétsi, pti vysokootackovém mensi perlicky.

Pro ucely IMA metody se Casto piipravuji zesitované porézni Castice. Jako sitovadlo
pusobi jeden z monomerd a pro generaci port se pouziva rozpoustédlo (porogen) nerozpustné
v disperzni fazi. Objem a velikost pori se pak zvySuje s objemem porogenu. Mikrosféry
tvofici agregaty jsou pak separovany pory. Malé pdéry (<4 nm) jsou pfitomny uvnitt
mikrosfér, mezi jadry; vznikaji pouze pii vysokém obsahu sit'ovadla. Stfedni pory (4-50 nm)
jsou uvnitf agregatii, mezi mikrosférami. Velké pory vznikaji mezi agregaty mikrosfér a jejich
velikost se pohybuje mezi 50 nm az né€kolika um v priméru, v zavislosti na mnoZstvi
porogenu. Stfedni pory pfitomné v inter-mikrosférovém prostoru jsou pak zodpovédné za
vysoké hodnoty specifického povrchu az do 100 m?/g, naopak vétsi pory lokalizované uvnitt
mezi aglomeraty k hodnoté specifického povrchu piispivaji v men§i mife, zato vSak
zpuisobuji velké objemy péri az do 3 ml/g i vice.

Prvni stddium suspenzni polymerizace (vznik ,,gel microspheres®) je zavislé predevsim na
koncentraci sit'ovadla, v mensi mife na porogenu. Nastava, kdyZ Flory-Hugginsiv interakéni

parametr piesahne hodnotu 0,5, tj. kdyZz nastane fazova separace. Se zvySenim mnoZstvi
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sitovadla se zvysuje téz velikost specifického povrchu a objemu péri. Je v§ak nutné zvySovat
téZ mnozstvi porogenu, protoZe jinak zvySeni objemu pdri nenastane ani kdyZ se zvySuje
mnozstvi sitovadla.

Technikou suspenzni radikalové polymerizace lze tedy zménou koncentrace iniciatoru,
stabilizatoru suspenze nebo porogenu a dale pak zménou experimentilnich podminek

(pfedevsim intenzity michani) ménit strukturu vychozich ¢astic.

2.4.2.1. Nosi¢e na bazi 2-hydroxyethyl-methakrylatu (HEMA)

Jestlize ze vSech ptirodnich nosi¢l pouzivanych v IMA metod¢€ hraji nejdileZitéjsi ulohu
agarozové gely a ze vSech chelatujicich skupin kyselina iminodioctova, pak v pfipadé
syntetickych nosi¢d plni tuto ulohu 2-hydroxyethyl-methakrylat (HEMA). Tento hydrofilni
monomer nasel uplatnéni predevsim pro ptipravu kontaktnich ¢oc¢ek, nicméné jeho vyuZiti je
mnohem $ir$i. Jedna se o komeréné dostupny, monovinylicky monomer, ktery lze snadno
polymerizovat. Ptitomna koncova hydroxylova skupina je zodpovédna za hydrofilitu, ktera je
pro IMA nosi¢ nezbytna, a zaroven slouZi jako reaktivni skupina pro navazéani chelatujici
funkce.

IMA nosice ptipravené z HEMA byvaji zesitované sitovadlem pro tento monomer
typickym, tj. ethylen-dimethakrylatem (EDMA), piipadné tvoti terpolymery jest€ s dalSim
monomerem. HEMA je ve vSech téchto nosi¢ich zakladnim stavebnim materidlem, ktery
urcuje vlastnosti nosice a potazmo tedy celého vysledného IMA sorbentu.

Prvnimi autory, ktefi pouzili 2-hydroxyethyl-methakrylatové polymery pro pfipravu IMA
sorbenti byly Alvarez, Bertorello a Strumia [62], ktefi pfipravili polybutadien-co-2-
hydroxyethyl-methakrylatovy (PB-HEMA) nosi¢ tentokrat jest¢ ne ve formé€ kulovitych
Castecek, ale pouze ve formé prasku, ktery byl ziskan radikalovou kopolymerizaci butadienu
s 2-hydroxyethylmethakrylatem v poméru 1:2 v benzenu s pouZitim benzoylperoxidu jako
iniciatoru. Ziskany polymer pak aktivovali epichlorhydrinem (ECH) nebo 1,4-butandiol
diglycidyletherem (BDGE) s cilem zavést reaktivni epoxyskupiny do polymerni matrice a
nasledné je ptevést reakci s kyselinou iminodioctovou do chelatujici formy. Po komplexaci
iontd Zn** nebo Cu®* byla pak na pfipravenych sorbentech testovana $arZzovitymi (,,batch®)
experimenty retence lidského IgG. Zatimco na zineénatych sorbentech se imunoglobulin

nezachycoval, na méd'natych komplexech byla pfi jejich optimalni koncentraci (pro tento
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systém je to 16,9 mg Cu®*/g sorbentu) pozorovéana silna retence imunoglobulinu, ktera viak
zéavisela nejen na koncentraci imobilizovaného méd’natého komplexu, ale téZ na délce fetézce
(,,spaceru®) spojujictho pevny nosi¢ s kovovym komplexem, ktery je zde urCeny epoxy-
aktivnim ¢inidlem. BDGE pfispivajici alifatickym fetézcem s 12 atomy zajist'uje zfejme lepsi
prostorovou dostupnost po objemnou molekulu IgG v porovnani s kratSim fetézcem
vznikajicim pfi aktivaci epichlorhydrinem. DileZité v8ak je uvédomit si, Ze pro jiné proteiny a
jiné nosiée toto platit nemusi a miZe byt naopak pozorovano s prodluZujicim se fetézcem
zhor$eni retenénich vlastnosti. Nicméné, autofi vySe zmifiované prace, ktefi se problematice
ptipravy IMA nosi¢t z 2-hydroxyethyl-methakrylatu doposud vénuji, pouZivaji dodnes jako
aktivator nosi¢e pro zavedeni epoxyskupin vyhradné 1,4-butandiol diglycidylether. V dalSich
studiich se vSak jiz zaméfili na piipravu ¢asticovych kopolymernich nosi¢t poly(HEMA-co-
EDMA) ptipravovanych metodou suspenzni radikalové polymerizace. Na ziskanych ¢asticich
s imobilizovanymi komplexy Fe**-IDA testovali $arZovitymi experimenty afinitu riiznych
fosfoproteinti (ovalbuminu [63]) a foforylovanych aminokyselin (L-fosfothreoninu [64], L-
fosfoserinu a L-fosfothyrosinu [64,65]) majicich velkou afinitu k iontim Fe’* scilem
vyhodnotit vliv vnitini struktury poly(HEMA-co-EDMA) nosi¢d na mnozstvi specificky
sorbované latky (podrobna diskuse viz kap. 2.4.4.). Kapacity dosahovaly az 6,98 mg/g
specificky sorbovaného (a poté zpétné desorbovaného) modelového fosfoproteinu v zévislosti
na vnitini struktufe nosi¢e. Sorbenty s poly(HEMA-co-EDMA) nosi¢i v malé mife
vykazovaly nespecifické elektrostatické sorpce, pokud byla iontova sila pouZitych pufrii <0.4
mol/l.

Jini autofi [50,53] piipravili poly(HEMA-co-EDMA) ¢asticové nosice velikosti 150-200
pm v priméru a stupném botnavosti ve vodé 55 %, které byly po imobilizaci kovového
komplexu Cu®* [50] nebo Zn** [53] pouzity pro modelové studie sorpce hovéziho sérového
albuminu (BSA). Adsorpéni kapacity dosahovaly hodnot az 128 mg BSA/g sorbentu, pii¢emz
nezadouci nespecifické sorpce proteinu s nosi¢em (hydrofobni nebo elektrostatické interakce)
byly zanedbatelné. Diky témto poznatkim byl pak sorbent obsahujici zine¢naté komplexy
dale pouzit téZ pro izolaci BSA z lidské plazmy, kde bylo dosazeno jesté¢ vysSich kapacit
pozadovaného navazaného proteinu (asi 1,7 krat) v porovnani s pfedchozimi modelovymi
studiemi. Autofi tento jev vysvétluji lepsi konformaéni strukturou BSA pro navazani na

kovovy komplex ve svém piirozeném prosttedi krevni plasmy.
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Pro ptipravu viech dosud diskutovanych kopolymemich poly(HEMA-co-EDMA) nosict
byl pouZivanym iniciatorem benzoyl peroxid a stabilizatorem suspenze polyvinylpyrrolidon
nebo poly(vinyl alkohol) (Mr 100 000). Pouzivanymi porogeny pro vznik poréznich struktur
byla organicka rozpoustédla toluen [50,53] nebo cyklohexan [63-65]. Rychlost otacek (450-
600 rpm) zajist'ovala vznik ¢astic s primérem okolo 100-200 um v hlavni frakci.

O IMA sorbentech zaloZenych na terpolymernim 2-hydroxyethyl-methakrylatovém nosici
padla zminka jiZ v souvislosti s chelatujicimi skupinami. Vedle sitovadla zde figuruje jesté
tfeti monomer obsahujici zbytek proteinogenni aminokyseliny L-histidinu [43,44] nebo L-
cysteinu [46] slouZici pro imobilizaci kovového iontu. MnoZstvi , tfetiho* monomeru (MAH
nebo MAC) v polymeriza¢ni smési bylo pfiblizn€ 4 krat niz$i neZ zakladniho stavebniho
monomeru HEMA. Hodnota specifického povrchu €inila pro oba terpolymery piiblizné 18
m?/g, podobné byly téZ hodnoty botnavosti ve vod& (65 % pro MAH a 72 % pro MAC) a
distribuce velikosti ¢astic (150-200 um pro MAH a 140-180 um pro MAC). Jednalo se o
¢astice s porézni vnitini strukturou. Pfesna velikost pdrd ¢i distribuce velikosti v§ak nebyla
uvedena. Na méd’natych komplexech téchto ¢astic byla testovana specificka adsorpce HSA
(lidsky sérovy albumin). Ukazalo se, Ze sorbent obsahujici MAC vykazuje velké nespecifické
sorpce; piitomnost imobilizovaného Cu®** pak jeho navazané mnoZstvi pouze zdvojnasobila.
Sorbent obsahujici MAH vykazoval nespecifckou adsorpci pro HSA asi 2,5 krat nizsi
v porovnani s MAC za stejnych podminek. Proto byl tento sorbent pouZzit pro izolaci HSA
z lidského séra [43], kdy se jeho specificky navazané mnozZstvi oproti modelovému pokusu ve
vodném roztoku opét asi 1,7 krat zvysilo (na 56,3 mg/g) nepocitaje minoritni pfimesi
fibrinogenu a y-globulinu. Pozorované chovani l1ze pravdépodobné opét piipsat jeho vhodné
konformaci v pfirozeném prostiedi podobné jak tomu bylo v piipadé¢ albuminu BSA [53].
Sorbent HEMA-co-EDMA-co-MAH-Cu?* s frakei ponékud mensich &astic (75-125 pm) byl
téZ testovan pro sorpci jiného modelového proteinu, cytochromu ¢ (THCC) [44]. Pro tento
protein byly nespecifické sorpce poly(MAH-co-HEMA-co-EDMA) nosic¢e (0,2 mg/g) ve
srovnani s HSA (8,8 mg/g) téméf zanedbatelné. V pracich zabyvajicich se sorbenty s matrici
MAH-co-HEMA-co-EDMA byla téZ testovana jejich regeneracni schopnost. Bylo ukéazano,
Ze pro tyto terpolymerni sorbenty po kazdém nasledném experimentu mnoZstvi specificky
navazanych proteinti mirné klesa (cca o 3-5 %).

Jako IMA nosi¢i bylo téZz vyuzito kopolymeri HEMA s methyl-methakrylatem
(poly(MMA-co-HEMA)) [48,49]. Jednalo se o neporézni ¢astice o priiméru cca 4 um, které
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byly piipraveny opét suspenzni radikalovou polymerizaci ve vodné-ethanolickém disperznim
prostiedi. Castice byly pfipraveny bez piitomnosti porogenu v polymerizaéni smési s
pouZitim iniciatoru polymerizace 2,2-azobis(isobutyronitril)u a stabilizatoru suspenze
polyvinylpyrrolidonu. Zde je zvolena strategie zajisténi piistupnosti kovovych komplext pro
ligandovou vymeénu nikoli prostfednictvim difuse do pérl, nybrz zvétSenim specifického
povrchu pouzitim ¢astic mensiho priméru. Nevyhodou malych castic je vSak nepohodlna
manipulace pii jejich ¢isténi a dale pak nutnost pouziti vyssiho tlaku za dynamickych
podminek v kolon€. Autofi zde vSak provadéli pouze modelové studie SarZovitymi
experimenty na zinec¢natych [49] nebo Zelezitych [48] komplexech s albuminem BSA jako
modelovym proteinem. Na Zelezitych komplexech byly dale provadény studie s dal$imi
modelovymi latkami, enzymy glukosou-oxidazou a katalazou, které jsou znamé svou afinitou
k Zelezitym iontim diky pfitomnosti fosfatové skupiny v FAD kofaktoru (glukosa-oxidaza) a
protoporfyrinové skupiné (katalaza). Pifi hodnot€¢ pH odpovidajici izoelektrickému bodu
daného proteinu byly provadény specifické sorpce na Zelezitych iontech. Bylo ukazano, Ze
mnozstvi specificky navazaného proteinu stoupa v poradi stoupajici molekulové hmotnosti
proteinu a Ze vSechny sorpce lze popsat Langmuirovym modelem. Ten pfedpoklada, ze
molekuly jsou adsorbované ve fixnim mnoZstvi dobie definovanych mist, z nichz kazdé miize
obsahovat pouze jednu molekulu. Tato adsorpéni mista jsou také energeticky ekvivalentni a
vzdalenosti mezi jednotlivymi misty musi zaru¢ovat nulovou interakci mezi adsorbovanymi
molekulami na jednotlivych mistech. To je dikazem, Ze specificka vazebna mista pro protein
jsou na poly(MMA-co-HEMA) neporéznich ¢asticovych nosi¢ich vhodné distribuovana,
neiteraguji spolu a jsou energeticky ekvivalentni. Diky tomu lze zjednoduché analyzy
Langmuirovy adsorpce vypocitat hodnoty maximalni vazebné kapacity proteinu na sorbent
(¢m) a disociacni konstanty komplexu protein-kov (Kj).

2-hydroxyethyl-methakrylatu (HEMA) bylo pouZito téZ pro piipravu magnetickych ¢astic
(mPHEMA-co-EDMA) [66], které byly po modifikaci kyselinou iminodioctovou a
komplexaci ionty Cu®* pouzity v modelové studii sorpce lidského sérového albuminu (HSA)
IMA metodou. Jejich pouziti neméni chemickou podstatu IMA metody, méni pouze fyzikalni
parametry separacniho systému a usnadiiuje mechanickou manipulaci s ¢asticemi. Magnetické
¢astice jsou piipravovany stejnym zptisobem jako jiné IMA nosie suspenzni radikalovou
polymerizaci stim rozdilem, Ze do polymeriza¢ni smési jsou piidany castecky magnetitu

(Fe3O4, primeér < 5 um), které jsou pted pfidanim do vodného disperzniho media smiseny
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smonomerni smési arozpuSténym inicidtorem, vetSinou 2,2-azobis(isobutyronitril)em.
Pfitomnost magnetitovych &asteek v polymerni struktufe je pak sledovéna elektronovou
spinovou resonanci (ESR). Magnetické (mPHEMA-co-EDMA) &astice velikosti 80-250 um
s blize nespecifickovanou vnitini porézni strukturou a shrubym povrchem, ktery byl
zpusobeny odérkami krystali magnetitu, vykazovaly po imobilizaci Cu**-IDA komplexi
chovani k modelovému proteinu HSA (provedené SarZovitymi experimenty), které bylo

mozné popsat Langmuirovym modelem adsorpéni izothermy [66].

2.4.2.2. Jiné syntetické nosice

Zcela vyjimecné se v literatufe vyskytuji téZ jiné kopolymery pouzité jako IMA nosice.
Jedna se o zesitované hydrogely pfipravené suspenzni polymerizaci s pouZitim opét ethylen-
dimethakrylatu (EDMA) jako sitovadla. Ptikladem je napf. kopolymer poly(ethylen-
dimethakrylat-n-vinyl imidazol) poly(EDMA-VIM) [67], jehoZ &astice velikosti 150-200 pm
v priméru, stupném botnavosti ve vode 78 % a relativné velkym specifickym povrchem (59,8
m?/g), ktery je zplisoben piitomnosti malych péri (jejich piesna velikost neni uvedena), byly
pifimo pouZity pro komplexaci méd’natych ionti prostiednictvim imidazolovych dusikd
pfitomnych v polymernim nosi¢i. Na takto pfipraveném sorbentu byla pak opét SarZovitymi
experimenty studovana sorpce modelového enzymu o-amylazy (A4spergillus Oryzae -
amylase), ktery mé velkou afinitu k méd’natym iontim. Bylo ukdzano, Ze samotny polymerni
nosi¢ zpusoboval nezanedbatelné nespecifické sorpce modelového enzymu (2,4 mg/g),
specifickd vazba na médnaté ionty vSak byla pfiblizné¢ 10 krat vys$si. Vyhodou enzymu
navazaného na (poly(EDMA-VIM)-Cu®* sorbent bylo zachovéni jeho aktivity, ktera klesala
mnohem pomaleji neZ v ptipadé volného enzymu v roztoku, pfiCemzZ reversibilné¢ navazany
enzym bylo pak mozné kvantitativné¢ desorbovat zpét do volné formy aniZ by byla eluénim
procesem naruSena jeho biologicka aktivita. Desorbovany enzymovy roztok byl vSak
kontaminovén kovem, nebot’ pouZité elu¢ni ¢inidlo EDTA vytésnilo cely komplex enzym-
kov. Bylo té% ukazano, Ze opakované pouZivani  poly(EDMA-VIM)-Cu®* sorbentu
zplisobovalo sniZovani kapacity sorbentu pro navazani enzymu.

Jako IMA nosi¢l bylo pouzZito téZ kopolymert glycidyl-methakrylatu a ethylen-
dimethakrylatu {poly(GMA-co-EDMA)}. Ve tvaru kulovitych &astic o velikosti 5-9 pm

v pruméru byl tento kopolymer po imobilizaci galitych komplexti chinolin-8-olu vyuZzit pro
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studium afinity fosfoproteinu (vepfového pepsinu A) s pouzitim HPLC [34]. Casticové
kopolymery poly(GMA-co-EDMA) v8ak nachazeji Siroké vyuziti spiSe v jinych typech
chromatografickych metod [68-71]. Jejich pfiprava a vlastnosti byly podrobné studovany
v UMCH AV CR v sedmdesatych az devadesatych letech 20. stoleti [68-70, 72-75].

Pro IMAC byl kopolymer poly(GMA-co-EDMA) pouzit téZ ve formé€ monolitu, jehoZ
vyhodou je jednak odstranéni procesu plnéni kolon (monolit je pfipravovan pfimo v nadobé,
kterd pozdé€ji slouzi jako chromatografickd kolona) a jednak zrychleni pfenosu hmoty
v koloné€ odstranénim mezi¢asticovych prostor, nebot’ veSskerd mobilni fize musi nutné
protékat pory monolitu. Pfi pfipravé monolitu radikalovou polymerizaci je nicméné nutné vzit
v tvahu fakt, Ze je potieba zajistit odvod velkého mnoZzstvi tepla, které je v pribéhu
polymerizace uvoliiovano [76,77]. Proto jsou monolity ¢asto pfipravovany v kapilarnich
kolonach. Piikladem vyuziti vIMAC je poly(GMA-co-EDMA) monolit pouZity v praci
Zhanga a Zhanga [78] piipraveny v kapilami elektroforetické kolon€ s pouzitim smési
cyklohexanolu a dodekanolu (11:1) jako porogenu, kde monolit tvotil 1/50 délky kolony.
Vysledkem byl porézni material svelkym objemem pérd (1,65 cm’/g) i specifickym
povrchem (64 m*/ g) a relativné uzkou distribuci velikosti pori (88 % pdri v rozmezi velikosti
100-2400 nm). Po navazani chelatujici skupiny kyseliny iminodioctové a komplexaci
s méd’natym iontem byl piipraveny Cu’*-IMAC sorbent pouZit v kapilami elektroforéze pro
déleni ¢tyf modelovych polypeptidi. Uvedeny systém a jemu podobné, kde je vyuZito afinity
peptidi k pfechodnym kovovym iontim v kombinaci s elektroosmézou a elektroforézou, se
vyuzivaji pro rozdéleni smési peptidi vyskytujicich se v pfirodé v nepatrnych koncentracich
(napf. v leukemickych buiikach).

Jingm ptikladem je poly(GMA-co-EDMA) monolit s imobilizovanymi Me**-IDA
komplexy vyuzity pro déleni smési modelovych proteini BSA, trypsinu, cytochromu ¢ a
lysozymu (HEWL) [79] na komplexech méd’natych, nikelnatych a zine¢natych s pouZitim
HPLC s UV detekci. Monolit byl piipraven podobnym zptisobem jako v piedchozim ptipadé
v koloné s rozméry 50 x 4 mm. Obsahoval opét pdry s relativné uzkou distribuci (769 nm
v priiméru) a velkym specifickym povrchem (89,1 m?/g) i celkovym objemem péri (3,3 ml/g
odpovidajici porozité 75%).
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2.4.2.3. Komer¢ni syntetické nosiée

Fraktogel EMD Chelat (fa. Merck, Némecko) je nejznaméjsi komeréni IMA sorbent
zaloZzeny na zesitovaném, bliZze nespecifikovaném polymethakryldtovém nosici, jeZ je
pfipraveny patentovanou technologii pro pifimé pouziti v IMAC. Fraktogelové kulovité
casteCky (20-40 um v priméru) maji vysokou mechanickou a chemickou stabilitu a funkéni
skupiny navazané na linearni polymerni fetézce. Vyrobci dale uvadeji, Ze v ptipadé Fraktogel-
EMD-Chelatu jsou funkéni skupiny navazany flexibilné pies polymerni fetézce, ¢imZ ma
imobilizovany kov moznost zaujmout lepsi pozici vzhledem k vazebnym mistim na povrchu
proteinu. Vysledkem by potom mélo byt pevnéj$i navazani proteind na tento typ nosice ve
srovnani s pfirodnimi gely. Nevyhodou proti ptfirodnim agarézovym nosi¢im jsou naopak
vyssi nespecifické sorpce predevsim elektrostatické povahy, které vSak lze potlacit zvySenim
iontové sily pouzitych pufri vrozmezi koncentraci od 0,2 do 1 mol/l. Fraktogel-EMD-

Chelatu se pouZziva ve spojeni s ,,hrani¢nimi‘ (Cu2+, Ni? ’ Zn? i C02+) 1,,tvrdymi‘ (Fe3+) ionty.
2.4.3. Membranové nosice

Pro separaci a ¢isténi proteind je vyuzivano téZ afinitnich membran. Ze vSech ligandi
(mohou jimi byt koenzymy, lektiny, aminokyseliny, protilatky, Protein A a G, barviva,
imobilizované kovové ionty atd.), které jsou kovalentné imobilizovany na membranovych
nosicich a které specificky a reversibilné vazi cilovy protein, bude dalsi text opét zaméten
pouze na ty afinitni membrany, jejichz specifickym ligandem pro vazbu proteinu je
imobilizovany kovovy komplex a jez jsou v literatufe oznaovany zkratkou IMAMs
(,,immobilized metal affinity membranes*).

IMAMs se zacali pouzivat v devadesatych letech 20. stoleti [80,81] a doposud nalézaji své
misto v pseudoafinitnich chromatografickych procesech. Jejich hlavnimi pfednostmi oproti
casticemi plnénym kolonam je ptekonani pomalé vnitro¢asticové difuse a vysokého odporu
pfi pfenosu hmoty vedoucimu k poklesu tlaku ve sloupci. Z uvedenych divodi musi byt ve
vSech chromatografickych systémech s plnénymi kolonami pouZivdna mald pritokova
rychlost. V pfipadé membran jsou umozZnény operace s velkou rychlosti toku vedouci k
urychleni separacniho procesu. Diky spojitému proudéni rozpusténé latky pfes membranu a

diky malé tlouStce membrany se pak vyskytuje jen nepatrnd tlakova ztrata. Zkracenim
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procesniho ¢asu zistane zachovana vétSina biologické aktivity cilové latky, coz je dulezité
zejména pii izolaci enzymd, jejichz aktivita obvykle dosahuje po vycisténi na IMAM vysoké
enzymové aktivity. Podobné jako pro ¢asticové sorbenty, i zde je mozné zvétSovani rozsahu
membranové operace zvySenim poctu pouzZitych membran (,,scale-up*). Membrany mohou
byt navic aplikovany téZ v prvnich stupnich cisticiho procesu, pokud jsou uspofadany v tzv.
,cross-flow* modulu (vysvétleno nize) [26,82].

Nicméné praktické vyuziti IMAMs zdaleka nedosahlo takového rozsahu jako sorbenti
zaloZenych na ¢asticovych nosic¢ich. Mezi nejdilezitéjsi problémy spojené s pouZitim IMAMs
patfi totiZ velké volné objemy existujici ve vétSin€é membranovych moduld. Néasledkem je pak
mimomembranové miSeni [83] vedouci k rozsifovani past a ke zhorSeni separacni efektivity.
Dalsimi problémy, které se vSak vyskytuji i u ¢asticovych sorbentd, jsou nespecifické vazby
[84], unik kovu nebo kompetitivni adsorpce necistot [85]. Problémem je zde téZ dostupnost
membranovych matrici.

s v

2.4.3.1. Formy a moduly membranovych nosi¢i

Jako membranové nosic¢e pro IMAC se Casto pouzivaji béZzné dostupné materidly tvaru
rovinného disku, casto shomogenni vnitroporézni strukturou. Tyto materidly byvaji
v literatufe oznacovany jako ,,ploché listy* (flat-sheets). Dalsi, téZ casto pouZivanou formou
IMA membran, jsou ,,duta vlakna“ (hollow fibres), ktera jsou oblibena piedevs§im diky svému
velkému specifickému povrchu, ktery by mél zajist'ovat vysoké adsorpéni kapacity pro
specificky adsorbovanou latku [86]. Nékolik dutych vlaken spojenim do svazku vytvofi
membranu.

Obé formy membran lze pak uspofadat v riiznych modulech. Nejjednodussi a také
nejCastéji pouzivané upevnéni plochého listu membrany je v diskovém drzaku. Toto
usporadani je ¢asto pouzivano pro SarZovité experimenty modelové sorpce proteinu. Pokud je
,cross-flow* moduld uspotfadani membran, kdy dojde nejprve k odfiltrovani velkych ¢astic
nebo usazenin a poté dochdzi k adsorpci rozpusténych cilovych latek. Proud tekutiny je na
membranu distribuovan v podélném (v modulu ,,deska a ram*) nebo v radialnim sméru (v
modulu ,,spiralové navinutého plochého listu* a v ptipad€ dutych vlaken). Bliz§i diskuse vSak

pfresahuje ramec této disertacni prace.
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2.4.3.2. Matrice membranovych IMA nosi¢t

Materialy tvofici matrici plochého listu membrany nebo dutého vlakna jsou piirodniho i
syntetického charakteru. Jako plochy list mohou slouZit napt. mikrofiltra¢ni, ultrafiltraéni a
dyalizaéni membrany ¢i dokonce obyéejny filtraéni papir [87]. Vyjimkou nejsou ani bi-
komponentni matrice, kde jedna slozka mtiZe byt ptirodni a druha synteticka ¢i ob& syntetické
(napf. celulésové membrany roubované glycidyl-metakrylaitem [80], epoxydizované
polysulfonové membrany [88], nylonem potaZené hydroxyethylceluldsové membrany [89] €1
HEMA-chitosanové membrany [54]). Jedna ze slozek téchto bi-komponentnich matrici
zajist'uje mechanické vlastnosti, zatimco druha slouZi jako nosi¢ funkénich skupin slouZicich
pro navazani chelatujici skupiny a ptipadné téZ pro zvySeni hydrofility.

Cist¢ syntetickymi membranovymi IMA nosiéi jsou opét naptiklad poly(HEMA)-ploché
listy [51,52] pouzité pro modelové sorpce lysozymu (HEWL), albuminu BSA nebo enzymu
glukézy-oxidazy a katalazy na komplexech Cu** nebo Fe’*. PouZité membranové nosi¢e mély
relativné vysoky stupenn botnavosti (58 %) a porézni, blize nespecifikovanou strukturu.
K piipravé membran bylo pouZito UV iniciace (iniciatorem byl AIBN) a vodného roztoku 0,1
M SnCly pro dosaZzeni porézni struktury. Polymerizaci vznikly monolit plochého listu
membrany s tloust’kou cca 0,06 cm byl mechanicky roztezan na kruhové disky poZadovaného
priméru a poté chemicky modifikovan jednokrokovou reakci hydroxymethylenovych skupin
polymerniho nosice s chelatujicim ligandem. Testované membrany vykazovaly pro vSechny
studované latky zanedbatelné nespecifické sorpce (mnoZstvi navazaného latky na
nemodifikovanou membranu bylo vidy < 0,9 pg.cm'z), zatimco specifické adsorpce
provadéné SarZovitymi experimenty na kovovych iontech dosahovaly vysokych hodnot (gm =
165,1 pg/cm2 pro lysozym); adsorpéni chovani bylo ve vSech piipadech moZné popsat
Langmuirovym modelem adsorpéni izotermy ptedpokladajici navzajem neiteragujici a
energeticky ekvivalentni vazebna mista. Hodnoty ¢, vypocitané z Langmuirovych izoterem
navic zdstaly nezménény po pétinasobném opakovani experimentu, coZ naznacuje vysokou
regeneracni schopnost poly(HEMA) membran. Autofi dale uvadéji, Ze pii zpétné desorpci
reversibilné navazaného lysozymu (zbylé latky nejsou diskutovany) roztokem KSCN bylo
95% lysozymu ziskano zpét aniZ by byl zaznamenan unik kovu. Svij vysledek sorpéni
kapacity pro lysozym na poly(HEMA)-Cu®’* membranach srovnavaji autofi s jiZ

publikovanymi kapacitami pro lysozym dosazenymi na jinych systémech a zjiStuji, Ze
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dosazena sorpéni kapacita byla piekonana pouze na poly(glycidyl methakrylat-co-
ethylenedimethakrylat) bioafinitni membrané za pouziti vysokotlaké membranove
chromatografie (HPMC) [90].

Pro doplnéni jesté uved’'me, Ze byly syntetizovany téZ ploché listy chelatujici poly(HEMA)
membrany ,,vylepsené* pfidavkem malého mnozstvi (1/50 w %) chitosanu ve smyslu zvySeni
botnavosti membrany a hydrofility povrchu [54] (pfi pfipravé této bi-komponentni membrany
byl k polymerizaéni smési pfidan roztok chitosanu ve ziedéné kyseliné octové).

Jina synteticka IMA membrana byla pfipravena z komeréné dostupnych poly(ethylen-vinyl
alkohol)ovych (PEVA) dutych vlaken (Kuraray) (vnitini priimér 200 pum, tloustka stén 20 pm
a propustnost pro molekuly do velikosti 600 kD). Po epoxy-aktivaci reakci s
epichlorhydrinem byla membrana modifikovana chelatujici kyselinou iminodioctovou (IDA)
(cca 38 pmol IDA/ml membrany) nasledovana komplexaci s ionty Zn>*. Usp&né byl izolovan
imunoglobulin IgG, z bunééného supernatantu [91].

Zcela polymerni membranovy nosi¢ byl pouzit téZ v praci Iwata a spol. [81]. Jednalo se o
membranu pfipravenou z polyethylenovych dutych vlaken radia¢né indukovanym
naroubovanim glycidyl-methakrylatu (GMA). Zékladni polyethylenova vldkna méla primeér
port 0,18 pm, porozitu 75% a specificky povrch 23 m?/g, jehoZ hodnota se véak roubovanim
snizila na 11 m%*/g. Na IDA-Cu®* modifikované membrang byly poté provedeny modelové
sorpce dipeptidu L-histidin-L-leucinu a sérového albuminu BSA SarZovitymi experimenty,
které ukazaly Langmuiriv typ adsorpéniho chovani studovanych latek. Z dynamickych
experimentli adsorpci téhoZz dipeptidu na téZe membran€é vyplynulo zjisténi, Ze hodnota
maximalni vazebné kapacity pro zmifiovany dipeptid (50 g /kg suché Cu**-IDA membrany) je
nezavisla na pouzivaném vstupnim tlaku a navic se shoduje s hodnotou maximalni vazebné
kapacity ziskanou S$arZovitymi experimenty (coZ dokazuje fakt, Ze v membranovém
uspofadani je vyznamné redukovan odpor pienosu hmoty).

Vyjimkou nejsou ani kombinace IMA membran s jinymi cisticimi technikami. Jako
ptiklad lze uvést izolaci urokinazy (enzym Stépici plasminogen na plasmin) z lidské moci
[80]. Byla pouzita kombinace iontovyménné a IMA membrany, pficemZ jako membranova
matrice slouzZila v obou piipadech kompozitni celulézova vldkna roubovand glycidyl-
methakryldtem - modifikovana jednak sulfopropylovymi skupinami (iontovyménna

membrana) a jednak kyselinou iminodioctovou komplexovanou s kationty Zn*" (IMAM). Po
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piedisténi na iontovyménné membrané se zvysila specifickd aktivita urokinazy vice nez Sest
krat a po nasledném pFeisténi na Zn>*-IDA membréané déle vice neZ 18 krat.

Kopolymer poly(GMA-co-EDMA), podobné jako pro &asticové nosiSe, i ve formé
membran nachdzi své uplatnéni zatim spiSe vjinych typech chromatografie,

zejména imunoafinitni [92,93], kdy je membrana modifikovana imobilizaci protilatky.

2.4.3.3. Modifikace membranovych IMA nosi¢u

Pro pfipojeni kyseliny iminodioctové, kterd je i v pfipadé IMA membran nejcastéji
pouzivanou chelatujici skupinou, je opét vyuzivano zejména oxiranovych skupin. Na rozdil
od ¢&asticovych nosiéu jsou vsak v pfipadé membran zplisoby zavedeni oxiranovych skupin
mnohem rozmanit&jsi; ¢astym zptisobem je podobné jako pro ¢astice reakce funk&nich skupin
nosice s epichlorhydrinem [84,87,91,94] nebo bisoxirany [89]. Novinkou je zde reakce s jiZ
polymerovanym glycidyl-methakrylatem [80], ¢imZ se navic zvy$i hustota reaktivnich skupin
na membrané. Téchto zplisobll je vyuZivano, pokud matrice membranového nosi¢e obsahuje
funkéni skupiny hydroxylové (napf. v celulésové [80], poly(ethylen vinyl)alkoholové [91]
nebo poly(2-hydroxyethyl methyl)metakrylatové matrici [51,52]), pfipadné aminoskupiny
(v polyamidech [89] nebo chitosan obsahujicich matricich [54]). Problém s epoxy-aktivaci
nastdva v pfipad€, kdy v pivodni matrici membranového nosie nejsou pfitomny Zadné
reaktivni skupiny. To je pfipad napf. polyethylenu. Zde se pouziva radiané indukované
roubovani (grafting) glycidyl-metakrylatu (GMA) [81,95]. Polyethylenova duta vlakna jsou
ozafena proudem elektrond z urychlovage (davkou 200kGy) za normalni teploty v dusikové
atmosféfe a za zvySené teploty jsou ponofena do metanolického roztoku GMA. MnoZstvi

GMA naroubovaného na duté vlakno je pak vyjadieno stupném roubovani dg:

dg = 100[(M;-My)/M,] (M

kde My a M, jsou hmotnosti ptivodnich a GMA-roubovanych vlédken. Stupeti roubovani d, 1ze
tedy nastavit mnoZstvim pfitomného GMA (napf. dvojnasobna hmotnost GMA oproti dutym
vlakniim znamena stupeil roubovani 200%) a tim libovolné regulovat mnoZstvi navazanych
epoxyskupin. Rouby jsou pfitomny pfedev§im na povrchu pérd poréznich polyethylenovych

dutych vlaken. Metody radiatné indukovaného roubovani glycidylmetakrylatu bylo pouZito
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téZz pro modifikaci dutych vlaken zaloZenych na alifatickych polymerech obsahujicich polarni
skupiny [82,96]. Pokud jsou dutymi vlakny aromatické polysulfony, lze epoxyskupiny
zavadét elektrofilni susbstituci do ortho- polohy aromatického jadra (napf. reakce
polysulfonovych aromatickych jader aktivovanych butyllithiem s glycidyl-4-oxoethyletherem
[88]).

Pro zajimavost dopliime, Ze byla pouzita téZ chelatujici sklenéna dutd vlakna [97], do
nichz byly epoxidové skupiny zavedeny silanizaci 3-(glycidoxypropyl)trimethoxysilanem.

Imobilizované epoxidové skupiny zminiovanych membranovych nosi¢il jsou v nasledném

reakénim kroku pievedeny na chelatujici skupiny, vétSinou kyseliny iminodioctové (IDA).

2.4.3.4. Komeréni membranové IMA sorbenty

Vybér komerénich IMAMs je velice tzky. Komeréné dostupnymi IMAMs jsou napf.
Sartobind IDA membrane (stabilizovana vystuzena celulé6za modifikovana kyselinou
iminodioctovou) (Sartorius), Ni-NTA HisSorb Strips (transparentni prouzky z blize
neuvedeného materialu pokryté komplexy Ni**- kys. nitrilotrictova) (Qiagen), SwellGell
Nickel (nebo Cobalt) Chelated Discs (Pierce)-disky s imobilizovanym niklem nebo kobaltem
z blize neuvedeného materidlu atd. Kromé produktu Sartobind IDA je vSak vétSina
komer¢nich produktii uzplisobena pouze pro cile isolace malého mnoZstvi proteinu (vétsinou
detekci transgennich Hisg proteind) nebo analyzu stopového mnozstvi kovu, ne vSak pro
izolaci vétsiho mnozstvi proteinu. Hydrofilni kopolymemi membrany Sartobind IDA firmy
Sartorius (tloustka 170-190 um, priméma velikost porti 0,45 pm) umisténé v diskovém
drzaku byly testovany v praci Reifa a spol. [98], kdy byly po imobilizaci ionti Cu*, Ni¥¥,
Zn** nebo Co®" \isp&sné separovany proteiny B-laktoglobulin, lysozym (HEWL), myoglobin a
cytochrom ¢ (THCC), coz je skupina proteinti s riiznym poctem povrchovych histidint, ale

srovnatelnou hydrofobicitou a podobnym isoelektrickym bodem.
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2.4.3.5. Piiklady srovnani separacnich vlastnosti sorbentti s imobilizovanymi kovovymi ionty

v membranovém a kolonovém uspotradani

Tato kapitola je vénovéana nékolika piikladim tsp&$ného pouziti IMA membran, jejichZ
separalni efektivita byla srovnavana s oblibenymi komerénimi agar6zovymi IMA sorbenty ve
formé kulovitych ¢astic.

Jako prvni lze uvést piiklad rozdéleni pektinovych enzymii na komplexech Cu*"-IDA
imobilizovanych jednak na membrané z polysulfonovych dutych vlaken [82,96] a na koloné
plnéné casticovou Chelatujici Sepharosou CL-6B [99]. Na obou nosi¢ich bylo dosazeno
oddéleni pektin lyasy (PL) od pektin esterazy (PE), pficemZ prvni z enzymi se na IMA
sorbent nezachycuje, zatimco druhy je kvantitativné specificky adsorbovan. Zachyceny
enzym PE byl poté zobou nosi¢d kvantitativné eluovan a enzymova aktivita po eluci
dosahovala vzdy 99% své pilivodni enzymové aktivity. Nékteré rozdily v chovani obou

sorbentl jsou shrnuty v Tab. 2.

Tabulka 2: Porovnani membrany a gelového ¢asticového sorbentu pro izolaci

pektinesterasy (PE) na Cu**-IDA komplexech. Data ptevzata z [82 a 99].

Pozn.: Pro oba systémy, membranovy 1 Casticovy, bylo pouZito stejnych experimentalnich
podminek (kromée iontové sily pufri-viz text).

Parametr Membrana Chel. Sefar6za CL 6B
Maximalni kapacita (U/ml)*° 8000 3000
Dynamicka kapacita (U/ml)° 7500 2600

Vn&j$i rychlost (min™) 5 0,2
Celkovy ¢as (min) 10 50
Produktivita (U/ml per min) 750 81

* stanoveno z rovnovaznych adsorpénich izotherem
® Jednotka U/ml je enzymova aktivita vztazena na ml pevného nosice. Jedna jednotka (U) je

mnozstvi enzymu PE potfebného k uvolnéni 1 peq. karboxylovych skupin za minutu.

Tabulka 2 zdiraziiuje vyhody membranového nosic¢e. Kratsi doba frakcionace zvySenim
rychlosti pritoku ptfi pouziti membran (doba je sniZzena na 10 min) a vy$si produktivita za

minutu separace dovoluje za kratSi Cas pouzZitim malé membrany dosaZeni stejného
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separa¢niho efektu jako pfi pouziti vétsi, gelovymi ¢asticemi plnéné kolony. Membranovy
sorbent vSak vykazoval vy33i nespecifické sorpce. Ty byly ¢aste¢né odstranény zvySenim
iontové sily pouZivanych roztokt (pro frakcionaci pektinovych enzymi byla zvySena z 0,1 M
pro ¢asticovy gel na 0,25 M NaCl pro membranu). Dal$i nevyhodou membrany byla nesnadna
eluce reverzibilné navazaného enzymu PE. Zatimco z kolonového systému byl zachyceny
enzym (PE) kvantitativné eluovan sniZzenim pH promyvaciho pufru zpH 7 na pH 3,
z membrany byl navazany enzym timto pufrem odstranén jen ¢astené, zcela teprve promytim
roztokem EDTA, ktery vytésiiuje cely komplex Cu**-enzym a enzymovy eluat je tudiz
kontaminovan kovem. Autofi piedpokladaji existenci dvou skupin ligandi IDA-Cu**
imobilizovanych na membrané s rtiznou dostupnosti pro enzym, kdy z 1épe dostupné skupiny
je navazany enzym odstranén eluci klesajicim pH gradientem, zatimco pro hiife dostupnou
skupinu ligandi je navazany enzym potieba odstranit eluénim ¢inidlem obsahujicim EDTA.
Existenci dvou skupin ligandi potvrzuje téZz adsopce enzymii provedena SarZovitymi
experimenty, ktera neodpovida Lagmuirove izotermé&. Dvé skupiny ligandti vznikly ziejmé pti
epoxy-aktivaci dutych vldken radia¢né€ indukovanym roubovanim glycidylmethakrylatu [82].
Navazani chelatujicich skupin kyseliny iminodioctové na rozvétvené rouby s rtiznou
prostorovou dostupnosti zfeyjmé zplisobi rozdéleni ligandl na dvé skupiny.

Dalsim piikladem srovnani IMA provedeni na membrané a v koloné je izolace Penicilin G
acylazy (PGA), coz je enzym hydrolyzujici penicilin G na 6-aminopenicilanovou kyselinu
produkujici semisyntetické peniciliny, ze surového extraktu-supernatantu z lyze bunék ve
fermenta¢nim ristu kultivace bakterie Escherichia coli. Jako plnivo do kolony byl pouZit
komeréni agarésovy gel Chelating Sepharose Fast Flow s imobilizovanymi ionty Cu®* [100],
membranovym nosi¢em bylo 10 plochych listii 47-mm v priiméru afinitni membrany (160 um
silné) pfipravené z regenerované celuldésy a nasledné modifikované IDA-Cu** [94]. Oba
sorbenty poskytly srovnatelné vysledky distoty a specifické aktivity enzymu PGA. Bylo
ziskano 90,25 % ptvodniho mnoZstvi enzymu po pieciSténi na membrané a 97 % po
pie¢isténi na Cu’*-Chelatujici Sepharose Fast Flow. Cistici faktory specifické aktivity byly
9,11 pro membranu a 12,36 pro Sefarozu (Cistici faktor specifické aktivity je ¢islo udavajici
kolikrat se zvétSila specificka aktivita cilového enzymu v pfeci§téném roztoku oproti
vychozimu roztoku).

V nedavno publikované praci [91] byla pfipravena membrana z komer¢nich poly(ethylen-

vinyl alkohol) (PEVA) dutych vlaken jejich naslednou modifikaci kyselinou iminodioctovou
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a komplexaci s ionty Zn*" a vyuZita pro izolaci monoklondlniho imunoglobulinu IgG; z
bunééného supernatantu. Stejny Eistici postup byl proveden téz na Casticovém agarézovém
gelu (Chelating Sepharose Fast Flow) v koloné. Ackoli celkova kapacita Zn**-IDA-PEVA
membrany pro adsorpci proteini je niz§i (pfiblizn€ polovi€ni) v porovnani s Zn**-IDA-
agar6zovym gelem, pro membranu byla pozorovana vyssi selektivita k imunoglobulinu IgG;.
V poslednich elu¢nich frakcich pfi izolaci IgG; na membran€ bylo totiz ziskano 90.3 %
piitomného imunoglobulinu IgG, ve vysoké Cistoté. Navic bylo ukézano, Ze mnoZstvi
zachycenych proteind z bunééného supernatantu na Zn**-IDA-PEVA membrané na rozdil od
kolonového systému nezavisi na rychlosti pritoku mobilni faze.

Iwata a spol. v jiZ zmifiované praci [81] porovnavali sorpéni chovani modelového proteinu,
albuminu BSA (Mw = 66700, 17 histidinovych zbytki), na Cu’-IDA membréan&
z polyethylenovych dutych vlaken roubovanych glycidyl-metakryldtem a na komerénim
&asticovém Cu”*-IDA agar6zovém gelu za stejnych experimentélnich podminek. MnoZstvi
modelového proteinu adsorbovana na obou sorbentech byla srovnatelnd a sorpéni chovani
bylo mozné popsat Langmuirovou izotermou, zniz byly téZ vyhodnoceny hodnoty
saturacnich vazebnych kapacit g,, (autofi udavaji pfesnou hodnotu g, pouze pro membranu
0,26 mmol/l, pti¢emz mnoZstvi imobilizovanych ionti Cu** na membrang je 0,18 mol/l). Pro
oba studované sorbenty byl zaznamenan jen nepatrny vliv nespecifickych sorpci.

Podobné jako u vétSiny cEasticovych nosicd, t€Z pro IMAMs byla pozorovana vysoka
regenerac¢ni schopnost a pouZitelnost pro né€kolikeré opakovani experimentu. Napiiklad
v praci Wei a spol. [87] byla testovana regeneraéni schopnost celulosové membrany. Jeji
adsorpéni kapacita zilstala stejnd po 10-ti nasobném opakovani experimentu na téze
membrang, po pouziti 30 x vSak klesla o 10 %. Po pouziti polysulfonovych dutych vldken 60
x zustala adsorpéni kapacita pro lysozym nezménéna [96]. Na syntetickych 2-hydroxyethyl-
metakrylatovych ¢&i  glycidyl-metakrylatem roubovanych polyethylenovych matricich
[81,51,52] zlstaly maximalni sorpéni kapacity nezménény po pétinasobném opakovani

experimentu.
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2.4.4. Vliv vnitini struktury nosi¢e a koncentrace imobilizovaného kovového iontu

chelatujiciho sorbentu na efektivitu ligandové vymény

Parametry sorbentu, kterymi jsou pfedev§im struktura a hydrofilita nosice, koncentrace
imobilizovanych kovovych iontl a délka fetézce oddélujiciho imobilizovany kov od povrchu
nosice, ovliviiuji ptistupnost pro cilovou latku v ligandové vyménné chromatografii na
imobilizovanych kovovych iontech. VSechny tyto charakteristiky ptisobi jako komplexni
celek, nelze na zakladé znalosti jen jedné z nich usuzovat na efektivitu procesu ligandové
vymény. V IMA metod€ se vSak pouZivaji vyhradn€ hydrofilni matrice a délka fetézce
spojujiciho kovovy komplex s povrchem nosi¢e ¢ini zpravidla 3-12 atomt [22,101].
Dilezitymi parametry urcujicimi efektivitu ligandové vymeény pak zlstavaji predev§im
struktura pevného nosic¢e a koncentrace imobilizovanych kovovych iontd.

Je zfejmé, Ze ptistupnost proteini k imobilizovanym kovovym iontim a tim i vysledna
retence a vazebna kapacita sorbentu jsou v prvnim piibliZzeni zavislé na celkovém povrchu
nosice. V piipadé proteind se dale asto uplatituje tzv. multiligandova interakce, kdy jedna
objemna proteinovd molekula obsazuje nékolik imobilizovanych kov. iontd najednou.
Piistupnost imobilizovanych kovovych iontd pro interakci s bilkovinou a pevnost vzniklé
reversibilni vazby pak zavisi na prostorovém rozloZeni kov.iontd uvnitf hmoty nosice,
zejména uvnitt pord, potazmo tedy na priméru port a koncentraci imobilizovanych kovovych
komplexti. Bohuzel vSak autorim mnoha praci tykajicich se IMA metody lze vycist
nepfesnou nebo nedostadujici charakterizaci porézni struktury nosi¢ii pouZivanych sorbentu.
Vnitini struktura byva casto ukazana pouze na mikrofotografii nebo byva uvedena jen
hodnota specifického povrchu nosic¢e. Systematicka studie v této oblasti nebyla provedena.
Zde ptedkladam pouze parcidlni zavéry, které 1ze provést z dostupné literatury.

Jiz v jedné ze starSich studii prikopniki metody IMA [102], v niZ byly srovnavany dva
Cu**-IMA nosiée s rozdilnou porozitou {TSK gel chelate-5PW (Bromma, Svédsko) a
Sepharosa Fast Flow (Pharmacia)}, bylo ukazano, ze TSK gel s men$im priimérem ¢astic (10
pum) obsahujici mensi pory (podrobnéjsi data nejsou uvedena) vykazuje sice mensi kapacitu
(1,9-2,4 krat) pro studované modelové proteiny (BSA, lysozym a ovalbumin) v porovnani

s vice poréznim agar6zovym nosi¢em (primeér Castic 45-165 um), avSak poskytuje témeéf
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idealni podminky pro studium adsorpéni rovnovahy v kolonovém chromatografickém
usporadani (ostré frontalni elu¢ni piky).

V praci Berkela a spol. [103], ktefi testovali sorbenty ziskané kovalentni imobilizaci
chelatujici skupiny 3,5-dimethylpyrazolu na kopolymerni ¢astice glycidylmetakrylatu s 1,1,1-
tris(hydroxymethyl)propan trimethakrylatem pfipravenych podle [104], bylo ukdzano, Ze pfi
tvorbé meéd’natych komplexd ve vodném prostiedi mnozstvi chelatujicich skupin vyuZitych
pro koordinaci iont Cu®* je dvakrat vy3si v ptipad¢ polymermiho nosice s nizkymi hodnotami
objemu péri a specifického povrchu (0,16 cm’/g a 0,2 m%g) neZ pro podstatné poréznéjsi
nosi¢ s vy$sim objemem port a o tii tady vy$sim specifickym povrchem (1,12 cm’/g a 128
m?/g, hlavni péry 37 nm v priimé&ru), byt’ koncentrace imobilizovanych chelatujicich skupin
byla na obou nosi¢ich srovnatelna (~1,3 mmol/g). Autofi vysvétluji tento jev predpokladem,
ze ve druhém polymeru s doslo k zablokovani vstupu do péri formujicimi se méd’natymi
komplexy, takze zbylé chelatujici skupiny ke komplexaci Cu** nebyly vyuzity a tudiz by
nemohly slouzit ani v ligandové vyménné chromatografii na kovovych iontech. Tato studie
tedy naopak demonstruje ptipad, kdy vétsi objem pdrii pevného nosice sniZuje vyuZitelnost
imobilizovanych chelatujicich skupin.

Pii pripravé IMA sorbentl s IDA skupinami v8ak porézni struktura byva vyhodou jiz pfi
samotné modifikaci polymerniho nosi¢e. V homogenné zesitovaném polymeru (neporéznim)
jsou totiZ reaktivni skupiny pfistupné teprve az po dostate¢ném nabotnani polymerni sité, tj.
kdyZ jsou polymerni fetézce dostateéné vzdjemne€ separovany plisobenim osmotického tlaku.
Tato skuteCnost vSak omezuje vybér rozpoustédel aplikovatelnych pro reakci s funk¢nimi
skupinami nosice, nebot’ pokud polymerni sit’ nebotna v jistém rozpoustédle, reakce prob&hne
pouze na povrchu. Dalsi nevyhodou homogenné zesitovanych polymeri je rovnéZ pomala
difuse ¢inidla do zbotnalé polymerni sité a naopak reakénich produktii ven ze sité. Tyto
nevyhody mohou byt odstranény v heterogenné zesitovanych polymerech, které jsou
charakterizovany vysokou porozitou i v suchém stavu. Reakce jejich funkénich skupin
probiha kromé vnéjsiho povrchu také na rozsahlém vnitinim povrchu, obycejné nezavisle na
termodynamické kvalité rozpoustédla.

Alvarez a Gomez [63-65] studovali schopnosti komplexii Fe’*-IDA imobilizovanych v
sitovanych poly(HEMA) ¢&asticovych sorbentech sorbovat fosfoprotein ovalbumin a nékteré
fosforylované aminokyseliny v zavislosti na porézni struktufe pevného nosiCe. PouZitim

cyklohexanu jako porogenu, jehoZ koncentrace zlstavala konstantni pro piipravu vSech
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studovanych nosiéi, byly ziskavany vysoce porézni materidly s vnitini strukturou
pfipominajici kvétak, které mély celkovy objem poérti vrozmezi 3,1-3,7 ml/g sorbentu.
Rozdila v distribuci porti jednotlivych nosi¢i, které byly sledovany rtutovou porozimetrii,
bylo dosaZeno zménou teploty polymerizace nebo koncentrace iniciatoru. VSechny studované
syntetické nosice obsahovaly mezopéry a makropdry s priméry 4-50 nm a 50 - 400 nm, liSily
se vSak jejich pomé€mym zastoupenim. Bylo ukéazano, Ze nosi¢ obsahujici vysoky obsah
makropodri (95% celkového objemu pdri), nizky obsah mezopdri (5%) a tim téZ (téméf o
tietinu) niz$i celkovy specificky povrch (91,6 m%/g) neZ nosiée ostatnich sorbenti (~ 130
m?/g) vykazoval vyrazné vyssi (az dvakrat) sorpéni kapacity pro studované aminokyseliny (azZ
12,1 mg/g - pro fosfothreonin). Pfi sorpci ovalbuminu byly ziskany podobné vysledky, kdy
pouZitou koncentraci Fe**-IDA skupin (17,4 umol/g), avsak vysokym obsahem makropdri
nosice (78 % celkového objemu pdri) a nizkou hodnotou jeho specifického povrchu (1,6
m?/g). Z uvedenych poznatkd vyplyva, Ze nejen celkovy objem pdrd a hodnota specifického
povrchu nosice, ale zejména pomeér obsahu makro-, meso- a mikropdri hraje podstatnou roli
v mnozZstvi latky zadrZzené na imobilizovaném kovovém iontu. V uvedenych studiich zvySuje
celkovou kapacitu IMA sorbentu piedevS§im proporcionalni obsah makropérii s primeéry
v rozmezi 50 - 400 nm.

V jiZ zminovanych pracich [43,44] bylo zase dosahovano vysokych sorp¢nich kapacit pro
modelové proteiny- lidsky sérovy albumin a cytochrom ¢ (az 193 mg/g pro HSA a 31,7 mg/g
pro THCC) na meédnatych komplexech &asticovych sorbentii zalozenych opét na
sesitovanych poly(HEMA) nosiéich (primér castic 75-250 um), pfiCemz nespecifické
adsorpce mezi proteinem a nosi¢em byly oproti specifickym sorpcim na méd’natém iontu
nizké. Autofi piipisuji dosazené vysoké hodnoty specifickych sorpénich kapacit velkému
vnitinimu povrchu ¢€asticovych nosici, avsak bliz§i udaje o vnitinich strukturach nosict
nejsou uvedeny; pouze hodnoty specifickych povrchii nosi¢i se pohybuji v rozmezi 17,6-18,3
m?/g. Podobné studie byly provedeny téZz na podobnych sorbentech i s dal$imi proteiny
(katalazou) atd. [45,46], avSak ani zde nebyla struktura nosic¢e detailn€ji studovana, piestoze
na zékladé holych dat specifického povrchu nosi¢e nelze piedpovédét ptilis o efektiviteé IMA
procesu.

Ponékud lepsi piehled lze ziskat z dostupné literatury pro vliv koncentrace kovového iontu

v IMAC. V mnoha pfipadech bylo zjisténo, Ze se sorpéni kapacita pro cilovy protein
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kontinualné zvySuje se zvySujici se koncentraci imobilizovanych kovovych komplexi
[44,49,50,62]. Pokud se jedna o separaci smési proteind, mizZe se se zvysujici se koncentraci
imobilizovaného kovového iontu zlepsit i separaéni efektivita. To ukazal napt. Kagedal [105]
na separaci smési péti proteind (cytochromu c, lysozymu, $-laktoglobulinu, lektinu z Cocky a
o-laktalbuminu) na IDA-Cu®* komplexech imobilizovanych na agarézovém nosiéi. P
postupném zvySovani koncentrace imobilizovanych IDA-Cu?®* komplexi z 18 na 32 pmol/ml
byl pozorovan zmensujici se prfekryv eluénich pikd jako disledek lepSiho oddéleni
jednotlivych proteind. Pii dal$im zvySeni koncentrace IDA-Cu®* komplexti z26 na 43
umol/ml se v3ak separaéni efektivita opét zhorsila. Stinnou strankou vysoké koncentrace
imobilizovaného kovového iontu je pfedevS$im zvySeni afinity vazajiciho se proteinu
k imobilizovanému kovu. Pro jeho zpétnou eluci ze sorbentu je pak potieba pouZit siln&jsi
eluéni ¢inidla, jak ukézali Liesiene a spol. [59], ktefi pouzivali rizné koncentrace IDA-Cu®*
komplexii imobilizovanych na celulésovém nosi¢i Granocel-500 s velikosti ¢astic 100-200
pm pro navazani hormonu somatotropinu (STH). Z frontalnich elu¢nich kiivek zjistili, ze
afinita STH se pro imobilizované méd’naté ionty zvySuje s jejich zvysujici se koncentraci.
Navazany enzym byl ziskan zpét nejjednodussim zpiisobem (klesajicim pH gradientem)
pouze pokud koncentrace IDA-Cu** komplexii nepfevySovala hodnotu 20 pmol/ml.
S roustouci koncentraci IDA-Cu®* komplexti z 3,5 na 20 pmol/ml se navic sniZovalo pH
eluéniho piku (az k pH 4,5) a dochazelo k jeho rozsifovani. P¥ koncentraci IDA-Cu®*
komplexd 26-34 umol/ml jiz bylo nutné pro vytésnéni reversibilné navazaného STH pouzit
kompetitivni eluéni ¢inidlo (imidazol).

Dalsimi komplikacemi, které mohou nastat pii vysoké koncentraci imobilizovanych
kovovych iontd, je zesileni vlivu nékterych nezadoucich jevi jako jsou nespecifické sorpce za
soucasného sniZeni specifické adsorpce cilového proteinu [106] ¢i sniZeni difusivity molekuly
proteinu v roztoku k imobilizovanému reakénimu partnerovi [107].

Velmi piinosna je prace Wirtha a spol. [108], v niz byl studovan vliv koncentrace
imobilizovanych komplexti IDA-Cu®** na vazebnou kapacitu modelovych proteini- lysozymu
nebo konkavalinu A- v kombinaci se strukturnimi parametry nosie soucasné. Bylo ukazano,
7e zvySovani koncentrace imobilizovanych IDA-Cu** komplexii na neporéznich
silikagelovych sorbentech zptisobuje kontinualni zvySovani mnoZstvi navazaného proteinu, at’
JiZz se jedna o lysozym ¢i konkavalin A. Na poréznim silikagelovém sorbentu (primér pord

1000 A) byl pozorovan zajimavy jev, kdy se s postupnym zvySovanim IDA-Cu®" koncentrace
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(z 0,9-104 umol/g) mnoZstvi navazaného proteinu nejprve zvySovalo, ale po dosazeni maxima
opét klesalo.

Vliv koncentrace imobilizovaného kovu na efektivitu v IMAC byl studovan také pro IMA
membrany (IMAMs). Na Cu?-IDA komplexech imobilizovanych na mikrofiltraéni
membrané (polysulfonovana duta vlakna) byla studovana kapacita pro lysozym (14 kD). Bylo
zjisténo, Ze pro tf studované koncentrace Cu’*-IDA komplexi (69, 134, 203 pmol/ml) byla
kapacita pro lysozym vzdy blizkd hodnoté 4 pmol/ml [82]. Na komplexech Cu**-IDA
imobilizovanych na membrané z hydrofilizovanych polyethylenovych dutych vlaken byla
provedena sorpce L-histidinu, lysozymu (14 kD) a hemoglobinu (68 kD) [95]. Bylo zjisténo,
7e zvysujici se koncentrace imobilizovanych komplexii Cu®**-IDA zvySuje mnoZstvi navazané
aminokyseliny L-histidinu, av$ak nezlepSuje ¢i dokonce sniZuje (pfi koncentracich nad 1300
pmol/ml) mnoZstvi navazaného proteinu (lysozymu nebo hemoglobinu). Pii koordinaci L-
histidinu byla pfi v3ech studovanych koncentracich komplexi Cu**-IDA vzdy ptiblizné
polovina z nich vyuZita pro navazani této aminokyseliny. Celkova mnoZstvi navazaného
lysozymu vsak byla vZdy o dva a hemoglobinu o ti1 fady niz8i v porovnani s L-histidinem,
coz je disledek stoupajici velikosti molekuly. Tyto vysledky jsou v jistém souladu se zaveéry
zminované prace Wirtha a spol. [108], ktefi pii vysoké koncentraci imobilizovanych
komplexti Cu**-IDA na poréznim silikagelovém nosi¢i pozorovali pokles v mnoZstvi
navazaného proteinu (lysozymu nebo konkavalinu A).

Divodem, pro¢ se pii ur€ité koncentraci imobilizovaného kovového iontu mnoZstvi
navazaného proteinu jiZz nezvySuje, je zfejmé multibodové pfipojeni proteinu. Objemna
molekula bilkoviny obsahuje n€kolik aminokyselinovych zbytkd schopnych interagovat s
imobilizovanym kovovym iontem na nékolika mistech, zatimco nizkomolekularni molekula
(napt. imidazol) se pfipojuje jen na jedno vazebné misto imobilizovaného kovového iontu
[109]. Optimalni koncentraci imobilizovaného kovového iontu vsak lze jen téZko stanovit,
vzdy zalezi kromé jiného téZ na struktuie pevného nosice, na n€jz je kov imobilizovan, a na
interagujicim partnerovi, predevsim jeho velikosti a mnoZstvi interaktivnich skupin.

V nékterych uvadénych ptipadech [95,108] byl pozorovan dokonce pokles mnoZstvi
navazaného proteinu pfi vysokych koncentracich imobilizovaného kovového iontu
v porovnani s niz§imi koncentracemi na témze sorbentu. MoZnym vysvétlenim tohoto jevu je
zablokovani pfistupného mista v bilkovinné molekule. Vysoka hustota ligandu

imobilizovaného na pevném nosici zpisobi vazebné misto proteinu nedostupnym. Toto bylo
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JiZ pozorovano v bioafinitni chromatografii enzymt [106] (Obr.4). Je velmi pravdépodobné,

Ze podobny princip plati 1 pro pseudoafinitni chromatografii na imobilizovanych kovovych
iontech (IMAC).
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Obr.4. MozZné vysvétleni efektu ligandové hustoty na vazbu proteinové molekuly [106].
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Hlavnim cilem této disertani prace je pfiprava a studium polymernich nosicii ve formé

kulovitych &astic, pfipadné membran, jejich modifikace chelatujicimi skupinami s naslednou

komplexaci iontem ptechodného kovu a jejich potencialni vyuziti v IMA (,,immobilized metal

affinity*) metodé pro studium afinity modelového imunoglobulinu IgG,. Ziskané vysledky

pfispivaji k navrhu a optimalizaci struktur sorbenti pouZivanych pro studium nebo izolaci

imunoglobuliniti na imobilizovanych kovovych iontech.

DosaZeni cild disertace piedpoklada vyfeseni nasledujicich okruhii otazek:

1. Pfiprava a studium vhodnvych typd syntetickych makromolekul tvaru kulovitych &astic

umozhujicich kovalentni pfipojeni chelatujici skupiny

a)

b)

Piiprava hydrofilnich kopolymeri poly(DEGMA-co-EDMA) vhodnych
k modifikaci  chelatujici skupinou s vyuzitim koncovych hydroxylovych
skupin pfitomnych v polymerni matrici (DEGMA = 2-(2-hydroxyethoxy)ethyl-
methakrylat; EDMA = ethylen-dimethakrylat)

Pfiprava terpolymerti poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA)  vhodnych
k modifikaci chelatujici skupinou s vyuZitim oxiranovych skupin pifitomnych
v polymerni matrici (GMA = 2,3-epoxypropyl-methakrylat).

Vyuziti  terpolymeri  poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA)  k modifikaci
chelatujici skupinou s vyuZitim oxiranovych skupin pfitomnych v polymerni

matrici (HPMA = 2-hydroxypropyl-methakrylat)

2. Vybér a pfiprava chelatujicich skupin, syntetické postupy jejich pfipojeni k

polymernimu nosiéi

a)

b)

Syntéza nizkomolekuldrich latek obsahujicich chelatujici skupinu ve své
molekularni struktufe

Kovalentni  pfipojeni  pfipravenych nebo  komeréné¢  dostupnych
nizkomolekularnich latek na polymerni nosi¢ s vyuZzitim hydroxylovych nebo
epoxidovych skupin pfitomnych v polymerni matrici; vyuZiti béZnych
syntetickych postupd zahrnujicich nukleofilni substituce epoxidovych skupin,
alkylace aminoskupin, oxidace a tosylace hydroxyskupin, acylace, halogenace,

ptipravu Schiffovy baze a dalsi
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Komplexace &asticovych chelatujicich sorbentl s iontem pfechodného kovu; vyuziti

vIMA metodé pro studium afinity modelového proteinu-monoklondlniho

imunoglobulinu IgG,

a)

b)

Piiprava sorbenti zaloZenych na homogenim poly(DEGMA-co-EDMA) nosi¢i
s imobilizovanymi ionty nikelnatymi, méd’natymi a Zelezitymi. Porovnani
vlivu  nikelnatych  komplexd  sriznymi  chelatujicimi  skupinami
imobilizovanymi na poly(DEGMA-co-EDMA) nosi¢i pro specifickou sorpci
monoklonélniho IgG, specifického proti kienové peroxidaze

Ptiprava sorbentii zaloZenych na homogennich a heterogenich poly(GMA-co-
DEGMA-co-EDMA) nosi¢ich s imobilizovanymi ionty nikelnatymi a
meéd’natymi. Porovnani vlivu porézni struktury poly(GMA-co-DEGMA-co-
EDMA) nosicli pro sorpci modelovych latek - imidazolu a monoklonalniho
IgG, specifického proti lidskému choriogonadotropnimu hormonu - na
imobilizovanych  komplexech  Ni(II)-kyselina iminodioctova s riiznou
koncentraci imobilizovaného komplexu; porovnani ziskanych vysledki
s obéma modelovymi latkami

Ptiprava sorbenti zaloZenych na heterogenich poly(GMA-co-HPMA-co-
EDMA) nosicich s imobilizovanymi ionty nikelnatymi a studium jejich vyuZiti
pro izolaci monoklondlniho IgG; specifického proti kfenové peroxidaze

v zavislosti na porézni struktufe nosice

Priprava a studium polymernich membran, syntetické postupy jejich modifikace

chelatujici skupinou s cilem zachovani mechanickych vlastnosti membran; posouzeni

jejich vyuzitelnosti v praxi

a)

b)

Pfiprava homogennich kopolymemich poly(DEGMA-co-EDMA) membréan
sriznych stupném sesiténi; stanoveni stupné botnavosti a porovnani
mechanickych vlastnosti

Kovalentni ptipojeni chelatujici skupiny-kyseliny iminodioctové-na membrany
s vhodnymi mechanickymi vlastnostmi dvoukrokovou modifikaci za rtiznych
experimentalnich podminek; posouzeni vlivu reakénich podminek na vysledny

chelatujici material a posouzeni jeho vyuziti v praxi
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie

Vsechna ¢inidla a vychozi latky pouzité v této praci byly od firem Sigma, Aldrich nebo
Fluka. Ve vSech experimentech byla pouzivana vysoce kvalitni voda (Millipore Q).

Pyridin byl suSen pevnym KOH a destilovan (t.v. 115 °C), dimethylformamid (DMF) byl
suSen bezvodym P,0s a destilovan (t.v. 76°C pti 5,2 kPa), dimethylsulfoxid (DMSO) byl
suSen bezvodym MgSO, a CaH, a destilovan (t.v. 75,6°C pii 1,6 kPa). Ostatni rozpoustédla
byla suSena bezvodym siranem sodnym a destilovéana, neni-li uvedeno jinak.

2,2-azobis(isobutyronitril) (AIBN), b. t. 103 °C (rozklad) byl piekrystalovan z methanolu.
Teplota pfi rozpousténi neprekrocila 40°C, aby se zarudilo, Ze nedojde k ¢aste¢nému rozpadu
iniciatoru. Piekrystalovany AIBN byl uchovavan pii teploté +1°C.

Biologické materialy byly ziskany od firmy Seva-Imuno (Praha, Ceska republika).

4.2. Priprava polymernich nosici

4.2.1. Pfiprava monomerii

2-(2-hydroxyethoxy)ethylester 2-methyl-2-propenové kyseliny (DEGMA)

Reakéni smeés ziskana smisenim 195 g (1,84 mol) diethylenglykolu, 113 g (1,13 mol)
methylmethakrylatu (p = 0,943), 2,1 g (0,011 mol) teramethylamoniumhydroxid pentahydratu
a 0,5 g 4-terc-oktylpyrokatecholu byla zahtivana za michani pod zpétnym chladi¢em
s chlorkalciovym uzavérem po dobu 1 hod. pfi teploté 60-70°C. Nasledné byla ponechéna stat
pfi laboratorni teploté 16 hod. Poté bylo k reakéni smési piidano 350 ml vody a pro lepsi
oddéleni vodné a organické vrstvy byly pfidany 2 ml roztoku HCl1 (0,01M). Vodna vrstva byla
oddélena od vrstvy organické a vytfepana 4 x 150 ml hexanu. Poté byla vodna vrstva
nasycena NaCl (250 g), piebyteény NaCl byl odfiltrovan a nasyceny roztok byl vytfepan 3 x
chloroformem (200 ml). Chloroformové vrstvy byly spojeny a po piidavku 4-ferc-
oktylpyrokatecholu (inhibitor polymerizace) byly vysuseny bezvodym Na,SO, pti 5°C 16
hodin.
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Po vysuSeni byl Na,SO4 odfiltrovan a rozpoustédlo bylo odpaieno na rotacni odparce pti
40°C. Odparek byl po ptidavku 4-terc-oktylpyrokatecholu a 3 ml praSkové meédi destilovan
pfes limcovou baiiku naplnénou médénymi spiralkami za sniZeného tlaku (b.v. 75°C/6,67 Pa,
np = 1,453). Monomer byl skladovan pfi teploté¢ +1°C v pfitomnosti inhibitoru (4-terc-
oktylpyrokatechol) (0,01%). Bylo ziskano 51,64 g produktu (25 % teoretického mnoZstvi).
Pfed pouzitim v polymeriza¢ni smési byl monomer znovu erstvé piedestilovan.

Cistota ptipraveného monomeru byla kontrolovana na plynovém chromatografu (nosny
plyn: N, (pritok 20 ml/min), teplota nastfiku: 230°C, teplota detektoru: 220°C, pocate¢ni
teplota kolony: 170°C, nastiik: 0,3 ul, napli kolony: 10 % OV 17 na Chromosorbu) a
pohybovala se v rozmezi 96,0-99,4 %; hlavni pfimési tvofily blize nespecifikovana aduktivni
slouc¢enina (0,5-3,5 %) a ethylen-dimethakrylat (0,07-0,48 %), pouZivany ve vSech uvedenych
polymeriza¢nich nasadach jako sitovadlo. Jeho pfitomnost v pfipraveném monomeru byla

zahrnuta ve vypoctu hmotnostnich pomérti monomernich smési.

2.3-epoxypropylester 2-methyl-2-propenové kyseliny (GMA) a 1.2-ethandiylester 2-methyl-

2-propenoveé kyseliny (EDMA)

Monomery GMA (ds = 1,042 g/ml, npyo = 1,449, b.v. 189°C) a EDMA (sitovadlo) (das =
1,051 g/ml, npys = 1,452, 97 — 100 °C/0,6 kPa) byly stabilizovany hydrochinonem, ktery byl
pred vlastni destilaci odstranén protfepanim s 10 % roztokem hydroxidu sodného (8-10x).
Aby dochézelo pfi prottepavani k rychlejSimu oddéleni vodné a organické faze, byla hustota
surového monomeru upravena hexanem (1:1 obj.). Smés byla poté protiepana destilovanou
vodou do neutralni reakce. Po oddéleni fazi byl monomer susen 48 hod. nad bezvodym
Mg(SO)4. Po odfiltrovani Mg(SO),; byl hexan oddestilovan na vakuové rotacni odparce.
pfidan inhibitor (4-terc-oktylpyrokatechol). MnozZstvi inhibitoru se pohybovalo mezi 0,075 —
0,1 hm.% na destila¢ni nasadu. V ptipadé€ vzniku polymeru béhem Cistici operace byl polymer
vysrazen etherem a odfiltrovan. Ether byl odpafen za vakua a zbyly monomer znovu
predestilovan.

Kromé 4-terc-oktylpyrokatecholu byl pouzit i Cu,Cl,, jehoZ stabiliza¢ni u€inek je vSak niZsi.
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4.2.2. Obecny piedpis pro pripravu polymernich &astic suspenzni radikalovou
polymerizaci

Pied zahajenim polymerizace byly disperzni a monomemi faze pfipravovany oddéleng.
Jako disperzniho prostiedi bylo pouZivano vody s rozpusténou soli (NaCl nebo (NH4)2SO4)
pro vysoleni vodorozpustného monomeru, jako stabilizatoru suspenze koloidniho Mg(OH),
nebo Al(OH)s.

Mg(OH); byl precipitovan ,in situ“ pfimo v polymerizaéni smési rozpusténim
MgCl,.6H,0 pti 40°C pod dusikovou atmosférou a postupnym pifikapavanim ekvivalentniho
mnozstvi nasyceného roztoku NaOH injekéni stfikackou za stalého michani (300 ot./min).
Organicka faze (smés monomert, iniciatoru a porogenu) byla vzhledem k nachylnosti
monomert k polymerizaci pfipravovana tésné pted zaatkem polymerizace. Byly pouZivany
vzdy Cerstvé predestilované monomery. MnoZstvi iniciatoru (2,2-azobis(isobutyronitril),
AIBN) bylo ve vSech piipadech 0,5 hm.% na smés monomerti. Ob¢ faze byly smichany
v polymerizaénim reaktoru vzdy aZ po dokonalém rozpusténi iniciatoru v organické fazi. Pro
vSechny provedené experimenty byl dodrZzen béZzné uzivany objemovy pomér monomerni
smési ku disperznimu prostiedi ptiblizné 1:3.

Sklenény reaktor (250 ml) opatfeny kotvovym michadlem typu GA 14 (firma Jacob
Brinzer KG, Maschinenfabrik, Lipsko) byl ze silnosténného skla (Rasotherm, 0 — 10 atm, 0 —
100 °C). Viko polymera¢ni nadoby bylo nerezové, opatfené teplomérem, piivodem inertniho
plynu, plnicim otvorem a nerezovym michadlem. Na vlastni reaktor byl upevnén sklenény
plast’, vyhfivany vodou z termostatu. Teplota byla regulovana s piesnosti + 1°C. Nerezové
michadlo (tvaru kotvy) bylo pohanéné elektromotorem (vykon 500 W), regulace otacek
michadla byla zaru¢ena variatorem (0 — 2200 ota¢ek/min).

Polymeriza¢ni smés v reaktoru byla pod dusikovou atmosférou michana (700 ot./min) po
dobu asi 10 min. za laboratorni teploty do ustaleni hydrodynamickych poméri. Poté byla
teplota zvySena na 60°C a po dvou hodinach na 75 °C. Pii této teploté pii stejné intenzité
michani (700 ot./min) probihala polymerizace dal§ich 10-16 hod. Potom bylo zahfivani
pferuseno a polymera¢ni smés byla michana pfi snizenych otackach (300 ot./min) do uplného

vychladnuti.
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4.2.2.1. Kopolymerace binarniho systému, pfiprava ¢astic poly(DEGMA-co-EDMA)

V ptipadé ptipravy kopolymemich ¢astic poly(DEGMA-co-EDMA) bylo ve vodé (50 ml)
rozpusténo 15g NaCl a 3,49g MgCl,.6H,0 a ptikapavano 1,6 g NaOH v 10 ml vody.
Mnozstvi dalsich pouZitych komponent ¢inila 17,8 g (DEGMA), 1,8 g (EDMA) a 0,1 g
(AIBN).

Vysledny kopolymer byl izolovan pfidanim etanolu (500 ml) a koncentrované HCl (10 ml)
a opakované promyt vodnym etanolem (50 %). Hmotnost ptecisténych ¢astic byla 14,1-15,2 g

(72 -78 % hmotnosti monomerni smési).

4.2.2.2. Ternarni kopolymerace, pfiprava ¢astic poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA)

Pi1 ptipravé castic poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) zistavala mnoZstvi pouzitych
monomert pii vSech nasadach konstantni (30 g (GMA), 12,5 g (DEGMA), 7,5 g (EDMA)),
v jejichZ smési byl rozpustén iniciator 2,2-azobis(isobutyronitril) (0,25 g). Koncentrace soli i
stabilizatoru vSak byly pro rizné polymerni nasady obménovany (viz Vysledky a diskuse
Tab.4-6, str. 91). Porogen 2-methylpropyl acetat byl pouzit v koncentracich 0 - 300 hm.%
(vzhledem k hmotnosti monomer).

Vysledné terpolymerni ¢astice byly nékolikrat promyty roztokem disodné soli EDTA (6 g
v 3150 % etanolu), vodou a metanolem. Po pieci§téni a vysuseni bylo ziskano 38 — 42 g (79

— 85 % hmotnosti pouzitych monomert).

4.2.2.3. Zpracovani polymerni smési

Po promyti byly polymerni ¢astice suSeny nejprve 24 hod na vzduchu, poté stejnou dobu
ve vakuové suSarne€ pifi 40 °C. VysusSené castice byly zbotnany v destilované vodé a

nékolikrat dekantovany, aby se odstranil polymerni prach.
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4.2.3. Priprava membran poly(DEGMA-co-EDMA)

Smés DEGMA a odpovidajiciho mnozstvi sitovadla EDMA (hm. % 5,5; 3; 2,5; 2; 1,5; 1
nebo 0,5) (celkové 10 g monomerni smési) s rozpusténym iniciatorem benzoin ethyl etherem
(0,5 hm % na monomerni smés) byla pod inertni atmosférou (N;) polymerovéna pii
laboratorni teploté s vyuZitim UV iniciace pod rtutovou vybojkou zn. Tesla RVK 125 W
vzdalené 15 cm po dobu 20 min.

Vzniklé polymerni membrany byly po vyjmuti z formy (pro pfipravu dvou plochych listil)

promyty vodnym etanolem (1:1) a vodou.

4.2.4. Hodnoceni a vlastnosti polymernich nosi¢i

4.2.4.1. Hodnoceni vzhledu ¢astic. Kontrola distribuce ¢astic

Hodnoceni vzhledu ¢astic a distribuce jejich velikosti byla stanovovana na optickém
mikroskopu Nikon SMZ-2T. Pro hodnoceni byl vybiran primémy vzorek z celé varky, ktery
byl nanesen na podlozni sklicko mikroskopu tak, aby bylo mozno odlisit jednotlivé ¢astecky
od sebe.

Mikrofotografie jednotlivych ¢astic a jejich fezy byly pofizeny na rastrovacim

elektronovém mikroskopu Vega Tescan a snimany kamerou Nikon DXM 1200.

4.2.4.2. Hodnoceni vnitini struktury ¢astic

Vnitini struktura materialti byla uréovana jak v suchém, tak ve zbotnalém stavu. V suchém
stavu byla méfena porozita rtutovou porozimetrii a metodou tepelné desorpce. Porozita ve

zbotnalém stavu byla stanovena botnacimi zkouskami.

Méfeni specifického povrchu polymeri (B.E.T. izotherma)

Stanoveni specifického povrchu byla provadéna na sorptometru Quantasorb
(Quantachrome,CA,USA) pracujicim na principu metody tepelné desorpce. Specificky

povrch byl ur€ovan z mnoZstvi adsorbatu (smés vodik — dusik, 9:1), potiebného k tvorbé
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monomolekularni vrstvy na méfeném povrchu. Pii dostate¢né nizké teploté (teplota kapalného
dusiku) sorboval vzorek dusik. ZvySenim teploty se dusik k povrchu sorbentu desorboval,
doslo tedy k pfechodnému zvySeni obsahu dusiku v plynné smési. Specificky povrch
zkoumaného vzorku byl vypo¢itan z plochy desorpéni kiivky, ktera je pfimo umérna mnoZstvi
desorbovaného dusiku a toto mnoZstvi je pfimo umérné velikosti mérného povrchu.

U kazdého vzorku byly zméfeny dvé riizné navazky a pro kazdou navazku bylo odméfeno

3 — 5 desorpénich kfivek. Za vysledek byl pokladan aritmeticky primér ze vSech méfeni.

Rtut’ova porozimetrie

Objemy poért poréznich ¢astic, distribuce velikosti porii a hodnoty porozit byly zjistovany
méfenim na rtutovém porozimetru-225 (Carlo Erba Strumentazionne, Milano, Italie). Tato
metoda je zaloZena na zapliiovani pori porézniho materialu rtuti. Pfi vlastnim méfeni se
stanovuje objem vtlaCené rtuti v zavislosti na tlaku, ktery lze ménit od né€kolika setin do
nékolika tisic atmosfér. Oproti adsorpénim metodam je porozimetrie univerzalné;si, je vSak

pracnéjsi a interpretace vysledki sloZité;si.

4.2.4.3. Kontrola porozity ve zbotnalém stavu, botnaci zkousky

Vzorky c¢asticovych geld byly ptedem vysuseny ve vakuové susameé pii 40°C po dobu 24
hod., ploché listy membran byly suSeny pii 50°C 3 dny.

Piesné odvazené mnozstvi vzorku suchého gelu (mg4) bylo botnano v odmérné uzaviené
nadobce ve ¢tyfnasobném prebytku botnaciho ¢inidla. Makroporézni gely bylo tfeba predem
odplynit ve vakuu vodni vyvévy. Po 48 hodinach ptisobeni v pfislusném rozpoustédle byl
prebytek rozpoustédla zfiltrovan a vzorky zbotnalych gelti byly nékolikrat zvaZeny
v ¢asovych odstupech 30-60 s. Hmotnost vzorku ve zbotnalém stavu (ms,) byla ziskana
extrapolaci ¢asové zavislosti hmotnosti zbotnalého vzorku na nulovy ¢as.

Vzorky zbotnalych plochych listi membran byly na povrchu osuSeny a vazeny

v uzavienych sklenénych nadobéach.
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Stupeii zbotnani dsy (%) byl vypocten ze vztahu

dsw=[(msw_md)xpp}x100, 2)
max po

kde py a p, jsou hustoty botnaciho ¢inidla a polymerniho gelu.
Pomémé zmény objemu g,, pfipadné hmotnosti ¢, (pro vyhodnoceni parametru H
poréznich gell-viz kapitola 5.3.1.1., str. 96-97) byly vyjadfeny jako podil objemii nebo

hmotnosti ve zbotnalém a suchém stavu.

4.2.4.4. Stanoveni hustoty polymeru

Hustota polymeri byla stanovovana pyknometricky. Byl pouzivan prokalibrovany
pyknometr uzivany pro méteni hustoty polymerd, ktery byl zvézen a bylo do n€ vloZeno
ptesné odvazené mnozstvi 0,5 — 1 g vzorku. Vzorek v pyknometru byl pak =zalit
pyknometrickou kapalinou (n-dekan) a zbaven ulpivajicich plynii za vakua v exikatoru.
Pyknometr byl poté dolit po rysku touZz kapalinou a 30 min. temperovan v termostatu pfi
poZzadované teploté (20+0,1°C nebo 25+0,1°C). Po vytemperovani byla pomoci kapilary
uroven kapaliny upravena do piesného souhlasu s ryskou a naplnény pyknometr byl vazen do
konstantni hmotnosti. Nezavislymi vazenimi byla stejnym zplsobem zjiSt€éna hmotnost
vytemperovaného pyknometru naplnéného samotnou pyknometrickou kapalinou (bez
vzorku). VSechna vaZeni byla provadéna do konstantni hmotnosti.

Hustota hmoty d suchého vzorku byla spocitana z rovnice

md,

d= , 3)

m+ml —m,

kde m je hmotnost vzorku (g), do je hustota pyknometrické kapaliny (n-dekan drpoc =
0,730 g/cm3 , dasec = 0,734 g/cm3), m, hmotnost pyknometru zaplnéného pyknometrickou

kapalinou (g) a m; hmotnost pyknometru s kapalinou i vzorkem (g).
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4.2.4.5. Stanoveni obsahu oxiranovyvch skupin v polymernich nosiéich

Kvantitativni vyhodnoceni obsahu epoxidovych skupin v polymerech bylo provedeno
pomoci IC spekter, ktera byla méfena na spektrometru Perkin Elmer FT-IR Paragon 1000 PC
v KBr tabletach. Z piku pii 907 cm™ byly pomoci PC programu odedteny hodnoty maxima a
minima transmitance (T,%), z nichZz byl potom pfi znamé navaZce vzorku a KBr tablety

spo¢itan obsah epoxidovych skupin ptitomnych v polymeru podle [110].
4.3. Modifikace polymernich nosi¢i

Miseni slozek reakéni smési pfi modifikacich polymerich nosi¢d bylo provadéno bud’
ttepanim (tiepacka IKA-VIBRAX-VXR) nebo Castéji michanim michadlem ponofenym do
reakéni smési, které bylo uchyceno v horni ¢asti reakéni nadoby a bylo pohanéno bud’
elektromotorem nebo magnetem. Nikdy nebylo pouZivano teflonové magnetické michadlo
uzivané pfi syntézach nizkomolekularnich latek z ddvodu zamezeni mechanického poskozeni
polymert.

Byla-li reakéni smés refluxovana, byl k reakéni smési piidan varny kaminek pro zabranéni

mozZnosti vzniku utajeného varu.

4.3.1. Modifikace binarnich kopolymernich ¢astic poly(DEGMA-co-EDMA)

4.3.1.1. Pfiprava sorbentu s chelatujicimi skupinami N-(2-pyridylmetyl)glycinu

Nejprve byly polymemi hydroxylové skupiny tosylovany za vzniku modifikovaného
polymeru I nasledovné: Ve 20 ml suchého pyridinu byl rozpustén tosylchlorid (9,9 g, 57,1
mmol). K tomuto roztoku byly pfidany castice poly(DEGMA-co-EDMA) (2 g, teoretické
mnozstvi OH skupin 10,3 mmol) a 0,02 g katalyzatoru {4-(N,N-dimetylamino)pyridin
(DMAP)}. Smés byla michana 3 dny za laboratorni teploty. Poté byla reakéni smés vlita do
acetonu s ledem, produkt byl promyt metanolem a vysuSen. Konverze hydroxylovych skupin
polymeru na tosyloxyskupiny (TsO-, 540 umol/g) byla 10,5 mol.% (1,73 %S).

Tento polymer (I) (2g, 1,08 mmol TsO-) byl poté rozmichan v metanolickém roztoku N-
(2-pyridylmethyl)glycinu (5,5 mmol, 30 ml). Smés byla refluxovéana 2 dny. Polymer byl pak
dikladné promyt vodou, 0,5 M HCI, 0,5 M NaOH a znovu vodou, zfiltrovan, promyt
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metanolem, ponechin na vzduchu a vysusen. Vysledny chelatujici polymer obsahoval 144
umol/g navaznych skupin N-(2-pyridinmetyl)glycinu (zjisténo acidobasickou titraci a sorpci

kovii) odpovidajici primémé konverzi TsO- skupin 27 mol. %.

4.3.1.2. Ptiprava sorbentu s chelatujicimi skupinami kyseliny iminodioctové obsahujiciho

spojovaci fetézec s 24 atomy

Vysusené polymerni Castice poly(DEGMA-co-EDMA) (0,5 g, teoret. 2,1 mmol —OH
skupin) byly rozmichany v 15 ml dichlormethanu (susen P,0O; a destilovan). Za nepfistupu
vzdus$né vlhkosti pod dusikovou atmosférou k nim byl pfidan hexan-1,6-diyldiisokyanat (2
ml, 12,9 mmol, 5 ekv.) a 0,25 ml dibutylbis(dodekanoyloxy)stannanu a smés byla michana 3
dny pifi 60°C pod dusikovou atmosférou. Roztok nezreagovaného diisokyanatu
v dichlormetanu byl poté zfiltrovan za nepfistupu vzduchu s pouZzitim specialni aparatury,
castice byly (opét za nepfistupu vzdusné vlhkosti) promyty dichlormethanem a dale
podrobeny reakci s roztokem diethylesteru N-(2-hydroxyethoxy)ethyliminodioctové kyseliny
(2 g, 25,9 mmol, 5 ekv. vzhedem k teoret. mnozstvi -OH skupin polymeru) v dichlormetanu
(10 ml) v inertni atmosféte pti 60°C 3 dny. Castice byly poté zfiltrovany, n&kolikrat promyty
chloroformem, metanolem a vysuseny.

Koncové esterové skupiny byly hydrolyzovany 0,5 M NaOH pii 60°C 24 hodin.
Piipraveny chelatujici polymer byl promyt vodou, 0,5 M HCI, vodou, metanolem a vysusen.
Kvalitativni rozbor pfitomnych funkénich skupin byl proveden pomoci spekter NMR pevné
faze a obsah chelatotvornych skupin byl zjistén sorpci kovovych iontl (viz Vysledky a

diskuse, kapitola 5.2.2., Tab.3 na str. 83).

4.3.1.3. Priprava sorbenti s chelatujicimi skupinami kyseliny etylendiamintrioctové a

chinolin-8-olu

Nasledujici ¢tyfkrokova modifikace byla zahdjena pfipravou modifikovaného polymeru
obsahujiciho aldehydové skupiny (V) nasledovné: Poly(DEGMA-co-EDMA) ¢astice (3,7 g,
teoreticky obsah CH,OH skupin 19,13 mmol) byly suspendovany v dimethylsulfoxidu
(DMSO) (37 ml) a po kapkach byl pifidavan anhydrid trifluoroctové kyseliny (2,8 ml, 0,02
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mol). Smés byla michéana za laboratomni teploty za nepfistupu vzdusné vlhkosti 6 dni. Castice
byly zfiltrovany, promyty absolutnim metanolem a pouZity pro dal$i modifikace. Obsah
aldehydovych skupin (0,431 mmol/g, 8,3 mol % teoretického mnozstvi CH,OH skupin) byl
stanoven potenciometrickou titraci zaloZenou na reakci aldehydovych skupin s roztokem

V nasledném modifikaénim kroku byly &astice modifikovaného polymeru V (3 g, 1,293
mmol/g CHO skupin) zahfivany ve smési etanolu (15 ml), benzenu (15 ml) a etylendiaminu
(4,5 ml, 67,3 mmol) 2 dny pti 105-110°C. Vznikajici voda byla odstrafiovana azeotropicky.
Vysledny polymer VI obsahujici Schiffovu bazi byl promyt absolutnim metanolem a bez dalsi
analyzy pouzit v nasledujicim modifikacnim kroku (redukci) probihajici 2 dny za refluxu (pti
80°C) v bis(2-methoxyethyl)etheru (diglym) (25 ml) v ptitomnosti NaBH4 (0,06 g, 1,59
mmol) a 18-crown-6 (0,01 g, 0,038 mmol). Vznikly polymer (VII) byl promyt postupné
vodou, 0,5 M HCI, 0,5 NaOH a znovu vodou, zfiltrovan, promyt methanolem a vysuSen.
Obsah ptfitomnych aminoskupin v polymeru byl stanovovan titraci sorbentu kyselinou
chloristou v ledové kyseliné octové [112] (stanoveno 151+7 pmol/g) a elementarnim
stanovenim obsahu dusiku v polymeru (stanoveno 143+10 pmol/g). Obéma metodami byl
zjistén celkovy obsah primarich i sekundarnich aminoskupin v modifikovaném polymeru.
Obsah koncovych primarnich aminoskupin odpovidal jedné poloving, tj. primémé hodnoté 75
pmol/g odpovidajici konverzi aldehydovych skupin polymeru V na NH; skupiny polymeru
VII 17 mol %.

Piipraveny polymer VII byl dale modifikovan jednim ze dvou nésledujicich postupil
s cilem pfipravit sorbent obsahujici chelatujici skupiny (a) kyseliny etylendiamintrioctové
nebo (b) chinolin-8-olu:

(a)

Polymer VII obsahujici aminoskupiny (2 g, 0,294 mmol NH, skupin) byl spolu s
praskovym bezvodym uhli¢itanem draselnym (0,6 g, 4,34 mmol) dispergovan v 12,5 ml
dimetylsulfoxidu. K suspenzi byl pfidan bromoctan ethylnaty (1,25 ml, 11,27 mmol) a 18-
crown-6 (0,03 g). Smé&s byla refluxovana za michani 2 dny. Polymer byl poté promyt
etanolem a vodou a zahtivan s 25 ml 0,5 M NaOH pfi 60°C 2 dny. Poté byl promyt vodou a
tiepan s 25 ml 0,5 M HCI ptes noc. Vysledny polymer VIII byl dikladné promyt vodou,
etanolem a vysuSen. Po vysuSeni byl stanoven obsah chelatujicich skupin titraéné pfimou 1i

nepfimou acidobazickou titraci a sorpci kovovych iontd. Ob¢ titraéni metody poskytly
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srovnatelné vysledky (73,3 a 79,6 mmol/g suchého sorbentu) odpovidajici priimémé konverzi
aminoskupin polymeru VII v chelatujici skupiny kyseliny etylendiamintrioctové polymeru
VIII 50 mol %.

(Pozn. Pfi ptimé titraci byly titrovany polymerni karboxylové skupiny 0,1 M NaOH v 0,1 M
NaCl, pii nepfimé titraci byl stanovovan (titraci 0,1 M HCI) obsah prebyte¢ného NaOH,
kterym byly karboxylové skupiny sorbentu ptevadény v iontovou formu. Titr odmémého
roztoku byl stanoven pomoci standardu hydrogenftalatu draselného (pH 4,008), ktery byl pied
rozpus$ténim susen 2 hodiny pfi 110°C).

(b)

Ke smési 0,125 g (0,64 mmol) hydrochloridu 5-(chlormethyl)chinolin-8-olu a suchého
uhli¢itanu sodného (0,1 g, 0,9 mmol) v 95 % etanolu (20 ml) byl pfidan polymer VII (2,8 g,
0,412 mmol NH; skupin) a 18-crown-6 (0,03 g). Smés byla michana za laboratorni teploty 12
hodin. Produkt byl po tfepani s 10 ml 0,5 M HCI 12 hodin a promyti vodou a metanolem
vysu$en. Po vysuSeni byl stanoven obsah chelatujicich skupin sorpci kovovych iontd
odpovidajici hodnoté 82 mmol/g suchého sorbentu. Priméma konverze aminoskupin

polymeru VII v chelatujici skupiny chinolin-8-olu sorbentu IX ¢inila 56 mol%.

4.3.2. Modifikace terpolymernich €astic

4.3.2.1. Pfiprava chelatujicich sorbentd zaloZenvch na poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA)

nosiéich s riznou koncentraci imobilizované kyseliny iminodioctové

Castice poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) byly modifikovany chelatujici kyselinou
iminodioctovou jednim ze tii nasledujicich postupt:
(a) Metoda A

Castice (1g suchych), pfedem zbotnalé v 1M Na,CO3/NaHCOs (pH 11) 24 h., byly vloZeny
do roztoku kyseliny iminodioctové (IDA) (2,81 g, tj. 5 teor. ekv.) ve 25 ml téhoz roztoku (1
M Na,C0O3/NaHCOs3). Vznikla suspenze byla tiepana 24 hod. pii 60°C.
(b) Metoda B

Terpolymerni ¢astice (1 g) byly vloZzeny do Cerstvé piedestilovaného DMF (14 ml) a

ponechany vném 24 hodin botnat. Ktéto suspenzi byl poté piidan roztok vznikly
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rozpusténim IDA (1,4 g, tj. 2,5 ekv.) v 1,6 M NaOH (7 ml). Vznikl4 smés byla tfepana 8,5
hod. pti 55°C.

V ptipadé obou zpisobi modifikace byly ¢astice po skonCeni reakce fadné promyty
vodou. Zbylé pristupné nezreagované epoxyskupiny byly zhydrolyzovany (za vzniku
vicinalnich hydroxylovych skupin) v kyselém prostiedi (0,25 M HCI, 60°C, 10 h) podle
Hrudkové a spol. [73]. Castice byly poté opét promyty vodou do neutralni reakce, metanolem
a vysuseny.

Kyselina iminodioctova (Aldrich) byla pfed pouZitim pfekrystalovana z vody a vysuSena
pii 13 Pa nad P,0s.

(c) Metoda C

Terpolymerni &astice (1 g) byly vloZeny do roztoku erstvé piedestilovaného diethylesteru
kyseliny iminodioctové (DE-IDA) (2 g, tj. 2,5 ekv.) v propan-1-olu (6 ml) a refluxovany 25
hod. DE-IDA byl piipraven reakci krystalické kyseliny iminodioctové s thionylchloridem a
ethanolem podle [113]. Modifikované castice byly poté diikladné promyty metanolem a
vysuSeny. Poté byly ponofeny do roztoku 0,5 M NaOH (15 ml) a tfepany pti 80°C 8 hod.
V pribéhu reakce byl v pravidelnych Easovych intervalech odebiran vzorek castic pro
monitorovani vlivu vedlejs$i nezadouci reakce elementarnim stanovenim obsahu dusiku.

Po skonceni hydrolyzy byl vysledny -chelatujici sorbent diikladné promyt vodou,
metanolem a vysuSen. Pritomnost epoxyskupin chelatujiciho sorbentu po provedeni
modifikace timto zpfisobem nebyla zaznamenana (prokazano pomoci IC spekter absenci
charakteristického epoxidového pasu pii 907 cm™).

MnozZstvi navazanych chelatujicich skupin bylo stanovovano sorpci kovovych iontl a

acidobasickou titraci karboxylovych skupin (kap.5.3.1.2.).

4.3.2.2. Priprava chelatujicich sorbenti s poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA) nosi¢éi (HPMA =

2-hydroxypropyl methakrylat)

Castice poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA) byly modifikovany kyselinou iminodioctovou
stejné jako v pfipadé poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) ¢astic zpisobem ozna¢enym jako

,,metoda A*.
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4.3.3. Modifikace plochych listii poly(DEGMA-co-EDMA) membran

4.3.3.1. Pfiprava membran s riznou koncentraci tosyloxyskupin

Hydroxyskupiny (-OH) plochych listi poly(DEGMA-co-EDMA) membrany byly
tosylovany jednim z popsanych postupt:
(a)

Plochy list membrany s obsahem sitovadla 0,5 % (odpovidajici =5 g suché hmoty
polymeru) byl postupné vkladan v ¢asovych intervalech 24 h do smési voda-pyridin v
pomérech (v/v) 80/20, 60/40, 40/60, 20/80 a 0/100 (Cisty pyridin). Tosylchlorid (TsCl) (5
nebo 10 g, tj. 0,92 nebo 1,83 ekv. vzhledem k vypoltenému mnoZstvi hydroxyskupin
membrany (5,72 mmol/g)) a katalyzator 4-(N,N-dimethylamino)pyridin (DMAP) (0,02 g)
byly rozpustény v Cerstveé piedestilovaném pyridinu (100 ml). Roztok byl ochlazen ponofenim
do vodni 1azné€ s ledem. Do roztoku byla poté vloZena membrana a reakéni smés byla tfepana
pti 25°C ve vodni lazni 48 h. Modifikované membrany byly proplachnuty pyridinem a znovu
kondicionovany opa¢nym postupem, tj. zvody do pyridinu ve stejnych pomérech se
zvySujicim se podilem vodné slozky.

MnozZstvi vzniklych tosyloxyskupin odpovidalo 1,02 nebo 1,36 mmol /g suché membrany
(3,26 nebo 4,35 hm % S) v zavislosti na obsahu TsCl v reakéni smési.

(b)

Tosylchlorid (15 g, tj. 13,75 ekv. vzhledem k mnozZstvi —OH skupin membrany) byl
suspendovan ve vodé (40 ml). Do suspenze byla ponofena ve vodé zbotnala membrana
(odpovidajici =1 g suché hmoty polymeru). Po pfidani katalyzatoru DMAP (0,02 g) a roztoku
methyl¢erveni v acetonu (0,01 ml) byla reakéni smés tfepana pii 25°C ve vodni lazni.
K reakéni smési bylo pribézné ptikapavano ekvivalentni mnozstvi S M NaOH vzdy pfi
poklesu pH (zména barvy indikatoru). K poklesu pH dochazelo zpocatku piiblizn€ po -1
hodinovych intervalech, které se postupné prodluzovaly az na né€kolik hodin aZ nakonec ke
zméné pH nedochazelo. Membrana byla po skonc¢eni modifikace (7 dni) promyta vodou.

Nalezena hodnota 1,54 hm % S odpovida 0,48 mmol tosyloxyskupin/g suché membrany.
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4.3.3.2. Piiprava chelatujicich membran

Membrana modifikovana tosyloxyskupinami jednim ze dvou posanych zplsobd byla
ponotena do roztoku kyseliny iminodioctové (IDA) (1,5 g nebo 3 g, tj. 0,8-2,0 ekv. vzhledem
k mnozstvi TsO- skupin po modifikaci v pyridinu) v 1 M Na,CO3/1 M NaHCO; (50 ml).
Reakce probihala za tfepani 5 dni pfi 45 °C ve vodni lazni. Vznikla chelatujici membrana byla
poté promyta vodou a tfepana s 25 ml 0,5 M HCI za laboratorni teploty 12 h. Poté byla znovu
diikladné promyta vodou a ponechéana ve vodé ve zbotnalém stavu.

Ziskana mnozstvi navazanych IDA skupin byla stanovovana elementarni analyzou obsahu

dusiku (viz kap.5.4.2., Tab. 15 na str. 126).

4.3.4. Priprava a charakterizace nékterych nekomercnich nizkomolekularnich latek

pouzitych pri modifikaci polymernich nosic¢u

N-(2-pyridylmethyDglycin

byl pfipravena jednim ze dvou nasledujicich postupti:
a)

Neselektivni zplisob piipravy této latky byl pfevzat z literatury [40]. PoZzadovany produkt
byl ziskan ve formé& smési obsahujici 90 % pozZadovaného produktu a 10 % dialkylovaného
produktu {kyselina N-(2-pyridylmethyl)iminodioctova}.

b)

Kyselina glyoxalova (2,95 g, 32 mmol, 1,1 ekv.) byla rozmichana v benzenu (20 ml), byl
pfidan 2-(aminomethyl)pyridin (2-pikolylamin) (3 ml, 29 mmol) a 0,2 ml ledové kyseliny
octové. Vznikla suspenze byla refluxovana pod azeotropickym nastavcem 2 dny. Poté bylo
rozpoustédlo odpafeno a kodestilovano toluenem (4x). Surova reakéni smés byla rozmichana
v suchém metanolu (susen MgSO, a destilovan) a postupné byl pfidavan NaBHy (11,01g,
0,291 mol, 10 ekv. vzhledem k 2-pikolylaminu). Smé&s byla 5 hodin refluxovéna a poté
ponechdna stat pfes noc za laboratorni teploty. Prebyte¢ny tetrahydroboritan sodny byl
rozlozen ledovou kyselinou octovou, dokud se uvolfioval vodik. Smés byla doneutralizovana
do neutralniho pH a ponechana 24 hodin pti —18°C. Vypadla sraZenina byla zfiltrovéna, filtrat

byl odpaten, kodestilovan 3x s benzenem (azeotropické odstranéni zbytkl vody) a toluenem
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(azeotropické odstranéni zbytkl kys octové) a poté pii snizeném tlaku (5 torr) odpafen do
sucha. Produkt byl ziskan (0,5 g,10 %) ¢isténim na sloupci silikagelu v soustavé CHCls-
MeOH.

'H - NMR (300MHz, D,0): 3,25 s (2H, -NH-CH,(CO,H)), 3,91 s (2H, py-CH,-NH-)), 7,33-
7,88 m (py); Pro CgH,oN,0; (166,2) vypoéteno: C 57,82 %; H 6,07 %; N 16,86 %, nalezeno
C 58,50 %; H 6,29 %; N 16,16 %.

5-chlorometyl-chinolin-8-ol. hydrochlorid

Alkylaéni ¢inidlo 5-chlorometyl-chinolin-8-ol ve formé hydrochloridu bylo piipraveno
podle literatury [114], ktera vSak neuvadi Gplnou charakteristiku latky (chybi NMR). Proto
dopliji: '"H NMR (300MHz, D,0): 5,03 s (2H, CI-CH,); 7,27 d (1H, J = 8,1 Hz, H-C6); 7,65
d (1H, J = 7,8 Hz, H-C7); 8,086 dd (1H, J = 8,7 Hz, J = 5,4 Hz, H-C3); 8,98 d (1H, /= 4,8
Hz, H-C4); 9,18 d (1H, J = 8,7 Hz, H-C2).

N-(2-hydroxyethoxy)ethyl iminodioctova kyselina

2-(2-aminoetoxy)etanol (5 ml, 50,1 mmol) byl rozpustén ve 40 ml vody, byla pfidana
kyselina chloroctova (10,378 g, 0,11 mol, 2,2 ekv.) a 0,45 ml 0,5 M NaOH (4,4 ekv.).
Vznikly roztok (pH 10-11) byl zahtivan 10 h na 110°C a poté 3h na 135°C (viskézni smés
zfidne). Po ochlazeni bylo pH reakéni smési upraveno na 2,5 ptidavkem HClyone, vypadla
srazenina odpovidajici pozadovanému produktu byla zfiltrovana, proplachnuta etherem a
vysuSena. Bylo ziskano 3,9 g (35 %) produktu. 'H NMR (300MHz, D;0): 3,62t (2H, J=4,5
Hz, HOCH,-CH,0-), 3,64 t (2H, J = 3,9 Hz, -OCH,-CH;,N-), 3,72 t (2H, J= 4,5 Hz, -OCH;-
CHyN-), 3,88 t (2H, J = 5,1 Hz, HOCH,-CH;0-), 4,08 s (4H, -N(CH,COOH);). Pro
CsHisNOg (221,2) vypocteno: C 43,44 %; H 6,83 %; 6,33 % N, nalezeno: C 43,05 %; H 6,82
%; N 5,88 %.

diethylester N-(2-hydroxyethoxy)ethyl iminodioctové kyseliny

Ve vodé (10 ml) byl rozpustén K,CO; (4 g, 34 mmol, 1,2 ekv.), k roztoku byl piikapan 2-
(2-aminoetoxy)etanol (2,5 ml, 25,1 mmol) a bromoctan etylnaty (6,4 ml, 57,7 mmol, 2,3

ekv.). Vznikly zakal zmizel pfidanim 10 ml etanolu. Reakéni smés byla michéna 3 dny za
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laboratorni teploty. Béhem této doby vypadavala bila srazenina, ktera byla odstranéna filtraci.
Filtrat byl zahu$tén a délen chromatografii na koloné silikagelu v soustavé CHCl;-MeOH.
Bylo ziskano 5 g (72 %) viskdzni olejovité latky odpovidajici poZadovanému produktu. 'H
NMR (300MHz, CDCl;): 1,21 t (6H, J = 8,3 Hz, CH3-CH,CO»-), 2,92 t (2H, J = 5,3 Hz, -
OCH,-CH,N-), 3,48 t (2H, J = 4,5 Hz, HOCH,-CH,0-), 3,56 s (4H, -N(CH,COOCH,) ; -),
3,58 t (2H, J = 5,1 Hz, -OCH,-CH;,N-), 3,63 t (2H, J = 4,5 Hz, HOCH,-CH,0-), 4,10 q (4H,
J = 6,9 Hz, CH3-CH,CO;-). Pro C;;H23NOg¢ (277,3) vypocteno: C 51,97 %; H 8,36 %; N
5,05%, nalezeno C 51,53%; H 8,22 %; N 4,80 %.

Nizkomolekularni latky byly suseny pfti 13 Pa nad oxidem fosfore¢nym.
4.4. Sorpce kovovych ionti
4.4.1. Obecny popis pro stanoveni obsahu chelatujicich skupin sorpci kovovych iontu

Piesné odvazené mnozZstvi (cca 0,3 g) suchého chelatujiciho sorbentu bylo tfepano 24-48
hodin v acetatovém pufru o pH 4,5 (0,1M AcOH/AcONa v 0,5 M NaCl). Piebyteény pufr byl
poté odfiltrovan a zbotnaly sorbent byl tfepan s 0,1 M-0,2 M roztokem NiCl, nebo CuSO,
vtémze pufru (3,5 ml) 12 hod. Koncentrace soli kovu byla volena vzhledem k
ptedpokladanému mnozstvi chelatujicich skupin. Sorpce FeCl; byla provadéna v 0,1 M
acetatovém pufru (pH 2,7) stejnym zplisobem. Potom byl sorbent zfiltrovan a promyt
acetatovym pufrem (pH 4,5, pfipadné 2,7 pro FeCls). Obsah kovu byl vrovnovazném a
v pivodnim roztoku stanovovan metodou atomové absorpéni spektrometrie (AAS) s pouZitim
spektrometru Perkin Elmer 3110. MnoZstvi sorbovaného kovu bylo pak vypocitano z rozdilu
v obsahu kovu v obou roztocich.

Sorbent s komplexovanymi kovovymi ionty byl poté ttepan 8 h s fosfatovym pufrem (0,05
M K;PO, obsahujici 0,5 M NaCl, pH 8) (3.5 ml), pficemzZ rovnovazny roztok nad sorbentem
byl priibéZné obnovovan Cerstvou davkou pufru o pH 8. Filtraty byly spojeny a metodou AAS
byl stanovovan rozdil v obsahu kovu imobilizovaného na sorbentu v zavislosti na zméné pH
prostiedi (4,5, resp. 2,7 = 8).

Pied méfenim AAS byly studované roztoky nafedény roztokem 0,1 M kyseliny octové na

pfibliznou koncentraci vrozmezi 5-20 mg kovuw/l. Orientani stanoveni koncentrace
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rovnovazného roztoku kovové soli bylo provedeno spektrofotometricky pomoci kalibra¢ni
kfivky.

Roztoky soli kovii byly pfipraveny rozpusténim poZadovaného mnozstvi kovové soli v
0,1M acetatovém pufru o pH 4,5 (FeCl; byl rozpustén v 0,1M kyseliné octové) a piefiltrovany

pies sterilni filtr Millipor 0,22 pl.
4.4.2. Regenerace chelatujicich sorbentii po sorpci kovovych ionti

Princip regenerace chelatujiciho sorbentu spoéiva v odstranéni kovového iontu
z imobilizovanych komplexd na sorbentu pouzitim silného komplexacniho ¢inidla. Sorbent
ur¢eny k regeneraci byl ponofen do regenera¢niho pufru (roztok EDTA v Tris pufru) (3,5 ml)
a trepan nékolik hodin az dni v zavislosti na struktufe polymerniho nosie (v piipadé
poréznich sorbentii probihala regenerace rychleji). V priibéhu procesu uvoliiovani kovového
lontu byl rovnovazny roztok nékolikrat zfiltrovan a sorbent byl uveden v rovnovahu vzdy
s Cerstvou davkou regenera¢niho pufru. Filtraty byly poté spojeny a nafedény roztokem 0,1 M
kyseliny octové na vyslednou koncentraci 5-20 mg kovu/l. Piesné mnozstvi uvolnéného kovu
bylo zjiSténo méfenim AAS (referenénim roztokem byl zde regeneraéni pufr). Postup byl
opakovan tak dlouho, dokud celkovy obsah kovového iontu ve filtratech neodpovidal
pivodné stanovenému obsahu imobilizovaného kovu v sorbentu. Béhem uvoliovani
kovovych iontl ze sorbentti do roztoku dochazelo ke ztraté zabarveni sorbentu.

Regenerovany sorbent byl promyt vodou, roztokem 0,5 M HCI (20-25 ml), vodou,
zfiltrovan a poté promyvan vodou ve sklenéné koloné s fritou pti pritoku cca 0,25 ml/min

nejméné 2 hodiny. Nakonec byl sorbent proplachnut ¢istym etanolem a vysusen.

Vsechny experimenty byly provadény s Cerstvé piipravenymi pufry, které byly pred pouZzitim
prefiltrovany ptes sterilni filtr Millipor 0,22 ul.

4.5. Ligandové-vyménna chromatografie na pripravenych chelatujicich sorbentech

4.5.1. Zatizeni pro IMAC, plnéni kolon

Pied provedenim dynamického experimentu v kolon€ byl vzorek i vSechny pufrované

roztoky zbaveny v odplyiiovaéi ptitomnych plyni. Cerpaci zatizeni méla dostate¢ny vykon,
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aby byla zajisténa plynula a spolehliva dodavka elu¢niho ¢inidla. Bylo pouZito sklenénych
nebo plastovych kolon, které byly dole uzavieny porézni fritou. Zatizeni dopliiovaly pruzné
spoje (teflonové hadi€¢ky, nerezové kapilary) a spojky téchto pruznych spoji. Pouzité
spojovaci hadi¢ky byly polyethylenové nebo teflonové.

Kolony byly plnény pfimym vlitim suspenze zbotnalého gelového sorbentu.

4.5.2. Obecny predpis provedeni IMAC proteinii v koloné

Chromatografie IMA nandSeci metodou byla provedena spouzitim kolon HR-5
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédsko) naplnénych zbotnalym testovanym chelatujicim
sorbentem, ktery byl nejprve uveden do rovnovéhy s acetatovym pufrem (0,1 M AcOH/AcNa
v 0,5 M NaCl, pH 4,5) (objem proteklé¢ho pufru odpovidal cca 10 objemim 16Ze). Poté byl
sorbentem v koloné propustén roztok 0,1 M NiCl, vrovnovazném pufru pii pritokové
rychlosti 0,25 ml/min (5-15 objemi 16ze). Béhem koordinace Ni** iontu s chelatujicimi
skupinami byla sledovana absorbance filtratu pti 405 nm s pouzitim Uvicord SD napojeného
na kolonu. Absorbance roztoku vytékajiciho z kolony po nasyceni sorbentu kovem musela byt
stejnd jako v ptvodnim roztoku NiCl,. Nenavazané kovové ionty byly pak z volného
objemu kolony promyty rovnovaznym pufrem (cca 10 objemi 16Ze). Poté byl sorbent uveden
do rovnovahy s nanaSecim pufrem (0,05 M K;PO,4 v 0,5 M NaCl, pH 8, 10 objemi 16Ze).
Proteinovy roztok v nanasecim pufru (2 ml, konc. 590 pug-1 mg/ml) byl nanesen na sorbent a
kolona byla promyta nanasecim pufrem (piiblizné 5-6 objemu 16Ze) (odstranéni nenavazanych
proteinli z mezicasticového prostoru). Roztok vytékal zkolony konstantni pritokovou
rychlosti 0,25 ml/min. Poté byla provedena eluce specificky navazanych proteinti z kolony
(viz4.5.4.).

Pfed nanesenim na kolonu byl proteinovy roztok ptefiltrovan ptes filtracni papir
(Whatman) a zbaven pfitomného Na;N dialyzou proti destilované vodé pies dyalizacni

membranu Cupraphone.
4.5.3. Ligandova vyména modelovych latek s vyuZitim frontalni chromatografie

Ligandova vyména &isté modelové latky byla studovana frontalni chromatografii

s pouzitim polypropylénovych kolon Tatren PD 140 (0,9 x 1,0-4,0 cm; Labio, Praha, Ceska
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republika) naplnénych zbotnalymi Ni**- IDA polymemimi &asticemi, piipadng
nemodifikovanymi ¢asticemi pro referenéni méfeni (pro srovnavaci méfeni byly pouzivany
stejné navazky v suchém stavu). Castice byly uvedeny v rovnovéhu s ekvilibraénim pufrem
(0,05 M K3PO4 v 0,5 M NaCl, pH 8) (10 objemi 16Ze). Poté proslo 5 — 15 objemi l6Ze
roztoku modelové latky {0,15 M imidazolu nebo spec. IgG; (1 mg/ml) v ekvilibratnim pufru}
kolonou pii konstantni priitokové rychlosti 0,2 ml/min. Absorbance filtratu (A = 280 nm) na
konci kazdého experimentu byla stejna jako pro pocateéni roztok. Ve vsech experimentech
byla piitokova koncentrace roztoku Cy konstantni. Pokus byl zastaven, kdyZ koncentrace
roztoku vytékajiciho z kolony dosahla hodnoty koncentrace roztoku vstupujiciho na kolonu.
Béhem pritoku mobilni faze kolonou byly odebirany frakce vytékajiciho roztoku pro
sledovani analytického mnoZstvi kovového iontu uvolnéného do roztoku (vyhodnoceno
AAS). Reversibiln€é navazany modelovy imunoglobulin byl poté vytésnén z kolony eluci (viz
4.54).

Hodnoty absorbanci modelovych latek (imidazolu nebo IgG;) v roztocich pii A = 280 nm
byly v priibéhu méteni zaznamenavany v intervalech 10 s pomoci detektoru 2510 Uvicord SD
(LKB, Svédsko) piipojeného k digitalnimu PC Osciloskopu K7103 (Velleman, Némecko) a
pocitaci. Pomoci vytvoreného pocitacového programu byl proveden piesny vypocet ploch za
¢elem frontalni kiivky. Koncentrace studovanych modelovych roztokd byly vypocitany
s pouZzitim jejich absorp¢nich koeficienti v 0,05 M fosfatovém pufru o pH 8 (€imidazol = 1,12,

€161 = 1,38 I mol™ ecm™).

4.5.4. Eluce specificky navazanych proteini z kolony

Eluce specificky sorbovanych proteinti byla provedena po vymyti nenavazanych proteint
z mezi¢asticového prostoru kolony nanasecim pufrem o pH 8 (0,05 M K3PO,4 v 0,5 M NaCl)
(5-6 objemti 16ze).

Proteiny reverzibilné navazané na Ni** komplexech byly eluovany nejprve klesajicim pH
gradientem s pouzitim acetatovych pufri o pH 6; 5,5; 5 a 4,5 a poté imidazolovym
koncentra¢nim gradientem (10-150 mM roztoky v 0,5 M NaCl), pfipadné téz 0,05 M EDTA v
0,5 NaCl. Pii eluci byla pouzivana stejna pritokova rychlost jako pfi promyvani (0,20 nebo

0,25 ml/min), ktera byla po celou dobu procesu udrZzovana konstantni.
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4.5.5. Adsorpce proteini $arZovitymi experimenty

Adsorpce ¢istého modelového proteinu (napf. mysiho séroveho imunoglobulinu G na
plochych listech NiZ*-IDA membran) byly provedeny téZ s vyuZzitim SarZovitych (,,batch®)
experimenti: Roztoky proteini byly pfipraveny v 0,05 M fosfitovém pufru (pH 8, 0,5 M
NaCl). K sérii nadobek, znichz kazda obsahovala stejnou navazku Ni(II)-IDA sorbentu
uvedeného do rovnovahy s tymz fosfatovym pufrem, byly piidany stejné objemy pufrovanych
proteinovych roztoki o riznych koncentracich. Nadobky byly inkubovany 12 hod. pti 20°C
za trepanani ve vodni lazni. Koncentrace proteinu v supernatantu byla stanovena

spektrofotometricky [115] a mnoZstvi navazaného proteinu bylo vypocitano z bilance hmoty.

4.5.6. Vyhodnoceni bilkovinnych roztoki

Celkova koncentrace proteind v eluatech byla stanovovana spektrofotometricky metodou
Warburga a Christiana [115] z hodnot absorbanci pfi A = 260, 280 a 302 nm s pouzitim
spektrofotometru Hewlett Packard 8451 A diode array.

Koncentrace specifického imunoglobulinu v elué¢nich frakcich byla vyhodnocena titraci
ELISA (,,enzyme-linked immuno sorbent analysis*) (provadéla fa. Seva-Imuno Praha).

Analyza komponent v elucnich frakcich ¢istého modelového imunoglobulinu byla
provedena s vyuZitim hmotnostnich spekter MALDI TOF ziskanych méfenim na
spektrometru  MALDI TOF-MS, BiFlex III. Proteinové roztoky byly pfed méfenim
prefiltrovany pies ultrafiltraéni polysulfonovou membranu Milipore cut-off 5 kD s cilem
sniZit iontovou silu roztokt a zvysit koncentraci rozpusténych komponent.

Pro vyhodnoceni ({istoty proteinu izolovaného ze smési byla pouzita zoénova
nizkonapétova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s pfidavkem dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE) s pouzitim vysokomolekuldrniho proteinového standardu firmy
Pharmacia Biotech, ktera byla provedena v Mini-Hoefer SE 200 aparatufe za neredukujicich

podminek [116]. Gely byly barveny, fixovany a suSeny podle instrukci vyrobce.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

Jak vyplyva z diskuse v kapitole 2.4., v IMA chromatografii bylo relativn€ malo
pozornosti vénovano vlivu pevného nosige jakoz i typu chelatujici skupiny a jeji koncentrace
na interakci s proteinem ¢&i obecnéji jakoukoli cilovou latkou, ackoli je zfejmé, Ze struktura
pevného nosice ovliviiuje mnoZstvi navazané cilové latky, nebot’ urCuje nejen koncentraci
navazanych chelatujicich skupin, ale pfedevS§im pak prostorovou pfistupnost komplext
kovovych iontl s chelatujicimi skupinami pro navazani cilové latky.

V této disertaéni praci jsme se proto pokusili jednak pfipravit nové, dosud neprozkoumané
nosice pro chromatografii na imobilizovanych kovovych iontech a zaroveri jsme se soustfedili
na vyhodnoceni vlivu struktury pevného nosice, typu a koncentrace chelatujici skupiny na
modelovych studiich specifické sorpce nebo izolace imunoglobulinu na kovovych
komplexech imobilizovanych na pfipravenych pevnych nosi¢ich. K pfipojeni chelatujicich
skupin na pevny nosi¢ bylo vyuZito riznych organicko-chemickych postupi s cilem bud’
ziskat sorbenty s proménlivymi koncentracemi chelatujicich skupin na pevném nosi¢i a/nebo
pfipojit kvalitativn€ odlisné chelatujici skupiny.

Pii vybéru vhodného kovového iontu a modelového proteinu pro naSe studie jsme
vychazeli z prace Haleho a Beidlera [117], v niZ bylo dokazano, Ze Cy3 doména
imunoglobulinové molekuly (Obr.5) obsahuje aminokyselinovou sekvenci bohatou na
histidin, ktera je zodpovédna za vazbu na imobilizovany kovovy ion. Tato vlastnost byla
prokdzana pro imunoglobuliny tfidy IgG, podttidy IgG, lidské, mysi a krali¢i. Autofi dale
provadéli porovnavaci studie uvedenych pfirodnich imunoglobulini a jejich analog, jez byly
obohaceny o hexa-histidinovou peptidovou sekvenci (,,Hexa-his tag®), ktera méla zajistovat
lepsi navazani na imobilizované kovové ionty. Bylo vSak ukédzano, Ze ob&é dvé formy
imunoglobulinu, pfirodni i obohacené histidinem, se stejné¢ dobfe vazi na IMA gel. Autofi
dale ukazali, Ze velkou afinitu k imunoglobulinim maji pfedev§im nikelnaté ionty, coZ bylo
jiz ptedtim pozorovano v jedné z prvotnich studii prikopnikd IMA metody Poratha a Olina
[118]. Proto i vnaSich experimentech byly pifi praci simunoglobuliny pouZivany
imobilizované nikelnaté ionty.

Pro zajimavost lze doplnit, Ze IMA sorbentu lze na rozdil od jinych biospecifickych
imunoadsorbentti (protein A, anti-Ig-specifické imunoadsorbenty atd.) vyuzit téZ pro oddé€leni

jednotlivych fragmenti imunoglobulind [119] nebot’ Fc fragment (Obr. 5) obsahujici Cy3
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doménu se vaze pevné na IMA sorbent, zatimco Fab fragment se nezachycuje. Diky tomu lze
takto oddélit lehky fetézec (light chain-Obr.5), ktery vznika pii expresi imunoglobulinu
v sav¢ich bunénych kulturach az v padesatinasobném prebytku.

Tim, Ze IMA sorbenty nevazi ani lehky retézec imunoglobulini ani nékteré dalsi sérové
proteiny, které vznikaji pfi expresi v bunéénych kulturach v pfebytku, dovoluji ziskat
imunoglobuliny v relativné vysoké Cistoté a kapacita sorbentu neni omezena vazbou téchto
nezadoucich proteind. Z dalSich vyhod IMA oproti biospecifickym sorbentim lze uvést nap¥.
pouziti mirnéjSiho eluéniho prostiedi pro zpétné vytésnéni reversibilné navazaného proteinu
(pH gradient, imidazolovy koncentraéni gradient). Pro vytésnéni imunoglobulinu
z bioadsorbentli je Casto potieba pouzit roztoky snizkym pH, pripadné detergenty ¢i
chaotropni soli, které mohou zplsobovat denaturaci izolovaného proteinu.

Pro experimenty této disertacni prace byly pouzity imobilizované komplexy iontu Ni(Il) a
tyto imunoglobuliny: mysi sérovy imunoglobulin, mysi monoklondlni 1gG, specificky proti
kifenové peroxiddize a myS$i monoklondlni IgG, specificky proti lidskému

choriogonadotropnimu hormonu.
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Obr.5. Zakladni struktura molekuly imunoglobulinu a jeji proteolytické¢ fragmenty Fab,
F(ab’); a Fc. Cy3 doména (vazebné misto pro Ni(Il) ion; pseudobiospecificka interakce)
oznacena Cervené, vazebna mista pro antigen (biospecificka interakce) oznacena modre.
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5.1. Volba monomeri pro pripravu IMA nosici

Jako hydrofilniho monomeru pro piipravu pevného nosi¢e IMA sorbentu lze teoreticky
pouzit jakékoliv dvou nebo vicefunkéni vinylické slouceniny, ktera obsahuje polarni skupiny
a je tudiz Casteéné nebo uplné misitelnd svodou (napf. hydroxyalkylmethakrylaty,
aminoalkylmethakrylaty, n-vinylpyrrolidon, akrylonitril, methakrylonitril, kyselina akrylova,
methakrylova atp.). Jako sitovadlo se uplatni kaZzdy vicefunkéni monomer, ktery
kopolymeruje se zakladnim hydrofilnim monomerem (napi: bismethakrylaty, bisakrylaty,
bisakrylamidy, bismethakrylamidy).

Z moznych kandidati byly vybrany monomery glycidyl-methakrylat (GMA) a
diethylenglykol-methakrylat (DEGMA). Pouzit¢é monomery totiz vykazuji z chemického
hlediska vyborné vlastnosti. Zadny z nich neobsahuje skupinu, kter4 ma schopnost vyméfovat
ionty, coZ rusi vlastni chromatografické déleni. Monomery naopak obsahuji funkéni skupiny
(oxiranové nebo hydroxylové), jeZz je moZzno chemicky modifikovat v chelatujici skupiny
schopné komplexace s kovovymi ionty. Monomer DEGMA, ktery byl ptfipraven reesterifikaci
methylmetakrylatu s diethylenglykolem, ma navic oproti 2-hydroxyethyl-methakrylatu
(HEMA), nej€astéji pouzivanému monomeru pro piipravu synthetickych IMA nosi¢l (viz
kapitola 2.4.2.1.), diky pfitomnosti daldi ethoxy- skupiny vy3§i hydrofilitu. Pfednosti
monomeru GMA je pak predevSim vysoka reaktivita jeho oxiranovych skupin. Dalsi velkou
pfednosti je chemickd stalost vysledného polymerniho nosice, ktery pfipomind svou
strukturou estery kyseliny pivalové, patiici diky tercidlnimu « uhliku k nejstabilngj$im
esterim organickych kyselin vici kyselé i alkalické hydrolyze.

Jako sitovadlo byl pouzit bifunkéni ethylen-dimethakrylat (EDMA), b&Zné uzivany pro
pfipravu zesitovanych methakrylatovych polymerd. Chemickou strukturu pouZivanych
monomeru znazoriiuje Schema 1.

Jak bylo uvedeno v teoretické ¢asti, IMA nosi¢e mivaji nejCastéji tvar kulovitych Castic
s primérem desitek aZ stovek um. I v této praci byla pozornost soustfedéna na piipravu
takovych nosi€li, k ¢emuz byla vyuZivana technika suspenzni radikalové polymerizace ve
vodném prostiedi; voda byva volena jako disperzni prostfedi ptedevS§im z ekonomickych
divodi. V nasem piipadé byla sice ¢aste¢né ptekazkou rozpustnost DEGMA ve vodg, ta vSak
byla do znaéné miry odstranéna vysolenim tohoto monomeru z vodného disperzniho

prostiedi. Tim se ale omezil vybér stabilizatoru suspenze, jehoZ ukolem je zabrafovat
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slepovani ¢astecek v lepivém stadiu polymerace (20 — 30 % konverze). Organické rozpustné
stabilizatory (polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon) nebylo mozné vzhledem k iontové sile
vysolujiciho roztoku (koncentrovany roztok anorganickych soli) pouZit, proto bylo nutné
provadeét stabilizaci anorganickymi praskovymi stabilizatory.

Jednotlivym typim casticovych nosiéli véetn€ jejich aplikaci v IMA metod¢€ jsou
samostatné vénovany nasledujici kapitoly.

Kopolymery poly(DEGMA-co-EDMA) byly pfipraveny téz ve formé¢ membran a po

modifikaci chelatujicimi skupinami bylo zkoumano jejich mozné praktické vyuZiti.

CH, CH, 3
Hzcj\ Hzcj\ Hij
O/\/O (0]

0
0" 0 ~"~"o4 O

DEGMA EDMA GMA

Schema 1. Chemicka struktura monomeri pouZivanych pro pifipravu IMA nosici:
diethylenglykol-methakrylat (DEGMA), ethylen-dimethakrylit (EDMA), glycidyl-
methakrylat (GMA).

[Nomenklatura IUPAC: 2-(2-hydroxyethoxy)ethylester 2-methyl-2-propenové kyseliny
(DEGMA), 1,2-ethandiylester  2-methyl-2-propenové  kyseliny (EDMA), 2.3-
epoxypropylester 2-methyl-2-propenové kyseliny (GMA)].

5.2. Sorbenty zaloZené na binarnich kopolymernich éasticovych nosicich

5.2.1. Priprava a charakteristika ¢astic poly[diethylenglykol-methakrylat-co-ethylen-
dimethakrylatu] [poly(DEGMA-co-EDMA)]

Prvnim sezndmenim s vyzkumem tykajicim se metody IMA byla pfiprava polymernich
¢astic poly(DEGMA-co-EDMA), které byly posléze upraveny na funkéni IMA nosié.
Jako stabilizator suspenze pii piipravé c¢astic slouZil koloidni roztok hydroxidu

hotfe¢natého pfiipraveny ,,in situ” pfimo v polymerni smési sraZzenim chloridu hofe¢natého
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hydroxidem sodnym. Jeho pfiprava byla ptevzata z patentu pro piipravu sesitovanych 2-
hydroxyethyl methakrylatovych (HEMA) ¢astic [120].

Vznikly kopolymer byl pak charakterizovan botnacimi vlastnostmi (botnavost ve vodé 69
%), stanovenim specifického povrchu ¢astic B.E.T. experimentem (0,008 m?*/g) a distribuci
velikosti castic (Obr.6), které byly vyhodnocovany statisticky z mikrofotografii (Obr.7).
Primér vzniklych sférickych ¢astecek 15-60 um je vhodny pro pouziti v IMAC. MiZeme téz
ptedpokladat, Ze sloZeni polymeru je identické s pomérem komponent v monomerni smési,
nebot’ kopolymerizaéni parametry obou monomerd jsou blizké jedné [121] a lze tedy
predpokladat idealni priibéh kopolymerizace. Konverze (72%) byla stanovena gravimetricky.

Homogenni charakter ¢éstic a nizka hodnota jejich specifického povrchu potvrzuji nizkou
porozitu pfipraveného polymeru. Pfi pokusu o ptipravu poréznich poly(DEGMA-co-EDMA)
Castic vSak vznikaly hybridni ¢astice nebo slepence. Takové formy polymeru jsou pro pouZiti
v IMAC nezadouci, nebot’ pro udrzeni dobrych hydrodynamickych vlastnosti
v chromatografické koloné je vhodné pouzit ¢astice v kulovité formé. Nicméné, pfipraveny
homogenni polymer je vysoce hydrofilni, coZ je dileZité jednak pro zamezeni ptipadné
denaturace bilkovin a jednak pro potlaceni nezZadoucich hydrofébnich i jinych nekovalentnich
interakci pevného IMA nosi¢e se studovanym proteinem, a proto byl pfipraveny &asticovy

polymer studovan i pro dalsi vyuzZiti.
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Obr. 6. Statistické vyhodnoceni distribuce velikosti mikro¢astic poly(DEGMA-co-EDMA) a
mnozstvi defektnich €astic z mikrofotografii pofizenych na mikroskopu Nikon SMZ-2T.
Vyhodnoceno 481 ¢astic, stfedni primér castic 29 um, smérodatna odchylka 10 pum, podil
defektnich castic (tj. ¢astice s cirkularitou < 0.8) 9%.
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1007um

Obr.7. Mikroskopicky snimek homogennich kopolymernich ¢astic poly(DEGMA-co-EDMA).

5.2.2. Modifikace ¢astic poly(DEGMA-co-EDMA) chelatujicimi skupinami

Hydroxylové skupiny pfitomné v polymemim prekursoru byly vyuZity k jeho nasledné
modifikaci. Cilem bylo kovalentn€ piipojit rizné chelatujici skupiny schopné komplexovat
kovové ionty a vzniklé komplexy nasledné vyuzit v chromatografii na imobilizovanych
kovovych iontech IMAC.

K navazani chelatujicich skupin bylo vyuZito dvou pfistupi: 1) Byla pfipravena nebo
pouzita nizkomolekularni latka, jez ve své molekule obsahovala funkéni skupiny schopné
komplexovat kovové ionty a kterou lze jednoduSe navazat na polymerni prekursor. 2)
Chelatujici skupiny byly pfipojeny na polymerni prekursor jeho postupnou modifikaci.

Pro realizaci prvniho pfistupu byly navrZzeny tyto nizkomolekularni slouceniny: N-(2-
hydroxyethoxy)ethyliminodioctova kyselina, 2-propanol-1,3 bis-iminodioctova kyselina, N-
(2-hydroxyethyl)ethylendiamin ~~ N,N,N-trioctovda  kyselina ~ (HEDTA) a  N-(2-
pyridylmethyl)glycin. Jejich chemické struktury znazoriiuje Schema 2.
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Schema 2. Chemické struktury nizkomolekularnich latek uréenych k pfipojeni na polymerni
prekursor. A) N-(2-hydroxyethoxy)ethyliminodioctova kyselina, B) N-(2-
hydroxyethyl)ethylendiamin N,N,N-trioctova kyselina (HEDTA), C) 2-propanol-1,3 bis-
iminodioctova kyselina, D) N-(2-pyridylmethyl)glycin.

Jedna se o latky strukturné odvozené od kyseliny iminodioctové s dobrymi komplexa¢nimi
charakteristikami pro kovové ionty. N-(2-hydroxyethoxy) ethyliminodioctova kyselina (A)
byla pfipravena z 2-(2-aminoethoxy)ethanolu bud’ ve formé kyseliny (reakci s kyselinou
chloroctovou) nebo jejiho diethylesteru (reakci s bromoctanem ethylnatym). Latka oznacena
jako HEDTA (B) je komer¢né dostupna. Pokus o syntézu dal$i navrzené slouceniny, 2-
propanol-1,3 bis-iminodioctové kyseliny (C), ktera by obsahovala dvé chelatujici skupiny na
jednom fetézci spojujicim polymerni prekusor s chelatujici funkci, v8ak selhal. Produkt mél
byt ziskan reakci 1,3-dichlor-2-propanolu s kyselinou iminodioctovou, piipadné jejim
diethylesterem, v alkoholickém ¢i vodné-alkoholickém prostiedi. Priibéh reakce byl sledovan
pfi riznych teplotach, avsak reakéni smés vZdy obsahovala smés n€kolika latek (detekce
TLC) a jako majoritni byla vyizolovana vychozi latka. Divodem nedspéchu jsou
pravdépodobné sterické efekty. Naopak N-(pyridylmethyl)glycin (D) patii mezi chelatujici
skupiny, které jiz byly pro modelové studie nékolika bilkovin metodou IMAC pouzity, mimo
jiné téz pro imunoglobuliny tfidy IgG [40] (viz kapitola 2.3.). Autofi citované prace pouZili
pro piipravu N-(2-pyridylmethyl)glycinu reakci 2-pikolylaminu (2-(aminomethyl)pyridin)
s kyselinou chloroctovou, pfi niZ v§ak vznika kromé pozadované slouceniny téz dialkylovany
vedlejsi produkt (kyselina N-(2-pyridylmethyl)iminodioctova, cca 10 %). Navrhli jsme proto
jiny, elegantngj$i zpisob selektivni ptipravy N-(2-pyridylmethyl)glycinu s vyuzitim Schiffovy
baze jako reaktivniho intermediatu, ktera vznika reakci 2-pikolylaminu s kyselinou
glyoxalovou, nasledovanou redukci dvojné vazby natriumborohydridem (Schema 3 B’).
Celkovy vytézek této dvoukrokové syntézy byl vSak dosti nizky (10 %). Nicméné, v tomto
ptipadé lze pouzit i prvniho zminovaného zpisobu piipravy a modifikovat polymerni

prekursor smési N-(2-pyridylmethyl)glycinu s pfidavkem N-(2-pyridylmethyl)iminodioctové
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kyseliny. Ta sice mliZe reagovat s aktivovanym polymemim prekursorem za vzniku kvartérni

soli, aviak ta je odstranitelna pisobenim zasaditého prostfedi (NaOH).

Lo Ot CICH,COOH Ho/\,O\/\N\CHZCOOH (-OCZHS)A
(BrCH,COOC,H;) CH,COOH(-OC,H,)
X
+
P c” ScooH B
N
NH, “cooH
k COOH
COOH
X o)
P S
NG COOH
NH, “cooH
N cooH

Schema 3. Ptiprava N-(2-hydroxyethoxy)ethyliminodioctové kyseliny (a jejiho diethylesteru)
(A); N-(2-pyridylmethyl)glycinu: neselektivné (B), selektivné (B’). Reak¢éni podminky: (A)
ve formé kyseliny: 1) pH 10-11, 135°C, 13 h, 2) pH 2,5, 25°C; ve form¢ diethylesteru:
K,COs, 25°C, 72 h, aq.-EtOH; (B) K,CO;, 60°C, 10 h, aq. (B") 1) benzen, reflux, 48 h, 2)
NaBHj4, MeOH, 5 h, reflux.

Uspésné byly tedy piipravy latek (A) a (D), latka (B) je komeréné dostupna.

Dalsim krokem je pfipojeni pfipravenych nizkomolekularnich latek k polymernimu
prekursoru. MozZnosti je tosylace hydroxylovych skupin bud’ polymerniho prekursoru nebo
nizkomolekularni latky na tosyloxyskupiny reakci s tosylchloridem nebo jejich substituce na
halogenderivat, piipadné pievedeni na alkoholaty v siln€ basickém prostiedi.

K imobilizaci N-(2-pyridylmethyl)glycinu byla vyuzita aktivace hydroxylovych skupin
polymerniho prekursoru na snadno odstupujici tosyloxyskupiny (Schema 4). Nejprve byla
tedy hydroxyskupina kopolymeru poly(DEGMA-co-EDMA) tosylovana za vzniku
modifikovaného polymeru I. V dal$im reakénim kroku byla navazana chelatujici skupina za
vzniku sorbentu II. Obsah navazanych chelatujicich skupin byl zji§t'ovan titraci pfitomnych
acidobasickych skupin (13715 pumol/g nosiée), elementarnim stanovenim obsahu dusiku

(150+10 umol/g) a sorpci kovovych iontt (viz nasledujici kapitola).
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Schema 4. Dvoukrokova imobilizace chelatujm skupiny N-(pyndylmethyl)glycmu na
kopolymemi poly(DEGMA-co-EDMA) ¢astice. Reakéni podminky: krok 1: pyridin, DMAP,
25°C, 72h, krok 2: MeOH, 48h, reflux.

Pro pfipojeni zbylych nizkomolekularnich latek (A a B) obsahujicich hydroxylové skupiny
na polymerni prekursor bylo pouzito spojovaciho mistku. Aktivace hydroxylovych skupin
halogenaci nebo pfeménou na alkoholat (at’ jiz polymermniho prekursoru ¢i nizkomolekularni
latky) zde totiZ nebyly usp&$né; pii pfeméné na alkoholat v silné bazickém prostiedi
dochazelo k poskozeni polymerniho prekursoru (hydrolyze jeho vnitinich esterovych skupin),
pfi pfeméné latek (A) a (B) (prip. jejich esterti) na halogenderivaty dochéazelo ke vzniku smési
produktii. K pfipojeni byl proto pouZzit nejprve reaktivni diacylchlorid-oxalylchlorid (Schema
5), ackoli z hlediska reaktivity by byl nejvhodné;si fosgen. Ten byl vSak zavrZen vzhledem ke
své vysoké toxicité. Jelikoz je oxalylchlorid latka uvoliujici chlorovodik pii styku se
vzdu§n6u vlhkosti, bylo potfeba pouzivat zcela bezvodého prosttedi. Piipojeni proto
probihalo za nepfistupu vzdusné vlhkosti v inertni atmosféie v jedné nadobé, kdy byly
polymerni €astice nejprve zreagovany s oxalylchloridem a poté s nizkomolekularni latkou.
Vhodné reakéni prostiedi vytvarel dichlormethan. Timto zptisobem byl vSak ispé$né piipojen
pouze diethylester N-(2-hydroxyethoxy)ethyl iminodioctové kyseliny (laitka A ve formé
diethylesteru) za vzniku modifikovaného polymeru III, ktery obsahoval 721+10 pmol
chelatujicich skupin/g polymeru (zji§téno stanovenim elementarniho obsahu dusiku).
V ptipad¢ latek obsahujicich volné karboxylové skupiny (A a B ve formé kyseliny) bylo
problémem nalezeni vhodného rozpoustédla a piipojeni s vyuZitim oxalylchloridu jako
spojovadla nebylo usp&$né provedeno.

Piipraveny modifikovany polymer III sice obsahoval chelatujici skupiny diethylesteru
kyseliny iminodioctové, které také patii mezi slab& chelatujici ¢inidla [122], avSak pro pouZiti
v IMAC bylo potieba provést hydrolyzu koncovych esterovych skupin na formu kyseliny. Pti
hydrolytické reakci v alkalickém prostiedi vSak dochazelo téZ k naruSeni diacylového

uskupeni ve spojovacim fetézci mezi polymernim nosi¢em a chelatujici skupinou, ¢imz se
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zna¢na ¢ast chelatujicich skupin odpojila z polymerniho nosiée (hydrolyzou v 0,5 M NaOH

pii 60°C 8 hodin bylo mnoZstvi chelatujicich skupin sniZeno na < 20 umol/g).
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Schema 5. Navazani diethylesteru N-(2-hydroxyethoxy)ethyliminodioctové kyseliny na
castice kopolymeru poly(DEGMA-co-EDMA) (ozn. P-CH,-OH) svyuZitim bud
oxalylchloridu za vzniku modifikovaného polymeru III nebo hexamethylendiizokyanatu za
vzniku modifikovaného polymeru IV. Reakéni podminky: pfiprava III: dichlormethan, reflux,
96 h; ptiprava IV: 1) dichlormethan, 60°C, 72 h, 2) (hydrolyza) 0,5 M NaOH, 60°C,24 h, 3)
0,5 M HCl, 25°C, 2 h.

Funkci spojovaciho mistku tedy zastal hexamethylendiizokyanat poskytujici vznik
stabilnich urethanovych vazeb ve spojovacim fetézci (Schema 5). Po pfipojeni diethylesteru
N-(2-hydroxyethoxy)ethyliminodioctové kyseliny na polymerni prekursor timto zplisobem
byl piipraven sorbent, jehoZ koncové esterové skupiny byly zhydrolyzovany v alkalickém
prostiedi tentokrat bez poskozeni spojovaciho fetézce, ¢imz byl ziskan vysledny chelatujici
sorbent s chelatujicimi skupinami kyseliny iminodioctové oznafeny jako IV. Obsah
navazanych chelatujicich skupin tohoto sorbentu byl stanoven sorpci kovovych iotd (viz

nasledujici kapitola). Titra¢ni stanoveni zde nebylo provedeno z diivodu pfitomnosti dalSich



acidobazickych skupin ve spojovacim fetézci. Informaci o vzniku pfedpokladané struktury
sorbentu IV zde poskytla té2 °C NMR spektra pevné fize (Obr.8), v nichZ je patrny
charakteristicky urethanovy signal pti 158 ppm a dale signaly dvou typi —CH,-N- skupin.

T T T T 1T "1 71T T 1T T T T 1T T T T

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O ppm

Obr.8. °C CP/MAS NMR (10 kHz) sorbentu IV. Neozna&ené signaly pislusi -CH,-O-(60-78
ppm) a -(CH;)s- (20-35 ppm) skupinam spojovaciho fetézce a zbylym funkénim skupindm
polymerniho prekursoru {CHj3- (10-20 ppm), Cyyar. (45 ppm) -CO,- (178 ppm)}.
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V dal3i praci jsme se zabyvali mozZnostmi kovalentniho pfipojeni chelatujicich funkci
postupnou nékolikakrokovou modifikaci hydroxylovych skupin polymerniho nosice (Schema

6).
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Schema 6. Postup imobilizace chelatujicich skupin ethylendiamintrioctové kyseliny (VIII) a
chinolin-8-olu (IX) na kopolymemi c¢astice poly(DEGMA-co-EDMA) (ozn. P-CH,-OH).
Reakéni podminky: piiprava V: DMSO, trifluoracetanhydrid, 25°C, 144 h; piiprava VI:
EtOH-benzen (1:1), 48 h, 110°C; piiprava VII: NaBH,, diglym, 18-crown-6, 48 h, reflux;
ptiprava VIII: 1) K,COs, 18-crown-6, DMSO, 48 h, reflux, 2) 0,5 M NaOH, 60°C, 48h;
pfiprava IX: 1) Na,CO;, 18-crown-6, ag-EtOH (5:95), 12 h, 25°C, 2) 0,5 M HCl, 12 h, 25°C.

Nejdiive byla provedena oxidace hydroxylovych skupin polymemniho nosiée na
aldehydové za vzniku modifikovaného polymeru (V), ktery byl v zapéti preveden reakci
s ethylendiaminem na modifikovany polymer (VI) obsahujici Schiffovu bazi. Vzniklé labilni
dvojnd vazba byla bezprosttedné redukovana natriumborohydridem za vzniku
modifikovaného polymeru (VII) obsahujiciho stabilni koncovou primami aminoskupinu.
Alkylaci modifikovaného polymeru (VII) bylo pak mozné zavést riizné chelatujici skupiny,
coz bylo provedeno volbou téchto alkylaénich ¢inidel: bromoctanu ethylnatého a 5-
(chlormethyl)chinolin-8-olu. Alkylaci bromoctanem ethylnatym s naslednou hydrolyzou jeho
koncovych  esterovych  skupin byl ziskdn  sorbent s chelatujici  skupinou

ethylendiamintrioctovou kyselinou (VIII), alkylaci 5-(chlormethyl)chinolin-8-olem byla do
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polymemiho prekursoru zavedena chelatujici skupina chinolin-8-ol (IX), ktera jiZ byla v
IMAC pouzivana (viz Teoreticka ¢ast, kapitola 2.3.).

Po kazdém modifikaénim kroku kopolymernich éastic poly(DEGMA-co-EDMA) byly v
IC spektrech patmé skeletalni zmény polymerniho prekursoru, v nichz dochazelo ke
zfetelnému posunu valenéni vibrace C-O skupiny od 1100 cm’ smérem k niZ$im vlno&tim.

Po jednotlivych modifikaénich krocich bylo provedeno stanoveni stupné konverze.
Kvantitativni stanoveni mnoZstvi aldehydovych skupin na nosi¢i V po prvnim modifikacnim
kroku bylo provedeno titraéni metodou [111] zaloZenou na reakci aldehydovych skupin
hydroxyskupin 8,3 %). Dosazena konverze polymernich hydroxyskupin v aldehydové na
polymerech byla v souladu s literaturou [123].

Dikaz pribéhu redukce Schiffovy baze modifikovaného polymeru VI za vzniku VII
poskytla Ramanova spektra, ktera mohou spolehlivé vyloucit pfitomnost dvojné vazby C=N;
pas zpiisobeny ,stretching” vibraci C=N skupiny v oblasti 1690-1620 cm” ma totiz
v Ramanovych spektrech velkou intenzitu na rozdil od infraervenych spekter, kde intenzita
této vibrace byva slaba. Nepfitomnost pasu v uvedené oblasti Ramanovych spekter polymeru
VII naznacuje kvantitativni priibéh redukce.

Obsah pfitomnych aminoskupin polymeru VII po redukci Schiffovy baze byl pak
stanovovan titraci sorbentu kys. chloristou v ledové kyseliné¢ octové podle Blumricha a
Bandela [112] (151+7umol/g) a elementarnim stanovenim obsahu dusiku (143+10pmol/g).
Oba vysledky jsou ve velmi dobré shodé. Obé metody vSak poskytuji informaci o celkovém
obsahu aminoskupin v modifikovaném polymeru; mnoZstvi koncovych primarich
aminoskupin nosi¢e VII tedy odpovida poloviéni hodnoté, 75+8 umol/g (17 %). Dikaz
ptitomnosti primamich aminoskupin v polymeru VII poskytuji rovnéz IC spektra prokazujici
piitomnost , stretching* vibrace vazeb N-H (pas pti 3500 cm™).

Pro zjiSténi obsahu chelatujicich skupin ethylendiamintrioctové kyseliny ve vysledném
sorbentu VIII bylo vyuZito acidobazické titrace pfitomnych karboxylovych skupin. Hodnoty
mnozZstvi COOH skupin zji§téné ptimou (220£20 umol/g) ¢i neptimou titraci (239+5 pmol/g)
jsou v dobré shodé. (Pii neptimé titraci je stanovovano mnoZstvi hydroxidu sodného

potfebného na pfeménu karboxylovych skupin v disociovanou formu).
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MnozZstvi navazaného chinolin-8-olu vysledného chelatujiciho sorbentu IX bylo
stanovovano pouze sorpci kovovych iontd (viz nasledujici kapitola). Acidobazické titrace zde
nelze vyuzit jednak z divodu rychlé hydrolyzy obou forem chinolin-8-olu [kyselé
(hydrochlorid chinolin-8-olu) i bazické (sodna stil chinolin-8-olu)] na chinolin-8-ol a jednak z
divodu piitomnosti dalSich acidobazickych skupin ve spojovacim fetézci (sekundarni

aminoskupiny).

5.2.3. Stanoveni obsahu chelatujicich skupin vyslednych sorbentii sorpci kovi

Jak vyplyva z pfedchozi kapitoly, v ptipadé modifikovanych polymerd je situace oproti
nizkomolekularnim latkdm ztiZena tim, Ze nelze pouZivat metody charakterizace v roztoku,
nebot’ zesitovany polymerni nosi¢ je zcela nerozpustny. V ptipadé vyslednych chelatujicich
sorbentli v8ak lze kromé spektralnich ¢i analytickych metod vyuZit téZ jejich schopnosti
komplexovat kovové ionty a mnoZstvi chelatujicich skupin tak stanovovit mnoZstvim
komplexovanych kovovych iontd. V této studii byly pouzivany ionty Ni(II), Cu(Il) a Fe(III),
které patfi mezi nejbéznéji pouzivané v IMAC. Obsah kovovych komplexti daného kovu
imobilizovanych v daném sorbentu byl zjist'ovan atomovou absorpéni spektrometrii (AAS).

Studovany byly v8echny dosud pfipravené vysledné chelatujici sorbenty s oznaéenimi II,
IV, VIII a IX (viz schemata 4-6 v pfedchozi kapitole 5.2.2.), tj. obsahujici chelatujici skupiny
N-(2-pyridylmethyl)glycinu 1D, kyseliny iminodioctové (Iv), kyseliny
ethylendiamintrioctové (VIII) a chinolin-8-olu (IX), vSechny imobilizované na ¢asticich
poly(DEGMA-co-EDMA). Zjisténé hodnoty koncentraci komplexi iontd Ni(Il), Cu(Il) a
Fe(IlI) s chelatujicimi skupinami sorbenti byly porovnavany s hodnotami obsahu
chelatujicich skupin zjisténymi titra¢né (Tabulka 3).

Pro sorpci kovovych iontii bylo zvoleno kyselé prostiedi (pH 4.5). Pokud by totiz byla
sorpce kovovych iontli provadéna v prostfedi neutralnim nebo mirné€ alkalickém, mohlo by pti
nasledném snizeni pH dojit k ¢asteénému uvolnéni kovovych iont do roztoku. Pii opacném
postupu, tj. pii zméne pH z kyselého do zasaditého prostiedi, se vSak koncentrace kovovych
komplexi témétf neméni, nebot’ bylo zjisténo, Ze nejméné 96 % kovovych ionti pti prechodu
do alkalického prostiedi stale zistava ve formé komplexu imobilizovaného na polymernim
nosic¢i (Tabulka 3). Je proto namist€ se domnivat, Ze pfi dal$im pouZiti pfipravenych sorbenti

pro reverzibilni navazani bilkoviny metodou IMA a jeji zpétné vyté€snéni ze sorbentu
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klesajicim pH gradientem (8 — 4.5) nedochazi (ptipadné pouze nepatrné) k iniku kovoveho
iontu ze sorbentu do roztoku.
(Pozn.: V ptipadé FeCl; bylo pH pro sorpci sniZeno na 2.7, ¢imz se lze vyvarovat hydrolyzy

chloridu Zelezitého.)

Tabulka 3. Charakteristika chelatujicich sorbentd s nosi¢em poly(DEGMA-co-EDMA) ve
formé kulovitych c¢astic.

MnoZstvi Mnozstvi zbylych
Chelatujici skupina koordinovanych ionti | iontd v komplexu (%)
Sor- (umol/g)° pti zméné pH na 8"
bent
koncentrace | Ni(Il) | Fe(IIl) | Cu(Il) | ..
typ (umol/g)* |pH 4,5 | pH 2,7 | pH 4,5 Ni(I) | Fe(III) | Cu(Il)
N-(2-
II pyridylmethyDglycin 137 144 29 145 95,71 99,6 | 997
v kys.iminodioctova - 266 186 254 | 984 | 97,8 | 99,1
v | Kys- ethylendiamin- 76 107 | 74 | 74 | 961 956 | 956
trioctova
IX chinolin-8-ol - 109 66 82 98,7 | 95,4 | 99,7

“stanoveno acidobazickou titraci (+10 pmol/g)
®stanoveno AAS (+5 pmol/g)

Jak je vidét ze ziskanych dat, pro riizné ionty byly ziskany rtizné hodnoty koncentraci
jejich imobilizovanych komplexi v polymernim sorbentu.

Chovani  sorbentu II  simobilizovanymi  chelatujicimi ~ skupinami  N-(2-
pyridylmethyl)glycinu (CP) lze vysvétlit na zakladé Pearsonova rozdéleni kovii [11], které je
diskutovano v Teoretické casti prace (kapitola 2.2.); dusikové atomy obsazené v N-(2-
pyridylmethyl)glycinu ptedpovidaji lepsi afinitu k ,,hraniénim* kovovym kationtlim, tj. Cu®*
a Ni * vporovnani s,tvrdym“ Fe**, coZ souhlasi sexperimentalné zjisténymi daty
uvedenymi v tabulce. Hodnotu 144 pmol/g lze tedy povazovat za mnoZstvi navazané CP
chelatujici skupiny. Ziskany vysledek je v jisté shodé s hodnotou zji§ténou titraéné€ (13715 p
mol/g) a hodnotou ziskanou elementarnim stanovenim obsahu dusiku (150+10 pmol/g).

Sorbent IV obsahuje chelatujici skupinu kyselinu iminodioctovou tvofici s kovovymi ionty

sttedné silné komplexy a vykazujici dobré komplexacni charakteristiky pro vSechny
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studované ionty, predevsim pak ,,hrani¢ni** Ni(II) a Cu(Il), coz je v souladu s experimentalné
zjisténymi daty.

Pro imobilizované chelatujici skupiny kyseliny ethylendiamintrioctové (sorbent VIII) byl
ziskan stejny vysledek po sorpci Fe’* i Cu** (74 umol/g), ktery je navic v dobré shodé
s vysledkem ziskanym titraci (765 pmol/g). Uvedend hodnota tedy odpovida skuteénému
mnoZstvi chelatujicich skupin na nosi¢i VIII. Vyssi hodnota ziskana sorpci Ni** (107 pmol/g)
je ztejme disledkem faktu, Ze dochazi k dodateéné tvorbé nikelnatych komplext s ligandem
R;R,-N-CH,-COOH, tj. ,,substituovanym glycinem®, ktery je soucasti molekuly chelatujici
ethylendiamintrioctové kyseliny a ktery rovnéz tvori komplexy s Ni**, nikoliv viak s Fe’* a
Cu®*. Lze tedy predpokladat nezavislou chelataci Ni** glycinovym a iminodioctovym
seskupenim v ethylendiamintrioctovém ligandu.

V piipadé sorbentu IX obsahujiciho imobilizovany chinolin-8-ol (8-HQ) jako chelatujici
skupinu je tfeba vzit vuvahu, Ze jeho spojovaci fetézec spevnym nosi¢em obsahuje
chelatotvorny ethylendiamin. Celkova hodnota imobilizovaného Ni** je tedy souétem
chelataénich piispévkii chinolin-8-olu a ethylendiaminu. S Cu®* v3ak ethylendiamin tvofi
komplexy pouze v zasaditém prostfedi, zatimco chinolin-8-ol téZ v prostiedi kyselém.
Hodnota 82 pumol/g komplexovaného Cu®* pii pH 4.5 odpovida tedy selektivni chelataci
chinolin-8-olu vedle ethylendiaminu. Tato hodnota je navic ve shodé se zjiSténym mnoZstvim
alkylovatelnych aminoskupin polymeru VII pfed alkylaci (75+8 pumol/g), coZz naznaduje
pribéh alkylace aminoskupin sorbentu VII 5-(chlormethyl)chinolin-8-olem za vzniku
sorbentu IX do prvniho stupné (viz Schema 6). Kation Fe’* tvoti rovn&Z selektivné komplex
s chinolin-8-olem vedle ethylendiaminu, pon€kud niZ§i hodnota jeho komplexovaného
mnoZstvi v porovnani s Cu®* je zde viak opét zpiisobena netiplnou sorpci Zeleza v souladu s

Pearsonovou komplexaéni teorii mékkych a tvrdych iontt kovi.
5.2.4. Studium interakce pFipravenych sorbentii s proteiny

Nikelnaté komplexy dané chelatujici skupiny imobilizované na ¢asticovém poly(DEGMA-
co-EDMA) nosi¢i byly vyuzity pro studium jejich afinity k imunoglobuliniim s vyuZitim
principti metody IMAC v kolonovém uspotadani.

Vychozi surovinou pro aplikaéni studie byla tekutina hromadici se v dutiné bfi$ni (ascites)

jako disledek piitomnosti patogenu. V tomto ptipadé byla pouzita mysi tekutina obsahujici
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monoklonalni imunoglobulin izotypu IgG, ktery byl specificky proti kfenové peroxidaze (v
dalsim textu bude oznacen jako HRP-spec. I1gGy).

Sorpce bilkovinného roztoku na IMA sloupci pak probihala v mimé zasaditém prostfedi
(pH 8), pricemz nezachycené proteiny byly pufrem o stejném pH odstranény
z meziéasticového prostoru kolony. Specificky navazané proteiny (zachycené na zékladé
ligandové vymény v koordinaéni sféfe kovu) byly vytésnény ze sorbentu zpétnou eluci, kdy
doslo k rozruseni reversibilni vazby kovovy ion- IgG, bud klesajicim pH gradientem ci
pouzitim kompetitivniho eluéniho ¢inidla (imidazol).

Z ptedbéznych pokusti provedenych s ascitickou tekutinou, kterd byla pfed pouZitim
v IMAC na piipravenych sorbentech pred¢isténa na DEAE celuloze podle [124], vyplynulo,
ze sorbent IV nezachycuje specificky zadnou ze slozek bilkovinného roztoku a byl proto
zhodnocen jako nevhodny pro pouziti v chromatografii IMA. Divodem je pravdépodobné
prili§ dlouhy fetézec s 24 atomy spojujici polymerni nosi¢ s chelatujici skupinou, ktery navic
obsahuje hydrofobni hexamethylenové uskupeni, a ktery nejspiSe zamezuje imobilizovanému
komplexu v pfistupu k vazebnému mistu bilkoviny.

U zbylych sorbenti byl vyhodnocovan vliv typu chelatujiciho ligandu na jeho proteinovou
sorpcni selektivitu. Vzhledem k jejich nizké kapacit€¢ pro vazbu proteini byl pro dalsi
experimenty pouzit bilkovinny roztok obsahujici 80 % HRP-spec. IgG, a 20 % piimésnych
proteini (sérové proteiny a transferrin), ktery pfipravila firma Seva-Imuno (Praha) z téze, jiz
zminované, mysi ascitické tekutiny bioafinitni chromatografii podle [125].

Vysledky IMA chromatografie uvedeného bilkovinného roztoku znazoriuji grafy
zavislosti mnozstvi eluovanych proteind na objemu roztoku vyteklého z chromatografického
sloupce (Obr.9). Pro kvantitativni zjisténi obsahu HRP-spec IgG; v jednotlivych elu¢nich
picich bylo vyuzito imunologického testu ELISA (enzyme-linked immunosorbent analysis)
(provedla fa. Seva-Imuno), ktery dava pozitivni reakci pouze se specifickym HRP-spec.IgG,,
nikoli s doprovodnymi proteiny.
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Obr. 9. Interakce HRP-specifického IgG, (Cistota 80%) v IMA chromatografii na sorbentech
s imobilizovanymi nikelnatymi komplexy chinolin-8-olu (A), ethylendiamintrioctové kyseliny
(B) a N-(2-pyridylmethyl) glycinu (C) (2 ml zbotn. sorbentu). Sipky oznaéuji zménu eluéniho
¢inidla pfi daném objemu; (a) Vytésnéni nezachycenych proteinti promyvacim pufrem (0,05
M fosfore¢nan draselny v 0,5 M NaCl, pH 8) z mezi¢asticového prostoru. (b) a (c) Eluce
navazanych proteinti pH gradientem (6—4,5) (b) a imidazolovym koncentracnim gradientem
(0,05-0,1 M) (c). Prazdné plochy odpovidaji celkovému obsahu proteinii vyt€snénych
z kolony (zjisténo spektrofotometricky), vyplnéné plochy odpovidaji obsahu HRP-spec.IgG,
v eluénich frakcich (zjisténo ELISA titraci).

Nejvétsi sorpéni kapacita i selektivita pro studovany HRP-spec IgG; byla zaznamenana
pro sorbent IX s chinolin-8-olem jako chelatujici skupinou (Obr.9A). Prvni pik
v chromatogramu tvoii doprovodné proteiny, nebot’ test ELISA byl negativni. Tyto proteiny
neinteraguji s uvedenym sorbentem a byly vytésnény jiZ promyvacim pufrem (pH 8). HRP-
spec IgG, byl kvantitativné navazan a specifické interakce se sorbentem byly pak rozruSeny
klesajicim pH gradientem. Pouze mala ¢ast HRP-spec IgG, (~ 10 %) byla vytésnéna

imidazolovym koncentraénim gradientem. MiZeme ptedpokladat, Ze tato ¢ast specifického

86



IgG, (mize se jednat bud’ o fragmenty s mensi molekulovou hmotnosti, pfipadné o
deaminovanou formu IgG, vlivem deaminiz pfi ur€itém pH) pronikla hloubé&ji do
povrchovych vrstev sorbentu nebo byla pevnéji vazana na Ni** komplexy.

Zbylé dva sorbenty maji pro cilovy protein mnohem mensi afinitu (Obr. 9 B,C), nebot
pouze jeho mala &ast (v obou ptipadech cca 12 %) byla na tyto sorbenty navazana, vétSina
byla vytésnéna jiz promyvacim pufrem. Navazany HRP-spec.IgG, byl pak ze sorbentu
s imobilizovanymi komplexy Ni**-ethylendiamintrioctova kyselina vytésnén pti pH 5,5 a ze
sorbentu s imobilizovanymi komplexy Ni**-N-(2-pyridylmethyl)glycin imidazolovym
koncentra¢nim gradientem.

Pozorované chovani HRP-spec.IgG; ke studovanym sorbentim je v souladu se
skutecnosti, Ze chinolin-8-ol tvoii pevné komplexy s kovovymi ionty, které dale ovliviiuji téz
silu interakce v ligandové vyméné [9]. V naSem piipadé se tato vlastnost projevi vétsi afinitou
i selektivitou komplexi@ Ni**-chinolin-8-ol k cilovému HRP-spec. IgG; v porovnani s Ni**
komplexy zbylych dvou chelatujicich skupin. Je v§ak tieba vzit v uvahu, Ze pro jiné proteiny
miZe silna interakce s kovovymi komplexy chinolin-8-olu mit za nasledek pozadavek pouziti
silngj$iho elucni cinidla zpusobujiciho ptipadnou denaturaci proteinu. Afinitu i kapacitu
reversibiln€ navazaného proteinu na kovovém komplexu dale ovliviiuje téz biologické
prostfedi ¢i jeho koncentrace v roztoku (viz piiklady v kapitole 2.4.2.1., str. 26). Bez
povSiimnuti nemiiZze zdstat ani nedavno odhaleny fakt [34], Ze chinolin-8-ol miize projevovat
vlastnosti bioligandu (podrobnéji viz kapitola 2.3., str.13). Z uvedenych skute¢nosti vyplyva,
Ze v souvislosti s IMAC neptili§ prozkoumana chelatujici skupina chinolin-8-ol mize skryvat
dal$i mozZnosti vyuZiti.

V naSem piipadé mize roli v selektivité i v kapacit¢ daného sorbentu pro studovany
protein hrat téZ geometrie chelatujicich skupin ovliviiujici dostupnost pro vazbu s proteinem,
ktera byla vyhodnocena s vyuZitim kvantové mechanickych vypoétii provedenych v MNDO
formatu s pouZitim programové sady Gaussian 98 (Obr. 10). Vzdalenost kovového komplexu
od polymemniho prekursoru je piiblizné 15 A pro chinolin-8-ol, zatimco pro zbylé¢ dvé
chelatujici skupiny je tato vzdalenost asi o tfetinu mensi (cca 10 A). Pro molekulu HRP-
spec.IgG, (My ~ 162 000) o délce 12 nm miZe byt vzdalenost 15 A a lepsi flexibilita

v 766

spojovaciho fetézce spojujiciho 8-HQ s nosi¢em ,,8ikovné&jsi‘ pro jeji imobilizaci na sorbent.
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Obr.10. Geometrické modely ziskané pocitaovou simulaci v programu Gaussian 98
uddvajici prostorovou orientaci chelatujicich skupin ethylendiamintrioctové Kkyseliny,
chinolin-8-olu a N-(pyridylmethyl) glycinu (zleva doprava). Meziatomové vzdalenostmi
(uvedeny v angstremech) mezi karboxylovym uhlikem polymerniho nosi¢e a koncovymi
atomy chelatujicich skupin odpovidaji: a =9,001, b =12,159, ¢ =9,805, d =15,551, e =14,618,
f=28,865ag=9,973.

Ze ziskanych eluénich kiivek na Obr.9 je dale zjevné, Ze proteiny jsou ze vSech sorbenti
eluovany ve vysoké koncentraci v uzkém rozmezi objemi a pH, coz je patrné ze strmych
pikd. Prednosti sorbentl je tedy dobra kinetika, coz je jedna z vyhod pouzitého polymerniho
nosice. Zde totiz nedochazi k difusi do pord jako je tomu u poréznich sorbentii, v jejimz
disledku dochazi k rozsifovani eluénich pika.

Dalsi vyhodou pouzitého polymerniho nosi¢e je jeho vysoka hydrofilita, diky niz
nedochazi k nespecifickym sorpcim na chelatujici sorbenty, nebot ze vSech sorbentl II, VIII i
IX byly proteiny kvantitativné ziskany zpét eluci.

Nevyhodou sorbenti je, jak jiz bylo zminéno, nizka kapacita pro navazani proteind, coz
omezuje jejich pouziti pouze pro analytické uéely. Sorbenty 1, VIII a IX sice vyuZivaji svych
imobilizovanych nikelnatych komplexid pro ligandovou vyménu molekul vody ve své
koordinaéni sfére za proteiny, nicméné jen jejich mald ¢dast je pro ligandovou vyménu
pristupna. Zjisténé kapacity chelatujicich sorbentd II, VIII a IX pro specifické navazani
proteinii jsou totiZz o nékolik fadi nizsi (cca 10”° pmol/ ml zbotnalého sorbentu), nez bychom
mohli oCekdvat vzhledem k objemovym koncentracim komplex Ni(Il)-chel. skupina (fadové
10'-10° pumol/ ml zbotnalého sorbentu). Diivodem $patné dostupnosti kovovych komplexii pro
ligandovou vyménu je zfejmé homogenni charakter polymerniho nosice, v némz jsou pro
navazani objemnych bilkovinnych molekul pravdépodobné pristupné pouze Ni**-IDA

komplexy imobilizované na povrchu polymeru a v dostupnych mistech pod povrchem.
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5.2.5. Souhrn vysledkii kapitoly 5.2.

Lze konstatovat, ze hydrofilni polymer poly(DEGMA-co-EDMA) ve tvaru kulovitych
¢astic o priméru 11-60 um lze po modifikaci pouzit jako nosi¢e vIMAC pouze pro
analytické ugely. Sorbentu simobilizovanym nikelnatym komplexem chinolin-8-olu [
poly(DEGMA-co-EDMA)-HQ-Ni2+] lze pouzit pro docisténi analytického mnoZstvi
specifického IgG; proti kfenové peroxidaze od pitimési degradacnich produkti a
kontaminantl. Na tomto sorbentu byl zminény imunoglobulin specificky zachycen a vytésnén
klesajicim pH. Kviili neporéznimu charakteru polymerniho nosi¢e vykazuji vSechny sorbenty
sice malou kapacitu pro specifickou imobilizaci proteind, ale zaroveii vysokou separaéni
uc¢innost diky jeho dobrym kinetickym vlastnostem, coZ se odrazi ve tvaru elu¢nich pikd,
které jsou uzké a ostré.

Chelatujici skupiny jsou na polymer zavadény chemickymi modifikacemi, jejichZ
meziprodukty i koneéné produkty jsou spolehlivé charakterizovatelné. Jelikoz modifikacni
reakce probihaji na polymerech obecné vidy pomaleji a s niz§imi vytézZky neZ na
nizkomolekularni urovni, lze mnoZstvi navazanych skupin po jednotlivych stupnich
povaZovat za uspokojivé. Pokud bylo mnoZstvi skupin stanovovano riznymi zpusoby, jsou
ziskané hodnoty ve velmi dobré shodé. Stabilita kovovych komplexii chelatujicich skupin pfi
zméné pH z kyselé (pH 4.5, resp. 2.7 pro Fe’* komplexy) do alkalické (pH 8) oblasti je
vysoka.

Vysledky prace popsané v této kapitole byly publikovany v React. Funct. Polym. 56,
27-35 (2003).
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5.3. Sorbenty zaloZené na terpolymernich &asticovych nosicich

5.3.1. Castice poly[glycidyl-methakrylat-co-diethylenglykol-methakrylat-co-ethylen-
dimethakrylatu] [poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA)]

5.3.1.1. Piiprava a charakteristika ¢astic poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA)

V ptipadé¢ terpolymemich poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) ¢astic byla pozornost
zaméfena na vyhodnoceni vlivu jejich porézni struktury, pfedev§im pak objemu péri a
velikosti specifického povrchu v ligandové vyménné chromatografii na imobilizovanych
kovovych iontech. Za timto ucelem byla piipravena série terpolymernich castic, které mély
velice podobné sloZeni hmoty, avsak liSily se typem porézni struktury.

Ternarni kopolymerace a zpracovani vysledného kopolymeru byla provedena zplisobem
analogickym jako u binarniho systému. Piidavkem tfeti komponenty do polymeracni smési
v8ak dochazi ke zméné podminek separace fazi v polymerujici ¢astece a tim muize dojit ke
zméng¢ struktury gelu. Velikost této zmény je dana rozdilem solvata¢ni schopnosti zakladniho
systému monomerd a systému s tfetim monomerem.

Vhodnym stabilizatorem suspenze byl opét hydroxid hoife¢naty [120]. Pro srovnani byl
pouzit téZ hydroxid hlinity, jehoZ stabilizaci vSak vznikaly ¢astice pftili§ velkého priméru (v
fadu mm) (Tab. 4); hydroxid hoteénaty zajistil za ur€itych podminek (Tab. 5 a 6) vznik
kulovitych ¢astic s primérem vhodnym pro pouziti v ligandové vyménné chromatografii. Pro

vysoleni vodorozpustného monomeru DEGMA byl pouZit chlorid sodny nebo siran amonny.
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Tabulka 4. Pfiprava &astic poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) s pouzitim Al(OH)3 ’jako
stabilizatoru suspenze a (NH4),SOs pro vysoleni DEGMA. Porogen: 2-methylpropyl-acetat.

Mnozstvi | MnoZstvi | Porogen/ Charakteristika terpolymeru
stabilizato |  soli monomery [ enoxvsk. tvar Gastic piiblizna
ru (hm %) | (hm %) (v/v) (mmol/g) | homogenita/heterogenita | velikost &astic
1,8 25 1:1 4,19 elipsoidy/heterogenni 0,1-0,3 mm
1.8 125 11 3.74 ehpsmﬁm a nepra}/ldelne 1 mm
eterogenni
1,8 25 1:1 2,47 kulovité/heterogenni 1,5-2 mm
3,3 50 0:1 3,48 tvrda krusta
1.8 25 1:1 3.4 nepravidelné ¢astice 0.5-1 mm

heterogenni

Tabulka 5. Pfiprava ¢astic poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) s pouzitim Mg(OH), jako
stabilizatoru suspenze a (NH4),SO4 pro vysoleni DEGMA. Porogen: 2-methylpropyl-acetat.

Mnozstvi | MnoZzstvi | Porogen/ Charakteristika terpolymeru
stabilizato|  soli monomery <At : At
epoxy sk. tvar Castic velikost ¢astic
ru (hm %) | (hm %) (V/v) (mmol/g) | homogenita/heterogenita (pm)
1.8 12,5 0:1 3,02 Hom"ge“lfl‘ﬂ‘i’é‘i‘;“a’ Zidné _
1.8 25 11 2,88 | heterogenni, kuloviteaz |5, 55
elipsoidni
1,4 25 1:1 2,85 heterogenni, kulovité 100-400
1,4 50 1:1 - Nepravidelné shluky -

Tabulka 6. Ptiprava terpolymert poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) s pouzitim Mg(OH),
jako stabilizatoru suspenze a NaCl pro vysoleni DEGMA. Porogen: 2-metylpropyl-acetat.

Mnc.)?st’vi Mnoigtvi Porogen/ Charakteristika terpolymeru

wom| a0 | "0 | Tt | mopmiaesognta | o
1,8 25 0:1 2,88 homogenni, kulovité 100-350
1,4 25 0:1 3,08 homogenni, kulovité 100-350
1,8 25 1:1 3,02 heterogenni, kulovité 100-350
1,4 25 1:1 3,04 heterogenni, kulovité 100-325
1,8 25 1,5:1 2,94 heterogenni, kulovité 100-350
1,4 25 2:1 3,15 heterogenni, kulovité 100-350
1,4 25 3:1 3,08 heterogenni, nepravidelné 100-350
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Nejlepsich vyslednych polymerd bylo dosaZeno s pouzitim kombinace koloidniho

hydroxidu hote¢natého jako stabilizatoru, chloridu sodného jako vysolovaciho ¢inidla a

izobutyl-acetatu jako porogenu. Tyto terpolymery byly prostudovany podrobn&ji a budou

v dal$im textu oznadeny podle stoupajici porozity symboly P-1 az P-6. V Tabulce 5 jsou pak

zpiehlednény jejich vlastnosti (distribuce velikosti &astic, hustota, specificky povrch, objem

péri, distribuce velikosti péri a procentudlni porozita udavajici pomémy objem zaujimany

poéry). Je viak nutné zdlraznit, Ze vysoce porézni terpolymerni &astice P-6 jiZ zcela postradaly

pravidelny kulovity tvar a vzhledem ke svym nevhodnym hydrodynamickym parametriim pii

pouZiti jako naplné v chromatografické koloné nebyly pro aplikacni studie pouZivany. (Pozn.

Castice P-1 a P-1"se lisily koncentraci stabilizatoru pfi jejich ptipravé-1,4 hm. % a 1,8 hm. %
pro P-1 a P-1).

Tabulka 7
Charakteristika terpolymernich c¢astic poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) pfipravenych s
pouzitim Mg(OH); jako stabilizatoru suspenze a 2-methylpropyl-acetatu jako porogenu.

Obsah Celkovy Objem
Priimér eDOXY- hustota ) _.q | Poro
Poly | astic IE i?f' &astic® | specificky Ob} M | meso- | makro voidii™ | gjad
mer SKup povrch® | PO | porg? | -périd
pum mmol/g | g/em’ m?/g cm’ /g cm’/g %
P-1" | 100-350 2,88 1,33 0,03 0 0 0 0 0
P-1 | 100-350 3,08 1,33 0,03 0 0 0 0 0
P-2 | 100-350 3,02 1,32 0,26 0,035 0 0 0 2,5
P-3 | 100-325 3,04 1,29 0,20 0,059 0 0 0 43
P-4 | 100-350 2,94 1,27 9,78 0,085 | 0,037 0 0 6,1
P-5 | 100-350 3,15 1,18 3,49 0,690 | 0,222 | 0,314 | 0,090 | 44,8
P-6 - 3,08 1,17 1,30 1,39 0,05 1,08 0 76,1

*stanoveno z IC spekter (+ 0,3)
® stanoveno pyknometricky (£ 0,07 g/cm?)

¢ stanoveno B.E.T. experimentem
4 stanoveno rtutovou porosimetrii — celkovy objem poérti zahmuje objemy mikroport s
primérem 5-20 nm, mezopdrt s primérem 20-300 nm, makroporid s priméry 300-2500 nm a

“voidd” s primérem 2,5-20 pum.
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Podobné hodnoty hustoty hmoty c&astic pro vSechny terpolymerni ¢astice (stanoveno
pyknometricky), které se pohybovaly v rozmezi 1,18-1,33 g/cm3, svéd¢i o tom, Ze ve vSech
ptipadech byly ziskany Castice s velmi podobnym chemickym sloZenim hmoty. Dale lze
predpokladat, Ze slozeni hmoty polymeru se proporcionalné shoduje s pomérem slozek v
monomerni smési, nebot’ se jedna o0 monomery strukturné¢ podobné (vSechny jsou derivaty
kyseliny methakrylové) a kompozice polymerni struktury je tedy tvofena nahodnym
zabudovavanim monomermich jednotek do polymeru, tj. pfedpokladame v souladu s
literaturou [72,121], Ze kopolymerizace ternarniho systému probihd podobné jako pro binarni
systém idealné. Velmi podobné chemické sloZeni terpolymeri bylo potvrzeno téZ pomoci IC
spekter vyhodnocenim kvantitativniho mnozstvi epoxidovych skupin z piku pi1 907 cm’
[110], které odpovidda mnozstvi zakomponovanych glycidylmethakrylatovych jednotek do
polymerni matrice. Pro vSechny studované terpolymery se mnoZstvi epoxyskupin pohybovalo
kolem hodnoty 3 mmol/g, coz dokazuje, Ze piiblizn€¢ % monomeru GMA piitomného v

monomerni smési se podilela na vzniku polymerni struktury.

Pokud je do polymemni smési piidano rozpoustédlo generujici pdéry (porogen), ziskané
Castice maji heterogenni strukturu zpisobenou pfitomnosti téchto port. Ackoli je velikost
porii primarné ur¢ena koncentraci porogenu v monomerni smési, vyslednou porézni strukturu
ovliviiuji téz dalSi parametry, kterymi jsou napiiklad mnoZstvi sitovadla nebo iniciatoru
polymerizace [64]. V piipad€ pfipravy poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) v§ak posledni dva
znifované parametry ménény nebyly. Kromé& mnozstvi porogenu byla piipadné¢ ménéna pouze
koncentrace stabilizatoru suspenze (napf. polymer P-1°). Poméry ostatnich reakénich
komponent ztistaly zachovany. V neptitomnosti porogenu v polymerizacni smési byly ziskany
neporézni transparentni gely (terpolymery P-1 a P-17), pfitomnost porogenu pak vedla ke
vzniku nizkoporéznich (terpolymery P-2 a P-3), v ptipadé vys$§iho obsahu porogenu poréznich
Castic (terpolymery P-4, P-5 a P-6). Vhodnym porogenem pro pfipravu poréznich poly(GMA-
co-DEGMA-co-EDMA) ¢astic byl izobutyl-acetat, ktery byl jiz pouZit jako porogen pro
podobné systémy [126]. Pouziti smési cyklohexanolu a dodekan-1-olu (9:1), béZné€ uZivaného
porogenu pro ptipravu poréznich kopolymemich poly(GMA-co-EDMA) ¢astic [72,127,128],
nevedlo v ptipadé ptipravy poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) k lep§im vysledkiim
(Tabulka 8).
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Tabulka 8. Pfiprava a charakteristika terpolymeri poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA)
s pouzitim smési cyklohexanol- dodekan-1-olu (9 : 1) jako porogenu.

Charakteristika terpolymeru

MnozZstvi | MnoZstvi
stabilizatoru soli
(hm.%) (hm.%)
Mg(OH), NaCl

Pomér (v/v) | MnozZstvi
porogen/ | epoxy sk.
monomery | (mmol/g)

Spec. | PfibliZna velikost
Tvar ¢astic |povrch castic
(m’/g) (um)
vétsina 200-400;

kulovity az

18 25 L1 399 | lipsoidni | %71 | asi %20-100

1,8 25 1,5:1 258 | kulovitya |, g 150-350
nepravidelny

1,4 25 2:1 3,23 [nepravidelny| 1,20 100-400

Jak jiZ bylo zminéno, celkovy objem pdru terpolymerd urcujici hodnotu procentualni
porozity a distribuce velikosti périd byly zjistovany rtutovou porozimetrii. Ziskana data pro
dale studované porézni terpolymery P-4 a P-5 jsou zobrazena na Obr. 11, z nichZ je patrno, Ze
terpolymer P-5 s celkovou porozitou 45 % obsahuje velké pory; hlavnimi pdry v polymerni
matrici jsou makropory s primérem 300-2500 nm a mezopory s priméry 20-300 nm, které
dohromady tvoii 91 % celkového objemu pori. Z grafu je dale zfejmé, Ze jsou pfitomny téZ
velmi objemné péry az do 20 um v priméru (tvofici cca 14 % celkového objemu pérti),
oznacované n€kdy v literatufe jako tzv. “voidy” (voids). Pro piitomnost takovychto
objemnych pord neni méfeni rtutovym porozimetrem jednoznacnym dikazem jejich
pfitomnosti v polymeru, nebot’ jiz mohou splyvat s mezic¢asticovym prostorem. Rastrovaci
elektronova mikroskopie (Obr.12) vSak potvrdila, Ze pory s velikosti 20 pm v priméru jsou v
¢asticich P-5 opravdu pfitomny. V porovnani s poréznim terpolymerem P-4 mé vSak tento
polymer relativné maly specificky povrch (3,5 m?/g). Naopak polymer P-4, ktery obsahuje
pory spiSe mensi velikosti, ma specificky povrch ve srovnani s P-5 témér tikrat vetsi (9,78
m?/g). Jeho porézni strukturu vytvafeji mezopéry s primérem 20-58 nm tvoficim 43 %

celkového objemu port a mikropdry s primérem mensim nez 20 nm (Obr. 11a).
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Obr. 11. Zavislosti distribuce velikosti péri a objemu pori na poloméru péri terpolymert P-4
(a) a P-5 (b) (méfeno na rtut'ovém porozimetru-225 Carlo Erba Strumentazionne).

a)
Obr. 12. PFi¢né fezy poréznimi terpolymernimi poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) ¢asticemi

P-4 (a) a P-5 (b). Sminky byly ziskdny na rastrovacim elektronovém mikroskopu Vega
Tescan.
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Dalsi charakteristikou terpolymernich astic je botnavost v rozpoustédlech (Tabulka 9).
Roztaznost polymerni sité ovliviiuje pfistupnost epoxidovych skupin pfitomnych
v polymernim nosi¢i pti reakci s modifikaénim ¢&inidlem. Na zakladé botnavosti Ize potom
volit vhodné rozpoustédlo pro modifikaci terpolymernich &astic s cilem zavést pozadované
mnozstvi funkénich skupin do polymeru. V souladu s literaturou [64,65] byla botnavost
vyjadiena jako pomérna zména objemu (gy) nebo hmotnosti (gw) ve zbotnalém a v suchém

stavu s pouZitim rovnice 4:
qdw = I'sz/I/Vdry; qv = sz/Vdry > (4)

kde Wi, ,Wqry a Vi ,Vary jsou hmotnosti a objemy terpolymernich ¢éstic uvedené v rovnovéhu

s rozpoustédlem a v suchém stavu.

Na zakladé zjist€énych hodnot g, které jsou pro vétsinu studovanych rozpoustédel blizké
jedné, 1ze usoudit, Ze v polymermni siti v disledku relativné vysokého stupné zesiténi (15%)
téméf nedochazi k napinani sité a ¢astice tudiZ neméni pfili§ sviij objem. Jedna se tedy o spiSe
rigidni, malo stladitelné Castice, které jsou vhodné pro pouziti jako naplné pro kolonové
chromatografie i za vysSich tlakd. Pouze v pfipadé dimethylforamidu (DMF) byla
zaznamenana vyrazngj$i zména objemu po nabotnani. Toho bylo vyuZito pifi zavadéni
chelatujicich skupin do polymeru, kdy pfitomnost DMF zajistila lep$i pfistupnost
modifika¢niho ¢inidla dostate¢nym roztazenim polymerni sité (viz nasledujici kapitola).

Tabulka 9. Hodnoty relativnich zmén objemu (¢,) a hmotnosti (¢w) po zbotnani polymerni sité
neporéznich poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) ¢astic.

rozpoustédlo | voda | metanol | etanol | propan-1-ol | DMF aceton | ethylacetat
qv 1,1 1,1 1,1 1,1 1,4 1,2 1,2
qw 1,1 1,3 1,4 1,1 1,4 1,3 1,3

V piipadé poréznich terpolymeri je mnoZstvi pohlceného rozpoustédla dano také zadrzi
rozpoustédla v porech. Proto byla pro terpolymerni ¢astice s porézni strukturou zvolena (opét
v souladu s literaturou [63-65]) dalsi veli¢ina oznacovana jako ,,sorption-expansion balance®,

H = q / gy, ktera vyjadiuje podil relativni zmény hmotnosti ku relativni zméné€ objemu po a
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pied zadrzi rozpoustédla. Jeji hodnota vyjadiuje schopnost daného terpolymeru zadrzovat

dané rozpoustédlo v porech.

Tabulka 10. Vyhodnoceni zadrZe rozpoustédla v zavislosti na porozité¢ poly(GMA-co-
DEGMA-co-EDMA) ¢&astic s pouzitim parametru H = gy, / g, vyjadiujiciho pomér relativnich
zmén objemu (gy) a hmotnosti (¢gy) po a pied uvedenim do rovnovahy s rozpoustédlem.

vzorek P-1 P-3 P-5 P-6
Porozita, % 0 4 45 76
Specificky povrch, mz/g 0,03 0,20 3,49 1,3
voda 1,0 1,1 1,9 3,1

metanol 1,2 1,1 1,8 3,7

etanol 1,3 1,2 1,7 3,2

H propan-1-ol 1,0 1,2 1,8 3,3
DMF 1,0 1,1 2,0 3,9

aceton 1,1 1,1 1,5 2,8

etylacetat 1,1 1,2 1,3 2,9

Jak je uvedeno v Tabulce 10, hodnota H se podle piedpokladu pro vSechna studovana
rozpou§tédla se zvySujici se porozitou zvySuje. Stoupajici porozita tedy znamena veétsi
mnozstvi zadrZeného rozpoustédla, coz zvySuje pravdépodobnost styku s interaktivni latkou,
ktera je v rozpoustédle rozpusténa. V nasem piipadé je nejdulezitéj$im rozpoustédlem voda,
nebot’ vodné roztoky budou pouzivany v aplikaéni ¢asti, tj. pii pouZiti terpolymert v LEC a
IMAC. Ne¢ktera z dalsich rozpoustédel (DMF, propan-1-ol) slouzila pti organicko-chemické

modifikaci terpolymert (viz nasledujici kapitola).
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5.3.1.2. Ptiprava modifikovanych poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) ¢astic s riiznou

koncentraci chelatujicich skupin

Oxiranové skupiny terpolymemiho nosi¢e byly vyuZity k navazani chelatujicich skupin
kyseliny iminodioctové (IDA).

Vysledna koncentrace ptipojenych chelatujicich skupin je zavisla na struktufe polymeru,
ktera urduje distribuci postrannich fetézcd nesoucich oxiranové skupiny a tim 1 jejich
piistupnost pro modifikaci. Z vypodtu meziatomovych vzdalenosti (Obr. 13) mezi
karboxylovym uhlikem polymerniho prekursoru a nejvzdalengj$im atomem chelatujici
skupiny nepfesahujici hodnotu 10 A vyplyva, Ze rozméry vsech périi v poréznich

terpolymerech podstatné pfesahuji tuto hodnotu a mély by proto byt pro modifikaci ptistupné.

Obr.13. Meziatomové vzdalenosti modifikovanych polymeri: a-b 7,861 A, a-c 9,878 A.

Pro pfipojeni IDA skupin byly pouzity tfi nezavislé metody oznacené jako metoda A, B
nebo C s cilem ziskat rliznou koncentraci navazanych chelatujicich skupin (Schema?7).

Nejjednodussi a ¢asto uzivané [129,130] pfimé navazani kyseliny iminodioctové (piesnéji
feceno jeji disodné soli) ve vodném pufru je oznaceno jako metoda A. Timto zplisobem vSak
bylo pro vSechny terpolymery zavedeno velmi malé mnozstvi chelatujicich IDA skupin.
Jejich koncentrace, ktera byla vzhledem ke svym nizkym hodnotam stanovena pouze
koordinaci Ni*" a Cu ** ionti, se pro neporézni terpolymery P-1 a P-1” pohybovala mezi 20-30
pmol/g; pro jejich nizkoporézni a porézni protéjsky (P-2 az P-5) byla koncentrace IDA skupin
mirné vyssi (Tabulka 11, str. 102). Stupent modifikace, ktery vyjadiuje mnoZstvi oxiranovych
skupin pfeménénych na skupiny kyseliny iminodioctové, dosahuje maximalné 1,2 % pro
neporézni a 2,0-4,5 % pro nizkoporézni a porézni terpolymery. Pro zvySeni koncentrace
navazanych skupin kyseliny iminodioctové na terpolymery bylo tedy vyuZito rozpoustédla
N,N-dimethylformamidu (DMF), ktery je dobrym botnacim cinidlem terpolymemni sité, je
misitelny s vodou a vodnymi roztoky a ma dipolarni aproticky charakter zvySujici nukleofilitu

reagentu. Tento zplsob pfipojeni kyseliny iminodioctové na terpolymery (v ptebytku DMF)
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je oznacen jako metoda B, ktera skuten& v ptipadé v3ech terpolymerti poskytla pfiblizné
dvojnasobné mnozstvi navazanych skupin kyseliny iminodioctové v porovnani s metodou A
(Tabulka 11). ZvySeni koncentrace navazanych funkénich skupin za pfitomnosti DMF

v reakéni smési bylo jiZ pozorovano pro jiné epoxy-reaktivni matrice [131].

COOH

,—COOH
+ HN > Pﬂ/\N Metody A a B

P N " Scoon

N
\—COOC,H
2°'5
jOOCHZCHs

P/\(\rt Metoda C

COOCH,CH,

Schema 7. Transformace epoxyskupin terpolymemich poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA)
¢astic na chelatujici skupiny kyseliny iminodioctové. Reakéni podminky: Metoda A: 1 M
Na,C0O3/NaHCO;, pH 11; Metoda B: 1,6 M NaOH, DMF (0,75 v %); C) 1) reflux, propan-1-
ol, 2) 0,5 M NaOH, 80°C.

Mnohem vyssi stupent modifikace epoxyskupin terpolymerti v chelatujici skupiny byl v§ak
dosazen pii pouziti nepiimého dvoukrokového modifikacniho postupu, ktery je oznacen jako
metoda C. Na terpolymer byl nejprve ptipojen diethylester kyseliny iminodioctové (DE-IDA),
ktery byl pfipraven reakci krystalické kyseliny iminodioctové s thionylchloridem a etanolem
[113]. DE-IDA je na rozdil od krystalické kyseliny iminodioctové kapalina, kterou bylo
mozZno piecistit destilaci a ktera se dobie rozpoustéla v alkoholech. Z nich nejvhodnéjsim byl
propan-1-ol jednak vzhledem ke zjisténé hodnoté veli¢iny H a jednak vzhledem ke svému
vhodnému bodu varu (97°C) zajistujicimu dostatecnou teplotu pro priibéh reakce a zaroven
zabranujicimu degradaci terpolymerd, k niZ dochéazelo pii teplotach nad 120°C.

Reakci s diethylesterem kyseliny iminodioctové pak podlehla vice neZz polovina
oxiranovych skupin pfitomnych v terpolymerech. Na rozdil od ptedchozich zpiisobt

modifikace (metody A a B), kde byla koncentrace navazanych chelatujicich skupin zavisla na
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porozité terpolymerniho nosi¢e, zde byla koncentrace navadzanych DE-IDA skupin
srovnatelna pro viechny terpolymery (~ 1,7 mmol/g) nezavisle na jejich porézni struktufe. To
je pravdépodobné diisledek dostate&né nukleofility DE-IDA ve srovnani s IDA, ktera je vyssi
diky elektrondonorovému charakteru piitomnych ethyloxy-skupin. Navazané DE-IDA
skupiny byly pievedeny zpét na chelatujici skupiny kyseliny iminodioctové alkalickou
hydrolyzou koncovych esterovych skupin. Samotné DE-IDA skupiny patfi sice také, jak jiz
bylo zminéno, mezi slabé& chelatujici ¢inidla [122], av8ak pro pouziti v LEC a IMAC jsou
jejich chelatacni schopnosti nedostacujici. Je vSak nutno mit na paméti, Ze pii alkalické
hydrolyze koncovych esterovych skupin dochazi téZ k neZadouci reakci, hydrolyze fetézce
spojujiciho terpolymerni nosi¢ a chelatujici skupinu (,,spaceru), ktery rovnéZ obsahuje
esterové skupiny (Schema 8). Na zakladé literatury pro podobné systémy [127] vSak esterové
skupiny pfitomné ve spojovacim fetézci podléhaji hydrolytické reakci v daleko mensi mife v
porovnani s koncovymi skupinami DE-IDA, pokud je pouZito mirnych experimentalnich
podminek pfi hydrolyze (< 0,5 M NaOH), nebot’ (jak jiz bylo zminéno) se jedna o stabilni,

stericky chranéné slouceniny strukturng odvozené od kyseliny pivalové.

P COOCH,CH,

)\ C
© O/ﬁ/\'t o)\oﬂ/\ J

N
OH
COOCH,CH, on L

Schema 8. Pribéh hydrolyzy imobilizovaného diethylesteru kyseliny iminodioctové na
kyselinu iminodioctovou (0,5 M NaOH, 80°C, 8 h). Pfi reakci dochazi v malé mife téz
k vedlejsi nezadouci reakci hydrolyze spojovaciho fetézce (,,spaceru) (9-11%). (Polymerni
nosi¢ zde oznaéen P-CO-O-).

Vliv nezadouci vedlejsi reakce byl vsak pfesto monitorovan pribéznym vyhodnocovanim
obsahu dusiku, ktery byl pfitomen pouze v navazané chelatujici skupin€, nikoli v
terpolymernim nosi¢i. K nezadouci reakci v malé mife dochazelo (9-11 %) v ptipad¢ vSech

terpolymerti P-1 az P-5 zejména béhem prvnich dvou az 4 hodin. Pfipadny slaby nartst
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obsahu dusiku pozorovany zejména ke konci hydrolyzy byl zplsoben poklesem hmoty
chelatujiciho terpolymeru po hydrolyze (vztazeno na gram hmoty).

MnozZstvi skupin kyseliny iminodioctové vzniklych hydrolyzou jejiho diethylesteru
navazaného na polymemni nosi¢ bylo stanovovéano acidobazickou titraci karboxylovych
skupin. Ziskané vysledky shrnuté opét v Tabulce 11 byly porovnavany s mnoZzstvim
koordinovanych kovovych iontd. Bylo ukazéno, Ze 92-96 % skupin kyseliny iminodioctové
participuje v tvorbé kovovych komplexd v neporéznich a nizkoporéznich chelatujicich
terpolymerech. V ptipadé poréznich chelatujicich terpolymerd byla naopak zjiSténa sorpcni
kapacita pro kovové ionty o 8-14 % vyssi neZ bylo mnozstvi IDA skupin stanovenych
acidobazickou titraci. To je zfejmé zplisobeno pfitomnosti malého mnozstvi zbylych diethyl-
a monoethyl-esterti kyseliny iminodioctové, které vydrzely hydrolyzu a které, jak jiZ bylo
zminéno, maji rovnéZ komplexaéni schopnosti. Jejich pfistupnost je u poréznich sloucenin
zfejme€ usnadnéna difusi do pérd a pak je tedy vSech piitomnych chelatotvornych funkci
vyuzito pro koordinaci kovovych iontd. Tyto vysledky jsou v souladu s literaturou vyjadieny
jako “obsazeni ligandu” (L) [63], ktera vyjadiuje celkovy podil chelatujicich skupin v

komplexaci kovovych iont:

L = [chelata¢ni kapacita pro kovovy ion (mmol/g)/konc. chelatujicich skupin (mmol/g)] (5)

Byla téZ sledovana stabilita imobilizovanych kovovych komplexi pii zméné prostiedi z
kyselého na zasadité, tj. unik kovu z komplexu v zavislosti na zméné pH. JelikoZ zvySeni pH
ze 4.5, v némz byla komplexace provadéna, na 8 zplsobilo pouze mirny pokles koncentrace
Ni*" a Cu®" komplexii v piipadé viech chelatujicich terpolymert (ne vice nez 2 %), lze
konstatovat, Ze stabilita kovovych komplexli navazanych na terpolymerni nosice pii zméné

pH je vysoka.
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Tabulka 11
Stanoveni koncentrace chelatujicich skupin kyseliny iminodioctové (IDA) sorpci kovovych
iont a acidobasickou titraci karboxylovych skupin.

Stanoveni navazanych IDA skupin Obsazeni ligandu®
(mmol/g)
tz:;j;rérgr Mc;cliéﬁ)l?:ni Koordinaci kov. iontu® ggfgﬂ L Lol
Ni** Cu® skupin®

A 0,03 0,02 - - -

P-1 B 0,06 0,03 - - -
C 1,33 1,35 1,45+0,03 0,92 0,92

A 0,03 0,02 - - -

P-1" B 0,05 0,03 - - -
C 1,33 1,34 1,41+£0,06 0,94 0,96

A 0,06 0,07 - - -

P-2 B 0,12 0,06 - - -
C 1,47 1,43 1,56+0,07 0,94 0,92

A 0,08 0,08 - - -

P-3 B 0,17 0,15 - - -
C 1,50 1,47 1,60+0,10 0,94 0,92

A 0,08 0,06 - - -

P-4 B 0,18 0,15 - - -
C 1,50 1,52 1,38+0,04 1,09 1,10

A 0,13 0,10 - - -

P-5 B 0,35 0,26 - - -
C 1,58 1,55 1,39+0,05 1,14 1,12

T+5%

® Mozstvi karboxylovych skupin (COOH) v chelatujicich sorbentech zji§téné titraéng je
dvojnasobné nezli koncentrace chelatujicich skupin IDA uvedena v tabulce.

¢ L = [chelatani kapacita pro kovovy ion (mmol/g)])/[koncentrace IDA skupin stanovena
titraéné (mmol/g)]
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5.3.1.3. Sorpéni vlastnosti Ni*'-IDA komplexti poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) v

zavislosti na vnitini struktufe noside

Na imobilizovanych Ni**-IDA komplexech v koordinaéni sféfe kovu dochazelo k vyméné
molekul vody za jiné ligandy, kterymi byly v tomto piipadé¢ dvé latky zcela rozdilné
molekulové hmotnosti: imidazol a imunoglobulin IgG; specificky proti lidskému
choriogonadotropnimu hormonu (Mw ~ 155 000) (v dal$im textu bude oznacen jako GTH-
IgG)).

Imidazol je v IMAC obycejné pouzivan jako kompetitivni elu¢ni ¢inidlo pro vytésnéni
proteind pevné navazanych na chelatujicim sorbentu. Pomoci sorpénich charakteristik
imidazolu byla vyhodnocena pfistupnost komplexi Ni**-IDA jednotlivych chelatujicich
terpolymerti pro vyuziti v ligandové vyméné. U téch sorbenti, které mély komplexy Ni**-IDA
dobfe pristupné pro koordinaci imidazolu, bylo testovano tézZ jejich vyuziti v IMAC pro sorpci
uvedeného modelového proteinu.

Sorp¢éni chovani imidazolu 1 GTH-IgG, ke studovanym sorbentim bylo studovano
frontalni chromatografii [79,132-135], ktera umoziiuje vypocitat mnozstvi zadrzené latky (q)
na koloné€ naplnéné danym sorbentem ze zavislosti koncentrace latky rozpusténé v mobilni
fazi na objemu mobilni faze vytékajici z kolony C = f{¥) po dosaZeni rovnovahy podle vztahu

Va=lo 6
=12 x
v 0> ©6)

a

q

kde C, je pocatecni koncentrace roztoku vstupujiciho na kolonu, V4 je elu¢ni objem, kdy
koncentrace odtékajiciho roztoku dosahne poloviny pocateéni koncentrace, V, je objem
zplsobeny zadrzi roztoku v systému zahrmujici téZ volny objem kolony a ¥, je objem naplné
kolony. Uvedenou zavislost (6) Ize transformovat do tvaru, v némzZ se pro vypocet mnozstvi

zadrzene latky pouZziva plocha za frontalni kiivkou:

A, -4,

61=7— ; (7

kde A4.q je integrovana plocha za frontou (¢elem) chromatografické kfivky a 4,=V,xC° je
plocha, kterd odpovida objemu zadrzenému systémem, v ném je zahrnut i volny objem
kolony.

V ptipadé zadrze imidazolu na terpolymernich sorbentech Ni’**-IDA-GMA-co-DEGMA-
co-EDMA byly kiivky C = f{V) (Obr. 14) ziskany méfenim aktualni absorbance mobilni faze
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pfi A =280 nm spojené s digitdlnim pfenosem dat, z nichZ je patrno, Ze se lidi se strukturou
polymerniho nosice i1 s koncentraci Ni**-IDA komplexi. Pro kazdy nosi¢ bylo provedeno

referenéni méfeni na nemodifikovaném terpolymeru, k némuz byl vypoclet vztazen.

1,0- . R
c/c, e cre, M
, —-—P1A
08 ; —<=P-1B 0,81
. —s—paC
A
06 ‘ 0,61
w
0,44 0,41
0,24 N 0,24
/‘b
0,0 tmrmetr ; 0,0 .
0 1 2 3 4 ) )
V[mi]
a) b)
c/c, 1.0, e, 107
0,8 ] 0,8-
0,6 - 0,64
0,4 0,44
0.2 021
0,0 0,0-fsmtemntes
0 0
c) d)

Obr. 14. Frontalni kfivky sorpce imidazolu na terpolymernich sorbentech s nosici P-1 (a), P-2
(b), P-4 (c), P-5 (d). oo objem mobilni faze zadrzeny systémem bez kolony, —e—
distribuce kapaliny uvnitf kolony naplnéné nemodifikovanym terpolymernim nosi¢em,
—A—, —0—, —0— sorpce imidazolu (0,15 M imidazolu v 0,5 M NaCl) na terpolymerech
s riiznou koncentraci Ni**-IDA komplexti (koncentrace A,B,C viz Tab.12).

Distribuce kapaliny v koloné stejné jako zadrz zptisobena ptipadnymi dal$imi interakcemi
nekovalentni povahy jsou jiZ pro vypocet eliminovany tim, Ze jsou zahrnuty v hodnoté A,,
nebot’ ¢ je pfimo imémé rozdilu A.q-4,. Hodnota g tedy odpovida pouze specifické adsorpci
zadrzované latky na IDA-nikelnatych komplexech, tj. tvorbé komplexu IDA-Ni**-imidazol.
Piedpokladame vSak zanedbatelny vliv neZadoucich nekovalentnich interakci vzhledem k
hydrofilité polymemiho nosic¢e a iontové sile pouzitych pufri.

Hodnoty sorpénich kapacit pro imidazol (g) vyhodnocené =z frontalnich

chromatografickych kfivek pro jednotlivé sorbenty jsou shruty v Tabulce 12.
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Tabulka 12

Vyhodnoceni kapacity Ni**-IDA-GMA-co-DEGMA-co-EDMA terpolymernich sorbentii pro
koordinaci imidazolu. Hodnoty jsou vypo¢itany z dynamickych sorpénich experimentt.

nosic Koncentrace Ni**-IDA® Sorpéni kapacita (g) Plflllszgill)]gft
komplexi©
Modif. | \ymoy/mI® | mmol/g mmol/mI° mmol/g sorbent %
metoda sorbent
A 0,023 0,029 | 0,010+0,002 0,012+0,003 41+9
P B 0,044 0,054 0,023+0,002 0,028+0,003 5245
o C 1,073 1,330 | 0,097+0,007 0,120+0,009 9+1
A 0,041 0,055 | 0,022+0,002 0,029+0,003 53+5
P-2 B 0,092 0,123 | 0,051+0,004 0,068+0,005 55+4
C 1,107 1,472 | 0,189+0,008 0,251+0,010 17+1
A 0,058 0,082 | 0,036+0,001 0,052+0,001 63+2
P-3 B 0,122 0,173 | 0,068+0,004 0,096+0,006 55+4
C 1,056 1,500 | 0,233+0,005 0,331+0,007 22+1
A 0,056 0,085 | 0,033+0,003 0,050+0,004 60+4
P-4 B 0,120 0,180 0,076+0,003 0,114+0,005 63+3
C 1,003 1,500 0,275+0,006 0,411+0,009 27+1
A 0,047 0,130 0,047+0,001 0,129+0,003 99+3
P-5 B 0,126 0,349 0,125+0,003 0,342+0,007 98+2
C 0,572 1,580 | 0,288+0,003 0,796+0,009 50«1

* hodnoty pievzaty z Tab. 11

b objem loze

¢ pomé&mé zastoupeni Ni**-IDA komplexti ucastnicich se specifické vazby imidazolu

Z tabulky je patmno, Ze pro viechny studované sorbenty absolutni mnoZstvi specificky
navazaného imidazolu ¢ stoupa s rostouci koncentraci imobilizovanych Ni**-IDA komplexd.
Nicméné jejich podil vyuzity pro komplexaci imidazolu (vyjadfeny v %) vzhledem k jejich
celkovemu mnozstvi s jejich stoupajici koncentraci klesa. Pfedpokladame-li tvorbu komplext

s pomérem imidazol/Ni** 1:1, pak pro nizké koncentrace Ni**-IDA komplexi (0,029-0,130
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mmo/g) (hodnoty A v Tab. 12) je jejich vyuzitelnost pro navazani imidazolu relativné vysoka
41-99 %. Pokud je koncentrace imobilizovanych Ni**-IDA komplexi studovanych sorbentii
pfiblizné dvojnasobnd (hodnoty B), jejich pristupnost pro navazani imidazolu ziistava
ptiblizng stejna anebo slabé vzroste. PH vysokych koncentracich imobilizovanych Ni**-IDA
komplexii (kolem 1,5 mmol/g) (hodnoty C) je vSak jejich proporcionalni vyuZiti pro
komplexaci imidazolu nizka (9-50 %) a silné zavisi na porozit€¢ polymerniho nosi¢e. Pro
neporézni a nizkoporézni sorbenty (P-1, P-1’, P-2) je v intervalu koncentraci imobilizovanych
Ni**-IDA komplexi 0,05-0,08 mmol/g jejich vyuZitelnost pro navazani imidazolu kolem 50
%, pro sorbenty s malymi pory v nosici (P-3, P-4) pak ptiblizné 60 %. Sorbenty s nosi¢em P-
5, ktery obsahuje velké pory, vykazuji v porovnani s ostatnimi sorbenty mnohem lepsi
ptistupnost imobilizovanych Ni**-IDA komplexii k imidazolu. To plati pro viechny studované
koncentrace imobilizovanych Ni**-IDA komplexii. Prakticky viechny pfitomné Ni**-IDA
komplexy v P-5 nosi¢i jsou zu€astnény ve vazb€ imidazolu, pokud je jejich koncentrace 0,13
mmol/g. Tuto hodnotu srovnejme napf. s nizkoporéznim sorbentem P-2, ktery obsahuje
srovnatelné mnozstvi Ni*-IDA komplext (0,123 mmol/g), avsak zde je pro navazani
imidazolu vyuzito pouze o néco malo vice nez polovina z nich (55%). Pfi vyssi koncentraci
Ni**-IDA komplexi v nosi¢i P-5 0,35 mmol/g se stale jesté vSechny podileji v navazani
imidazolu. Je-li vSak jejich koncentrace podstatné vyssi (1,58 mmol/g), pak vaze imidazol
specificky pfiblizné€ pouze polovina z nich.

Pro lepsi interpretaci ziskanych vysledki byly z hodnot uvedenych v Tabulce 12
sestrojeny grafy (Obr.15), které dobie demonstruji zavislost mnozZstvi specificky navazaného
imidazolu na obou proménnych veli¢inach, tj. na objemu pérti polymerniho nosi¢e a na
koncentraci Ni**-IDA komplexi, jeZ jsou na terpolymernim nosic¢i kovalentn€ imobilizovany.

Je vidét, zZe pro neporézni nosi¢e (P-1, P-1") podstatny vzriist koncentrace Ni**-IDA
komplexii zplsobil pouze mirné zvySeni mnozstvi specificky sorbované¢ho imidazolu. Pokud
v8ak zvySujeme objem périi polymerniho nosice, potaZmo jeho porozitu, pak se jiZ malé
zvySeni porozity (z 0 na 2,5 %, P-1- P-2) projevi ve zlepSeni pfistupnosti imobilizovanych
Ni**-IDA komplexii k vazbé imidazolu. Piedevsim pii vysoké koncentraci imobilizovanych
Ni**-IDA komplexi, ktera se pohybuje kolem hodnoty 1.5 mmol/g, se vliv struktury nosi¢e na

sorpci imidazolu vyznamné projevi.
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(b) porovnani sorbentii zaloZenych na poréznich nosi¢ich P-4 a P-5.

Porovnani schopnosti specificky vazat imidazol sorbenti s poréznimi nosi¢i P-4 a P-5

ukazuje Obr.15 b; podstatné vétsi mnozstvi imidazolu se specificky navazalo na sorbenty s
nosi¢em P-5. Pfistupnost Ni*"-IDA komplext zde &ni 50-99 % v zavislosti na jejich
koncentraci, na P-4 pak pouze 27-63 %. Nosi¢ P-4 obsahuje malé péry (hlavni péry s
primérem 10-60 nm), které pfispivaji predevsim k celkové hodnoté specifického povrchu (Sp
= 9,8 m%/g), P-5 ma naopak hodnotu specifického povrchu pomémg nizkou (Sp = 3,5 m?/g),
avSak obsahuje velké pory az do 20 pm v priméru, které jsou zodpovédné za vysokou
hodnotu porozity (45%) a celkového objemu pori (Vp = 0,7 cm?’/g) (uvedené hodnoty
ptevzaty z Tab.7, str. 92). Tedy nikoli hodnota specifického povrchu terpolymerniho nosice,
ale spiSe celkovy objem a piedevS§im distribuce velikosti jeho pdéri hraji, jak se zda,
dominantni dlohu v ligandové vyméné imidazolu na sorbentech GMA-co-DEGMA-co-
EDMA- IDA-Ni*", pfesn&ji feceno v jejich pristupnosti pro ligandovou vyménu.

Z analyz pfistupnosti Ni**-IDA komplexii pro navazani imidazolu na riznych strukturach
terpolymernich poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) nosi¢u 1ze dale piedpokladat, Ze pro
kaZdou strukturu existuje optimalni koncentrace imobilizovanych Ni**-IDA komplexi, kdy je
nejvyssi procento téchto komplexd vyuZito pro ligandovou vyménu nizkomolekularmiho
imidazolu. Dale lze piedpokladat, Ze hodnota této optimalni koncentrace pravdépodobné

stoupa se zvysujicim se obsahem komunikativnich makropérti. Vyuzitelnost imobilizovanych
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Ni**-IDA komplexii pro ligandovou vyménu, v tomto piipadé modelové latky imidazolu, pak
muzZe dosdhnout az téméf sta procent.

Béhem sorpéniho procesu byl pozorovan mimy unik nikelnatych iontd (0.2-0.8 % -
stanoveno AAS) v piipad¢ sorbentl s vysokymi koncentracemi Ni**-IDA komplexi (kolem
1,5 mmol/g). Zvyseni absorbance roztoku vytékajiciho z kolony zplisobené pfitomnosti té€chto
uvolnénych iontd bylo respektovano pii vypoétu mnozstvi specificky sorbovaného imidazolu.
Unik kovovych iontd je ziejmé disledek ptitomnosti mono- a diethyl esterii kyseliny
iminodioctové, které zbyly na sorbentu po dvoukrokové modifikaci terpolymeri DE-IDA s
naslednou hydrolyzou koncovych esterovych skupin a které patii, jak jiZ bylo uvedeno, mezi

slabé chelatujici skupiny.

5.3.1.4. Studium chovani vybranych sorbentti k modelovému imunoglobulinu

Na zakladé dosavadnich vysledki ziskanych sorpci imidazolu na poly(GMA-co-DEGMA-
co-EDMA) ¢&asticovych terpolymernich Ni**-IDA sorbentech byly pro funkci IMA nosici
studovany ty, u nichZz byla pozorovana dobra vyuzitelnost imobilizovanych Ni*"-IDA
komplexd pro ligandovou vyménu, tj. P-4 a P-5. Jak jizZ bylo uvedeno, tyto nosi¢e jsou pro
porovnavaci studie vhodné také proto, Ze se lisi typem porézni struktury. Primeéry porti obou
nosic¢u vsak piesahuji 12 nm, coZ je délka molekuly dalsi studované modelové latky, mySiho
monoklonalniho imunoglobulinu specifického proti lidskému choriogonadotropnimu
hormonu (GTH-spec IgG;) (M, ~ 155 000). Méla by tedy byt zajisténa teoretickd moznost

vstupu molekuly studovaného imunoglobulinu dovnitt vSech pfitomnych port.
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Obr. 16. Koncentra¢ni zavislosti roztoku modelového proteinu (GTH-spec. IgG;, Co=1
mg/ml, pH 8) na objemu mobilni faze pti sorpci na Ni**-IDA-GMA-co-DEGMA-co-EDMA;
P-4 (a) a P-5 (b). «ooeeeeee objem mobilni faze zadrzeny systémem bez kolony, —e—
distribuce kapaliny uvnitf kolony s nemodifikovanym nosi¢em, —A—, —0—, —— sorpce
na Ni**-IDA-GMA-co-DEGMA-co-EDMA (koncentrace Ni*-IDA komplexti P-4 A;B;C;
0,09; 0,18; 1,50 mmol/g; P-5 A;B;C; 0,13; 0,35;1,58 mmol/g).

Sorpce imunoglobulinu na Ni**-IDA-GMA-co-DEGMA-co-EDMA (Obr.16) probiha
v porovnani s imidazolem (Obr.14) pomaleji, cozZ je zplisobeno nizsi rychlosti difuse velké
molekuly imunoglobulinu do pdri nosice. Stejné jako v piipadé imidazolu, i zde je specificka
sorp¢ni kapacita pro GTH-spec IgG, funkci struktury nosi¢e. Na rozdil od imidazolu, zde
v8ak vzrist mnoZzstvi specificky zachyceného IgG; neni umémy zvySeni koncentrace Ni**-
IDA komplext. Jak vyplyva z Obr.17, ktery byl sestrojen z hodnot g vypoc¢itanych z ploch za
¢elem frontalni kiivky, vyrazny vzrist sorp¢ni kapacity pro GTH-specificky IgG; nastal pouze
pii zméné koncentrace Ni**-IDA komplexii imobilizovanych na nosi¢i P-5 z 0,13 mmol/g na
0,35 mmol/g, kdy se mnozstvi Ni**-IDA-koordinovaného imunoglobulinu zvysilo z 0,72 na
1,53 mg/g. Avsak pro vyrazng vy3si koncentraci Ni**-IDA komplexii na témZe nosiéi bylo
mnozstvi navazaného IgG, srovnatelné (1,49 mg/g). Tento vysledek muize byt v souladu s
praci Wirtha a spol. [108], ktefi pozorovali, Ze mnoZstvi specificky navazanych modelovych
proteint (konkavalinu A a lysozymu [HEWL]) na Cu®**-IDA komplexech imobilizovanych na
poréznim silikagelovém nosi€i prochazi maximem pii zvySovani koncentrace
imobilizovanych kovovych komplexti (podrobnéji viz kapitola 2.4.4., str. 42).

Co se tyCe nosi¢e P-4, pro vSechny studované koncentrace Ni**-IDA komplexii bylo
stanoveno téméf shodné mnozstvi specificky sorbovaného GTH-specifické¢ho IgG, (cca 0,4

mg/g), které je ovSéem mnohem niZz§i ve srovnani se vSemi sorbenty nosice P-5. I zde tedy
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terpolymerii zaji$t'uji leps$i sorp&ni kapacitu pro specifickou vazbu modelového proteinu.
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Obr. 17. Vazebné kapacity Ni**-IDA chelatujicich terpolymert poly(GMA-co-DEGMA-co-
EDMA) zaloZenych na nosiéich P-4 a P-5 pro mysi GTH-spec. IgG;.

Morfologické vlastnosti terpolymernich poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) nosici hraji
roli rovnéZ pii eluci reversibilné navazaného GTH-spec. IgG,. Pied zahajenim eluce byl
protein pfitomny v roztoku zapliiujicim mezicasticovy prostor v koloné€ zcela odstranén

promyvacim pufrem (0,05 M fosfatovy pufr obsahujici 0,5 M NaCl, pH 8). Eluce navazaného
imunoglobulinu byla pak provedena stejné jako v piipadé kopolymernich ¢astic
poly(DEGMA-co-EDMA) nejprve klesajicim pH gradientem nasledovana kompetitivni eluci
imidazolovym koncentranim gradientem. Jak ukazuji elu¢ni grafy (Obr.18), navazany
protein byl ze sorbentd snosi¢em P-5 eluovan c¢astecné pH gradientem a castené
imidazolovym koncentra¢nim gradientem, zatimco v ptipad€ sorbentl s nosicem P-4 (Obr.19)
byla eluce pH gradientem nedspé$na a navazany imunoglobulin byl kvantitativné eluovéan az
pouzitim kompetitivni eluce. Nabizeji se tedy hned dvé otazky: 1) pro¢ byl studovany protein
navazany na Ni**-IDA komplexech nosice P-5 vytésnén dvéma typy eluci a 2) pro¢ byla eluce

pH gradientem u sorbentt s P-4 nosi¢em neuspé$na. Moznou odpovédi na prvni otazku miize

byt astecné roz§tépeni molekuly IgG, na své F. a F,, fragmenty v pribéhu IMAC procesu.
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Sorbenty by pak specificky vazaly F. fragmenty a neroz§tépené molekuly IgG, které by se
eluovaly zvlast, F,, fragmenty by se na sorbent zachycovat nemély. Tato hypotéza vSak byla
vyvracena vyuzitim metody MALDI TOF-MS (Obr.20), ktera potvrdila, Ze viechny eluaty
obsahuji pouze jedinou latku s molekulovou hmotnosti =155 000, kterou je piivodni molekula
GTH-spec. IgG,. Odpovéd’ Ize tedy hledat opét ve struktufe terpolymerniho poly(GMA-co-
DEGMA-co-EDMA) nosiée. Nejpravdépodobnéjsimi piiinami pozorovaného chovani
studovaného proteinu pti eluci je mensi omezeni difuse do objemnych pérd nosi¢e P-5 a
ptedevéim rovnomémé rozprostfeni imobilizovanych kovovych komplexd v porech.
Navazany imunoglobulin lze proto z porii zfejmé vytésnit jiZ klesajicim pH gradientem. Pro
imunoglobulin navazany uvnité polymerni sit®é nebo v malych pdrech nosice P-4
piedpokladame silné uplatnéni multimistného navazani proteinu na imobilizované kovové
komplexy umisténé prostorové blizko sebe. Diisledkem je potom mensi celkova kapacita pro
navazani proteinu a pevna vazba proteinu s kovovymi komplexy, pro jejiZz rozruseni je
potfeba pouZzit kompetitivni eluéni ¢inidlo.

Dalsi zajimavost byla odhalena integraci ploch jednotlivych eluénich pikii odpovidajicich
mnozstvi proteinu eluovaného danym typem eluce (Obr.21). Ze sorbentu s nosi¢em P-5 a
koncentraci Ni**-IDA komplexii 0,35 mmol/g (P-5 B) bylo pH gradientem eluovéano pon¢kud
vy$si (0,58 mmol/g) mnozstvi GTH-spec. IgG, nez pro koncentraci Ni**-IDA komplexii 1,58
mmol/g na témze nosici (P-5 C) (0,45 mmol/g), ackoli celkové mnoZstvi eluovaného proteinu
z obou sorbentli bylo téméf totozné. Neékteré molekuly IgG, jsou tedy navazany méné pevné,
pokud je koncentrace Ni**-IDA komplexti niZsi a reversibilni vazby lze rozrusit jiZ pouhym
snizenim pH. To je vsouladu svySe navrZenou hypotézou, Ze uvnité velkych pord se
multiligandova interakce s proteinem uplatiiuje v mensi mife a je zavisld na koncentraci
kovovych komplexti. Podobné chovani jiz pozorovali Liesiene a spol. [59], ktefi pro
reversibilné navazany somatotropin na Cu’"-IDA komplexech imobilizovanych na
celulézovém nosi¢i museli pfi zvy$ovani koncentrace Cu®**-IDA na sorbentu pouzivat siln&ji
elucni ¢inidla, jak jiz bylo zmifiovano v kapitole 2.4.4.

Vypoctem pak bylo potvrzeno, Ze celkové mnozstvi specificky sorbovaného modelového

proteinu (GTH-specifického IgG;) bylo kvantitativné eluovano zpét v neporuseném stavu.

111



0,3

| &
_ \ P 8
%o,z- /

£ k b;'
= ;

i | :
S 0,1
E 14
[-%
(8]
0,0 . . : : 4
0 5 10 15 20 25
V (ml)
A)

0,3 1a _____________ pH
_ 8
E o
o 0,2 ’

E b
5 : le
E - l
£ 01
g i
%) 14
0,0 ,
o 5 10 15 20 25
Vv (ml)
B)
o,3~la oH
‘ 8
£
~—
[=)]
£
)
E
[1]
=)
e
o
(8
0 5 10 15 20 25
V (ml)
C)

Obr.18. Eluce specificky navazaného imunoglobulinu GTH-spec. IgG; ze sorbentt
s polymernim nosi¢em P-5 a koncentraci komplexd Ni(I)-IDA A) 0,13 B) 0,35 C)1,58
mmol/g (1,0 g polymerni hmoty). Eluce (a) pH gradientem (6— 4,5 v 0,1M AcOH/AcONa,
0,5 M NaCl), (b) imidazolovym gradientem (5 mM— 150 mM v 0,5 M NaCl).
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Obr.19. Eluce specificky navazaného imunoglobulinu GTH-spec.

IgGl

ze sorbentl

s polymernim nosi¢em P-4 a koncentraci komplexd Ni(I[)-IDA A) 0,09 B) 0,18 C) 1,50
mmol/g (1,0 g polymerni hmoty) (a) pH gradientem (6— 4,5 v 0,1M AcOH/AcONa, 0,5 M

NaCl), (b) imidazolovym gradientem (5 mM— 150 mM v 0,5 M NaCl).
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Obr. 20. MALDI TOF MS eluénich frakci GTH-spec. IgG; ze sorbentu P-5, konc. Ni**-IDA
0,35 mmol/g. Nahofe: frakce ziskand eluci pH gradientem 6—> 4,5, dole: imidazolovym
gradientem 5—> 150Mm. Signaly pii m/z: =55 000, 103 000, 77 000 a 52 000 odpovidaji
piitomnosti iontii [MH]", [M;H;]**, [MH,] **a [MH;]*", kde M je molekula GTH-spec.IgG;.
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Obr.21. Mnozstvi eluovaného mysiho GTH-spec. IgG, z poréznich Ni**-IDA-GMA-co-
DEGMA-co-EDMA chelatujicich sorbenti pH gradientem (pH 6—4,5) a imidazolovym
koncentracnim gradientem (5— 150 mM).
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5.3.2. Castice poly[glycidyl-methakrylat-co-2-hydroxypropyl-methakrylat-co-ethylen-
dimethakrylatu] [poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA)]

5.3.2.1. Charakteristika ¢astic poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA)

Terpolymery poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA) (HPMA = 2-hydroxypropyl-methakrylat)
tvaru kulovitych astic nam laskavé poskytli pracovnici Oddéleni polymernich &astic UMCH
AV CR. Jednalo se o heterogenni &astice s dobfe vyvinutou porézni strukturou, které bylo
dosazeno vlivem porogenu (smési cykloxexanolu a dodekan-1-olu 9:1) pouzitého pii jejich
ptiprave [72,127,128].

Pro ucely pouziti v IMAC byly dale studovany dva typy téchto astic, které mély podobné
chemické slozeni, avSak liSily se velikosti ¢astic a typem porézni struktury (v dalSim textu
budou oznadeny jako T-1 a T-2). Castice T-1 o priméru 7-13 pm a sloZeni
[GMA]:[HPMA]:[EDMA] = 5:3:4 mély hodnoty procentualni porozity (51 %) 1 celkového
objemu péri (0,7 cm’/g) srovnatelné s poréznimi casticemi poly(GMA-co-DEGMA-co-
EDMA) oznacenymi jako P-5 z pfedchozi kapitoly 5.3.1. Distribuce velikosti porti v§ak byly
odlidné, nebot’ pro T-1 dominovaly pdry o velikosti 55-102 nm, které tvorily 38 % celkového
objemu pori. Nicméné pdry vétsi velikosti (120 —200 nm) byly v terpolymeru T-1 téz
ptitomny (12% celkového objemu pdrit) (Obr.22 a). Naproti tomu druhé studované ¢astice, T-
2, o slozeni [GMA]:[HPMA]:.[EDMA] = 2:6:4 se odliSovaly od T-1 velikosti ¢astic (primeér
60-100 pm) i porézni strukturou, kterou v Casticich T-2 tvofila mnoZina péri plynule
zvétSujiciho se pruiméru od 10 do 200 nm. Na rozdil od T-1 zde v8ak znac¢nou c¢ast (cca 1/3)
tvofily malé pory s primérem <30 nm (Obr.22 b). Hodnota celkové procentualni porozity T-

2 byla 27 % a celkového objemu périi 0,34 cm’/g.
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Obr. 22. Strukturni charakteristiky poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA) ¢astic T-1 (a) a T-2 (b)
(méfeno na rtutovém porozimetru-225 Carlo Erba Strumentazionne).

5.3.2.2. Modifikace ¢astic poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA)

Pro kovalentni pfipojeni chelatujicich skupin bylo podobné jako v ptipadé terpolymerti
poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) vyuZito reaktivnich oxiranovych skupin GMA jednotek
polymerniho prekursoru. Jako chelatujici skupina zde opét slouzila kyselina iminodioctova
(IDA), ktera byla navazana ptfimou jednokrokovou modifikaci ve vodném pufru zpisobem
oznacenym jako metoda A na Schematu 7 (viz str. 99). Stupeni modifikace, tj. mnoZstvi
pfeménénych epoxyskupin v chelatujici skupiny kyseliny iminodioctové, byl zde vsak
v porovnani s ¢asticemi poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) ponékud vyssi. Divodem bylo
zifeymeé lepsi prostorové rozprostieni GMA jednotek v polymerni ¢astici; vétsi vzdalenost mezi
dvéma sousednimi GMA jednotkami v poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA) ¢asticich mutze
snizovat vliv elektrostatické repulze mezi navazanymi IDA skupinami v ddsledku ¢ehoz je
dosazZeno vy$§iho modifikac¢niho stupné epoxyskupin, ktery €inil pro ¢astice T-1 21 % a pro
T-2 24 % (ptivodni obsah epoxyskupin v ¢asticich T-1 a T-2 =2,6 a 1,1 mmol/g).

Kone¢na mnozZstvi navazanych chelatujicich skupin kyseliny iminodioctové v €asticich
poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA) zjisténd elementarnim stanovenim obsahu dusiku,
acidobasickou titraci karboxylovych skupin a sorpci kovovych iontii shruje Tabulka 13. Z
uvedenych dat je zfejmé, Ze mnozstvi IDA skupin zji§ténéa riznymi typy stanoveni se shoduji

a Ze prakticky vdechny chelatujici skupiny byly vyuZity pro tvorbu komplexi Ni**-IDA.
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Tabulka 13. Charakteristika modifikovanych poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA) ¢astic.

Polvmerni Koncentrace imobilizovanych IDA skupin (mmol/ml) | MnozZstvi zbylych
it | Analvgon dusika | Tiraci COOH | Sorpei Ni™* | Ni*"-IDA (%) pfi
y skupin pH 4,5 zméné pH 4,58
T-1 0,11 0,12 0,11 98,1
T-2 0,07 0,09 0,07 94,1

I vtomto pifipadé byl proveden pokus zvysit koncentraci imobilizovanych chelatujicich
skupin polymerniho nosi¢e. Namisto zvySovani stupné konverze polymernich oxiranovych
skupin pouZzitim nukleofiln€j$iho ¢inidla zde vSak byla pouZita strategie pifipravy takového
sorbentu, kdy postranni polymerni fetézce nosi¢e nesou vice chelatujicich skupin, ¢imz by
meéla byt teoreticky zajiSténa kromé vys$i kapacity sorbentu téz napft. lepsi piizplisobivost
pfistupujici proteinové strukture a vyssi selektivita.

Navrh modifika¢niho postupu ukazuje Schema 9. Epoxyskupiny polymerniho prekursoru
byly nejprve modifikovany diethanolaminem za vzniku modifikovaného polymeru X. I zde,
stejn€ jako v ptfipadé modifikace kyselinou iminodioctovou, podlehla této reakci piiblizné
pétina vSech pfitomnych terpolymernich poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA) oxiranovych
skupin (zjisténo elementarnim stanovenim obsahu dusiku). Koncové hydroxylové skupiny
polymeru X byly poté substituovany halogenem pouZitim Bosshardtova ¢inidla (smési SOCl,
a DMF v CHCl,), ptipadné tosylovany, av8ak k navazani chelatujici kyseliny iminodioctové
v dalsim reakénim kroku téméf vibec nedo$lo (zanedbatelna koncentrace imobilizovanych
karboxylovych skupin zjisténa titracné (0,04 mmol/g)), piestoZe analogické nizkomolekularni
latky jsou v literatufe popsany. Pfedpokladame proto, Ze pravdépodobnou pii¢inou neispéchu
neni vtomto ptipadé stericka nepfistupnost funkénich skupin pro navazani chelatujiciho
ligandu, ale spiSe cyklizace reaktivniho intermediatu XI (obsahuje halogen ve vicinalni poloze
k dusiku) za vzniku stabilniho morfolinového kruhu (XII). Uvedena domnénka je v souladu se
spektry NMR pevné faze (Obr.23), v nichz jsou patrné charakteristické signaly —-CH,-OH a —
CH,-N- skupin flexibilnich fetézcti modifikovaného polymeru X, které spolu splyvaji po
uzavieni v rigidni hexacyklické uskupeni polymeru XII za sou¢asné¢ho posunu k niz§im ppm.
Jiné spektralni metody nebyly pro potvrzeni uvedeného ptfedpokladu dostate¢né prikazné
(napi. pas vibrace etherové skupiny —O— pii 1000-1100 cm™ v IC spektrech byl prekryt

siln€j$imi pasy polymemiho nosice).
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HOOC  CooH  \—cooH

Schema 9. Navrh piipravy sorbentu s vice funkénimi skupinami na jednom fetézci.@
pfedstavuje sesitovanou polymerni strukturu. Reakéni podminky: Priprava X: EtOH-
diethanolamin (1:1), reflux, 24 h. Piiprava XII: CHCl;, SOCl,, DMF, reflux, 16 h.
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Obr.23. *C CP/MAS NMR (10 kHz) sorbentt X (nahote) a XII (dole).

Pfi pfeméné X na XII dochazi k posunim —CH,N- (A= A") 57-60 - 54 ppm a —CH,O-
(B=B’) 62-68 — 67 ppm. Neoznacené signaly piislusi —O-CH,-CH-OH skupinam
spojovaciho fetézce (70-75 ppm) a zbylym funkénim skupinam polymerniho prekursoru
{CH3- (10-25 ppm), Cyyar. (45 ppm) -CO,- (178 ppm)}. Signal pii 40-42 ppm (dole) pfislusi
zbytku chlormethylenovych skupin.
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5.3.2.3. Pouziti chelatujicich poly(GMA-co-HPMA-co-EDMA) v IMAC imunoglobulind,

srovnani separacnich vlastnosti s komerénim sorbentem

Podobné jako pro kopolymery poly(DEGMA-co-EDMA), i zde bylo testovano potencialni
vyuziti pfipravenych chelatujicich sorbenti T-1 a T-2 pro izolaci monoklonaniho
imunoglobulinu, specifického proti kienové peroxidaze (HRP-spec. IgG;) chromatografii
IMA z mysi ascitické tekutiny. Na rozdil od homogennich kopolymemich poly(DEGMA-co-
EDMA) castic (kap.5.2.), u nichz bylo kvili jejich malé kapacit€¢ nutné provést izolaci
pozadovaného proteinu v kombinaci s dal§imi chromatografickymi technikami, zde jiz pfi
ptimém pouziti surové ascitické tekutiny bylo jednokrokovou separaci na imobilizovanych
komplexech Ni*-IDA ziskano 92 % celkového mnoZstvi cilového imunoglobulinu na
casticich T-1 v relativné vysoké Ccistot€é (73 %) (Obr.24 A). Na tomto sorbentu doslo
k iplnému navéazani poZzadovaného imunoglobulinu, pfi¢emZ vzniklé reverzibilni vazby byly
rozruSeny jiZ klesajicim pH. V pfipadé¢ sorbentu snosicem T-2 se vSak specificky
imunoglobulin zachytil jen ¢aste¢n€; jeho vétsi cast (84 %) protekla kolonou bez navazani na
sorbent a byla vyté€snéna jiz promyvacim pufrem spolu s n€kterymi dal§imi doprovodnymi
proteiny pfitomnymi v proteinové smési (Obr.24 B). Na rozdil od sorbentli zaloZenych na
poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) ¢asticich diskutovanych v ptedchozi kapitole, zde byl
cilovy protein z obou sorbentl vytésnén jiz klesajicim pH; kompetitivni eluce (imidazolovy
koncentraéni gradient, piipadné roztok EDTA) byla pouzita pouze pro vytésnéni nekterych
zbylych doprovodnych proteinti. Z toho Ize usoudit, Ze se multimistné navazani proteinu
v tomto piipad€ uplatiluje zfejmé v mensi mife neZ pro sorbenty s poly(GMA-co-DEGMA-
co-EDMA) nosici, coz je ziejmé opét dusledek lepsi distribuce imobilizovanych kovovych
komplexi v sorbentu.

Separa¢ni vlastnosti &asticového sorbentu Ni**-IDA-T-1 pro izolaci tohoto typu
imunoglobulinu v jistém smyslu dokonce pied¢ily separacnimi schopnostmi komeréniho
agarézového IMA nosi¢e Ni**-IDA-Sepharose Fast Flow, ktery byl pro srovnani rovnéz
otestovan (Obr.24 C); cilovy protein se sice na oba sorbenty kvantitativné navazal, av§ak jeho
gistota v hlavnich eluénich frakcich dosahovala pouze 65 % pro Ni’**-IDA-Sepharose Fast
Flow na rozdil od Ni**-IDA-T-1 (73%); hlavnim proteinem doprovazejicim eluovany HRP-

spec. IgG) byl transferrin, coz bylo zjisténo nizkonapétovou zdénovou elektroforézou na
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polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). Celkové kapacity obou sorbentd pro specifické

navazani imunoglobulinu v§ak byly srovnatelné (~2 mg IgG,/ ml zbotn. sorbentu).
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Obr. 24. IMAC ascitické tekutiny obsahujici HRP-spec.IgG, na &asticich Ni**-IDA- GMA-co-
HPMA-co-EDMA T-1 (A) a T-2 (B) a na Ni**-IDA Sepahrose Fast Flow (C) (2 ml zbotn.
sorbentu): (a) vyt€snéni nenavazanych proteini z mezi¢asticového prostoru rovnovaznym
pufrem (0,05 M K3POs, 0,5 M NaCl, pH 8), eluce reverzsibilné navazanych proteini (b) pH
gradientem (6 = 4,5), (c) imidazolovym koncentraénim gradientem (0,1- 0,5 M), (d) 0,05 M
EDTA v 0,5 NaCl. Prazdné plochy odpovidaji celkovému obsahu proteinii vyt€snénych
z kolony (zjisténo spektrofotometricky), vyplnéné plochy odpovidaji obsahu HRP-spec.IgG;,
v eluénich frakcich (zjisténo ELISA titraci).
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5.3.3. Souhrn vysledki kapitoly 5.3.

Terpolymerni kulovité ¢astice poly(GMA-co-DEGMA-co-EDMA) (prumér ¢astic 100-350
um) byly pfipraveny s riznou porozitou. Distribuce velikosti porti byly zjiStovany z rtutové
porozimetrie. Navazani chelatujicich skupin kyseliny iminodioctové probihalo s vyuZitim
reaktivnich oxiranovych skupin polymeru, kdy byly pouzZity tfi modifika¢ni postupy s cilem
ziskat riznou koncentraci imobilizovanych chelatujicich skupin.

Vyuzitelnost nikelnatych komplexti imobilizované kyseliny iminodioctové v ligandové
vymeéné byla testovana pro dvé modelové latky -imidazol nebo monoklonalni GTH-spec. IgG;
s pouZitim série pfipravenych sorbentli se stoupajici porozitou polymerniho nosie a
stoupajici koncentraci imobilizovanych kovovych komplexi. Ziskané vysledky lze shrmout do
téchto hlavnich bodi:

1) Vyrazné zvyseni koncentrace imobilizovanych Ni**-IDA komplexi mé&lo pouze mirny vliv
na mnozstvi specificky sorbovaného imidazolu pfi pouziti neporézniho polymerniho nosice

2) Zvyseni koncentrace imobilizovanych Ni**-IDA komplexii podstatné zvysilo mnoZstvi
specificky sorbovaného imidazolu, avak nikoli specifického imunoglobulinu, pokud byl
pouZit sorbent s porézni strukturou polymerniho nosice

3) Pfitomnost porti velkych priméri v matrici polymerniho nosi¢e (0,1-20 um) méla
rozhodujici vliv v mnozZstvi specificky navazané modelové latky, at’ jiz se jednalo o imidazol
¢1 monoklonalni imunoglobulin

4) Hodnota specifického povrchu polymerniho nosi¢e neméla rozhodujici vliv na mnozstvi
navazané modelové latky (imidazolu nebo monoklonalniho imunoglobulinu IgG,)

Uvedené vysledky byly publikovany v J. Biochem. Biophys. Methods 67, 7-25 (2006).

Podobné zavéry byly ziskany i pro Ni**-IDA sorbenty zaloZené na poly(GMA-co-HPMA-
co-EDMA) c¢asticich (HPMA = 2-hydroxypropyl-methakrylat), kdy na sorbentu
obsahujicim vyznamny podil makropéri (120-200 nm) v nosi¢i byla Uspé$né provedena
1zolace monoklonalniho imunoglobulinu HRP-spec. IgG, z proteinové smési. Jeho separacni
schopnosti byly srovnatelné se separaénimi vlastnostmi komeréniho chelatujiciho
agardzového gelu. Sorbent s ptevahou malych péri v nosi€i byl pro tento ic¢el mnohem méné
vhodny, byt’ priméry vétSiny jeho port ptesahovaly rozméry cilového imunoglobulinu. Tyto

vysledky byly publikovany v J. Chromatogr. A 954, 115-126 (2002).
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5.4. Membranové polymerni nosice

5.4.1. Priprava plochych listi poly(DEGMA-co-EDMA) membran a jejich vlastnosti

Homogenni  ploché listy  poly[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl-methakrylat-co-ethylen-
dimethakrylatu] {poly(DEGMA-co-EDMA)} membran s tloustkou 73 pm silné byly
pfipraveny radikalovou polymerizaci iniciovanou fotochemicky s inicidtorem benzoin ethyl
etherem. Rovnovazny stupeii botnavosti membran ve vod€ a v pyridinu byl sledovéan
v zavislosti na stupni sesiténi. JelikoZ kopolymeriza¢ni parametry obou monomerd, jak jiZ
bylo uvedeno v kapitole 5.2., jsou blizké jedné [121], pifedpokladame, Ze kopolymerizace
probihala idedln€¢ a stupeii sesiténi byl urCen obsahem sitovadla v monomerni smési.”
S klesajicim stupném sesiténi podle ocekavani stuperi botnavosti v rozpoustédle stoupal
(Tabulka 14) a zaroven byl 1épe zachovan tvar ptipraveného hydrogelu; pfi vyS$$im stupni
sesiténi ¢asto dochazelo k posSkozeni membrany vlivem botnacich tlaku.

Ziskané hodnoty stupné€ botnavosti ve vodé dobie koreluji s vlastnostmi biokompatibilnich
mimé sesitovanych hydrogelli obsahujicich monomer DEGMA, které byly podrobné
studovany v pracech Gatenholma, Michalka a Vacika [136,137], a které nachazeji Siroké
vyuziti v mnoha biochemickych aplikacich.

Vzhledem k vysokému obsahu vody za soucasného zachovani tvaru plochého listu byly
zbotnalé homogenni polymemni membrany se stupném sesiténi 0,5 % vybrany pro dalsi
zkoumani. Byly modifikovany chelatujicimi skupinami kyseliny iminodioctové a byly
zjiStovany mozZnosti jejich praktického vyuziti. Vlastnosti ziskanych chelatujicich
membranovych sorbentli sriznou koncentraci chelatujicich skupin byly srovnavany
s vlastnostmi ¢asticovych poly(DEGMA-co-EDMA) sorbentd, kterym byla vénovana kapitola
5.2.

" Pozn.: PFtomnost sitovadla v pfipraveném monomeru DEGMA (zji§téno GC/MS) byla

zahrnuta ve vypoc¢tu hmotnostnich poméri monomernich smési.
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Tabulka 14. Botnavost poly(DEGMA-co-EDMA) membran v zavislosti na stupni sesiténi.

Stuper sesiténi Stupeti botnavosti (%)
(%) ve vodé v pyridinu®
5.5 69 -
3 77 -
25 85 -
2 96 -
1.5 102 -
1 146 320
0.5 240 380

# Z divodu destrukce membrany nelze stuperi botnavosti spolehlivé stanovit.

5.4.2. Modifikace plochych listi poly(DEGMA-co-EDMA) membran chelatujicimi

skupinami

Dvoukrokova modifikace kyselinou iminodioctovou zahrmovala pfeménu hydroxyskupin
membrany na dobfe odstupujici tosyloxyskupiny reakci s tosylchloridem (katalyzator 4-(N,N-
dimethylamino)pyridin, DMAP) nasledova substituci vzniklych tosyloxyskupin kyselinou
iminodioctovou (Schema 10). Prvni modifikaéni krok -tosylace- byl provadén opét jako
vpiipadé poly(DEGMA-co-EDMA) ¢astic v pyridinu. Zde bylo vSak potieba
zabranit mechanickému poskozeni membrany vzhledem k vysokému stupni botnavosti
v pyridinu (Tabulka 14), proto byla zména rozpoustédla provadéna kondicionovanim, kdy byl
plochy list membrany pfemistovan z vody do pyridinu postupné pies smési voda-pyridin
s postupnym zvySovanim obsahu pyridinu.

Druhy reakéni krok, pfipojeni kyseliny iminodioctové, byl provadén ve vodném pufru.

Opét bylo provadéno nejprve kondicionovani membrany z pyridinu do vody.
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Schema 10. Postup zavedeni chelatujicich skupin kyseliny iminodioctové (IDA) na
poly(DEGMA-co-EDMA) membranu. Modifikaéni proces zahrnuje pfeménu hydroxylovych
skupin membrany na tosyloxyskupiny nasledovanou jejich substituci kyselinou
iminodioctovou. Reakéni podminky: Krok 1: pyridin, DMAP, 20°C, 48 h nebo aq., 25°C, 168
h; krok 2: 1 M Na,CO3/1 M NaHCOs3, 45 °C, 120 h.

Timto modifikatnim postupem byla az tietina vSech pfitomnych polymemich
hydroxyskupin pfeménéna v tosyloxyskupiny diky dostate¢né ptistupnosti reakéniho partnera
ve vysoce zbotnalé polymerni siti. Vysoka reaktivita tosyloxyskupin pak zajistila i vysoky
stupenl pfemény v cilové chelatujici skupiny kyseliny iminodioctové ve druhém modifika¢nim
kroku. Mnozstvi vzniklych tosyloxyskupin stejné jako skupin kyseliny iminodioctové bylo
regulovano pomérem komponent v reakéni smési. Jejich vysledné koncentrace po pfipojeni na
ploché listy membran shrnuje Tabulka 15.

Nicmén¢ tento pracny postup, kdy navic ¢asto dochazelo k poskozeni (natrzeni) plochého
listu pfi modifikacich v pyridinu, byl nahrazen alternativnim postupem, kdy bylo pouzito
pouze vodného prostredi pii veskerych manipulacich s membranou. Tim bylo ve velké mite
zamezeno mechanickému poskozeni plochého listu membrany. Tosylace hydroxyskupin
v heterogennim prostiedi, kdy byl posun rovnovahy ve prospéch vzniku produktu zajist'ovan
prubéZnym piisunem NaOH s cilem neutralizovat kyselinu vznikajici pii reakci, je obdobou
Schottenovy-Baumannovy metody, kdy reakce alkohold nebo amint s chloridy organickych
kyselin na odpovidajici estery probiha ve vodném prosttedi v piitomnosti nejméné
stechiometrického mnozZstvi vodného roztoku alkalického hydroxidu, ktery je k reakéni smési
postupné pfidavan.

Ackoli tosylace ve vodném prostiedi probihala del$i dobu nez tosylace v pyridinu (cca 3,5
krat), kone¢né mnozstvi vzniklych tosyloxyskupin (0,48 mmol/g) bylo pfiblizné tfikrat niZsi
(Tabulka 15). K poruseni plochého listu membrany v$ak nedochéazelo. Stejnym zpisobem
jako v ptedchozim piipadé (ve vodném pufru) byly poté na membranu zavedeny chelatujici

skupiny kyseliny iminodioctové.
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Tabulka 15. Charakteristika modifikovanych poly(DEGMA-co-EDMA) membran.
(Hodnoty jsou vztazeny na g suché polymerni hmoty.)

Komplexované ionty Zbylé komplexy (%) pfi
-OH —OTs? IDA® (umol/g)° zmén& pHna 8 °
skupiny | skupiny | skupiny 2+ 2+ 3+
Ni Cu Fe 2+ 2+ 3+
(mmol/g) | (mmol/g) | (mmol/g) pH45 | pH4S | pH 2.7 Ni Cu Fe
modifikace v pyridinu
L 02 0,79 785 652 150 95,7 99,2 | 100,0
57 ’ 0,96 951 944 259 98,9 96,1 99,8
’ 136 1,09 1092 1069 793 96,3 99,1 97,1
’ 1,35 1258 1196 805 98,8 96,8 95,6
modifikace ve vodném prostiedi
0,38 369 318 - 97,7 99,1 -
5,72 0,48
0,44 421 398 - 98,1 96,2 -

% + 2 % stanoveno analyzou obsahu siry
® + 8 % stanoveno analyzou obsahu dusiku
€+ 5 % stanoveno AAS

5.4.3. chelatujicich poly(DEGMA-co-EDMA)

Studium komplexaénich vlastnosti

membran, srovnani s ¢asticovymi sorbenty

U ziskanych chelatujicich sorbenti byla testovana jejich schopnost tvofit komplexy s
kovovymi ionty (viz opét Tabulka 15). Ziskana data potvrzuji, Ze se jedna o sorbenty velmi
dobte koordinujici viechny studované kovové ionty (Ni**, Cu** a Fe’*). Vy3§i kapacita pro
Ni(II) a Cu(Il) v porovnani s ,tvrdym* Fe (III) je opét vsouladu sjiZ zmifiovanou
Pearsonovou komplexaéni teorii [11]. Ve srovnani s chelatujicimi sorbenty zaloZenymi na
¢asticovych poly(DEGMA-co-EDMA) nosi¢ich se stupném sesiténi 10 % (kapitola 5.2.3.,
Tab.3, str.83), byla v tomto ptipad€¢ sorpéni kapacita pro komplexaci tychZ kovovych iontl
pfiblizn€ 5-10 krat vyssi. Divodem je piedevS§im lepsi roztaznost polymerni sité jako
disledek nizsiho stupné sesiténi, ktery dovoluje navazat vétSi mnozstvi chelatujicich skupin.
Tvar polymerniho nosice a typ chelatujicich skupin vSak rovnéz ovlivityji vysledné mnozstvi

koordinovanych kovovych ionti.
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Ziskané hodnoty sorpé&nich kapacit pro kovové ionty jsou srovnatelné s hodnotami jinych
adsorbentil, které pouZivaji mechanismus iontové vymény pro odstranéni kovovych iontd
z vodnych roztoki [138-140], coZ pfeduréuje potencilni vyuZiti pfipravenych chelatujicich
poly(DEGMA-co-EDMA) membran pro odstraiiovani toxickych kovovych iontil z odpadnich
vodnych roztoki. Sorbenty jsou navic snadno regenerovatelné aniZ by dochazelo ke snizovani
jejich chelataénich schopnosti, nebot’ ani po trojnasobném opakovani sorpce kovii na
regenerovanych sorbentech se jejich kapacita nezménila. Kovové ionty lze ze sorbentu
kvantitativné odstranit pouhym ponofenim do roztoku disodné soli EDTA na 12-24 hodin. Po
promyti jsou opét pfipraveny k opakovanému pouZiti.

Sorpce kovi byla provadéna stejné jako pro Casticové sorbenty v kyselém prostredi (pH
4,5) (v ptipad¢ FeCl; bylo pH opét sniZzeno na 2,7). ZvySeni pH na 8 ani zde nezptisobilo
vyznamny pokles v koncentraci imobilizovanych kovovych iontt, nebot’ nejméne 96 % jich

zlistalo ve formé& komplexu.

5.4.4. Modelové studie sorpce imunoglobulinu G na Ni(II)-IDA-DEGMA-co-EDMA

membranach v IMA metodé, modely izotherm

Chelatujici Ni**-IDA-DEGMA-co-EDMA membrany byly testovany téZ v metodé IMA
pro modelovou studii sorpce mysSiho sérového imunoglobulinu G SarZovitymi (,,batch)
experimenty.

Interakce mezi molekulou proteinu a sorbentem s imobilizovanym kovovym iontem byla
vysvétlena na zaklad€ riznych modelli izoterm, které popisuji rovnovazny vztah mezi volnou
a adsorbovanou latkou. Nejjednodussi Langmuirova izoterma piedpokladd, Ze vSechna
vazebna mista maji stejnou energii, jsou na sobé nezavisla (neinteraguji spolu) a Ze se
adsorbovana latka navaze v rovnovaze na jedno vazebné misto. Ackoli byla Langmuirova
teorie ptivodné vyvinuta pro popis adsorpce plyni na pevné povrchy, byla uspésné aplikovana
téZ v pripadé adsorpce proteinti na IMA sorbenty. Ptiklady vyuZiti modelu Langmuirovy
izotermy v metod¢ IMA jsou diskutovany v Teoretické ¢asti. V ptipadé mnoha IMA adsorpci
vSak tento model nedokaZe uspokojivé popsat interakci mezi imobilizovanym kovem a
proteinem. Divodem odchylek od Langmuirova modelu je nejen rozdil ve velikosti mezi

molekulami proteini a malymi molekulami plynti, ale téZ heterogenni podstata vétSiny
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pevnych povrchii, dale vzajemna kooperativni interakce mezi adsorbovanymi molekulami a
nespecifické (iontové nebo hydrofébni) sorpce proteinu s pevnym nosi¢em.

Pro popis adsorpce mysiho imunoglobulinu G na Ni**-IDA komplexy poly(DEGMA-co-
EDMA) membran je Langmuiriv model rovnéZz nevyhovujici. Adsorpéni chovani v tomto
ptipadé nejlépe vystihuje tfiparametrovy Langmuirtiv-Freundlichiv model (Obr.25), kterym
bylo jiz popsano adsorpéni chovani mySiho monoklonalniho imunoglobulinu IgG; na Zn**-
IDA komplexech imobilizovanych na membrané poly(ethylen-graft-vinyl alkohol) [91] nebo
adsorpce lysozymu, konalbuminu ¢i BSA (hovézi sérovy albumin) na IDA-Ni*" a IDA-Cu**
agaroze [141].

Langmuiriv-Freundichtiv model je popsan rovnici

¢ o * €)' (8)
K, +(CY

kde q* je mnozstvi adsorbovaného proteinu, C" je rovnovazna koncentrace proteinu v kapalné
fazi, Ky je zdanliva disociacni konstanta, gmr) maximalni vazebna kapacita chelatujiciho
sorbentu a n Langmuirdv-Freundlichiiv koeficient. Tento model vysvétluje kooperativni
chovani vazebnych mist pfi interakci kovového iontu s proteinem, coZ znamena, Ze vazebné
misto na povrchu sorbentu obsazené proteinem ovliviiuje positivné (n > 1) nebo negativné (0
< n < 1) prilehlé vazebné misto k navazani proteinu a jedna se pak o pozitivni ¢1 negativni
kooperativitu pii vazebném procesu. Pro Cisté nezavisla a neinteragujici mista je hodnota
empirického koeficientu n = 1. Zdanliva disocia¢ni konstanta K4 pak zahrnuje prispévky
z vazby kovového iontu nejen k jedné molekule proteinu, ale i jeho asociovanym forméam.
Ttiparametrova Langmuirova-Freundlichova funkce se redukuje na dvouparametrové
funkce za zjednodusujicich podminek. Pti nizkych koncentracich na Freundlichtiv model (g =
FC", kde F je Freundlichova konstanta) a pro homogenni povrchy na Langmuiriv model g =
gmC/(K4+C), kde g je maximalni vazebna kapacita a Ky disociaéni konstanta. Zminéné
dvouparametrové modely vSak bohuZel nevystihuji uspokojivé adsorpéni chovani

imunoglobulinu G na plochych listech Ni**-IDA-DEGMA-co-EDMA membrany.
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1,5+

g*, 9.10™/g zbot. membrany

Obr.25. Adsorpce mysiho imunoglobulinu G na Ni**-IDA-DEGMA-co-EDMA membréné
v 0,05 M fosfatovém pufru (pH 8, 0.5 M NaCl) pti 20°C. Koncentrace Ni**-IDA komplex:
1,1 mmol/g. Kiivky vznikly prolozenim experimentalnich bodd Langmuirovym-
Freundlichovym (plna ¢ara), Langmuirovym (te¢kovana ¢ara) a Freundlichovym (pferusovana
¢ara) modelem adsorp¢ni izotermy.

Pomoci Langmuirova-Freundlichova modelu byl studovan vliv koncentrace Ni**-IDA
komplexid imobilizovanych na poly(DEGMA-co-EDMA) membrané na sorpci mysiho
imunoglobulinu G. Z tohoto modelu pak byly vypocitany hodnoty termodynamickych
parametrli ¢mLr), 7 @ K4" (Tabulka 16). U viech studovanych koncentraci Ni**-IDA komplexii
byl patrny positivni kooperativni efekt vazebnych mist membrany (n > 1), ktery je
pravdépodobné zpilisobeny jiz v pfedchozich kapitolach diskutovanou ,,protein-multiple
ligand* interakci, kdy molekula proteinu interaguje s n€kolika vazebnymi misty na sorbentu
najednou. Vliv kooperativity vazebnych mist se sniZujici se koncentraci Ni**-IDA komplexd,
jak se zda, ponékud slabl, nebot’ hodnoty parametru » mirné klesaly. Hodnoty Ky v tadu 10°
odpovidaji afinit¢ pseudobiospecifickych nosi¢i. Avsak hodnoty maximalnich vazebnych
kapacit gmir) membrany pro navazani imunoglobulinu G jsou pro vSechny studované
koncentrace Ni**-IDA komplexii dosti nizké; pro jiné IMA membrany jsou tyto hodnoty

podstatné vyssi pro stejny typ modelového proteinu (IgG;) [91]. To je zfejmé disledkem
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$patné dostupnosti téch imobilizovanych Ni(II) pro interakci s proteinem, které jsou umistény
uvnitt  polymerni sit€ homogenni poly(DEGMA-co-EDMA) membrany. PouZitelnost
piipravenych chelatyjicich membran v IMA metodé je z tohoto divodu podobné jako pro
homogenni ¢&astice poly(DEGMA-co-EDMA) (kap.5.2.) omezena pouze pro sorpce
analytického mnoZstvi proteinu.

Vliv nezadoucich nespecifickych (elektrostatickych nebo hydrofébnich) interakci mezi
proteinem a pevnym membranovym nosi¢em nebyl pozorovan, nebot’ studovany protein se na

nemodifikované poly(DEGMA-co-EDMA) membrany nesorboval.

Tabulka 16. Adsorpéni parametry zjisténé z modelu Langmuirovy-Freundlichovy izotermy
pro adsorpci mysiho imunolobulinu G na Ni**-IDA komplexech imobilizovanych na plochych
listech poly(DEGMA-co-EDMA) membran pti 20°C.

Koncentrace Ni**-

IDA (mmol/g)® amiir) (/)" n Ky (pmol 1)
1,35 139433 1,90+0,22 2,9740,16
1,09 125428 1,85+0,40 5,75£0,36
0,44 122436 1,68+0,40 7,58+0,55

*hodnoty pievzaty z Tabulky 15
PyztaZeno na g zbotnalé membrany
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5.4.5. Souhrn vysledkiu kapitoly 5.4.

Ploché listy zesitované hydrofilni polymemni membrany poly(DEGMA-co-EDMA)
ptipravené radikalovou kopolymerizaci 2-(2-hydroxyethoxy)ethyl-methakrylatu (DEGMA) a
ethylen-dimethakrylatu (EDMA) vykazuji po modifikaci chelatujici skupinou (kyselinou
iminodioctovou) vysokou kapacitu pro sorpci kovovych ionti (Ni**, Cu®*, Fe’*). Lze je proto
potencialné vyuzit pro odstrafiovani toxickych kovovych iontl z odpadnich vodnych roztokd.

Pii studiu sorpce modelového proteinu (mysiho sérového imunoglobulinu G) na
imobilizované Ni(II)-IDA komplexy SarzZovitymi experimenty bylo pozorovano chovani, které
bylo mozZné popsat tfiparametrovou Langmuirovou-Freundlichovou izothermou. Maximalni
vazebné kapacity sorbovaného proteinu vsak byly nizké.

Vysledky této kapitoly jsou ptedlozeny k publikovani.
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6. ZAVER

Tato disertaéni prace se zabyva moznostmi vyuZiti syntetickych polymert pro pfipravu
chelatotvornych sorbentd a po vytvofeni komplexid s kovovymi ionty jejich pouZitim
v ligandové vyménné chromatografii, zejména v jeji specifické soucasti, chromatografii na
imobilizovanych kovovych iontech (IMAC), pro studium afinity k imunoglobuliniim,
ptipadné jejich izolaci ze smési. Zvlastni diiraz je kladen na posouzeni vlivu struktury téchto
polymeri na fyzikalné-chemické a biochemické vlastnosti vyslednych sorbent.

Pouzivany byly polymery zaloZené na esterech kyseliny methakrylové tvaru sférickych
Castic s pruméry pohybujicimi se vrozmezi jednotek az stovek mikrometri, jeZz byly
pfipravovany suspenzni radikalovou polymerizaci ve vodném disperznim prostfedi. Z diivodu
nasledného vyuziti pro biochemické aplikace bylo vzdy snahou ziskat polymer s co nejvyssi
hydrofilitou, ktera byla zaji§t'ovana piitomnosti hydrofilniho monomeru. Byly pfipravovany
Castice s pokud mozno porézni strukturou v ramci vytvoreni dostate¢né kapacity pro navazani
cilové latky. Dalsim poZadavkem castic byl co nejvyssi objem zadrZené vody a vodnych
roztokl pro zajiSténi moZnosti styku s interaktivni latkou v ligandové vyméné za soucasné
malé zmény jejich objemu pro zachovani vhodnych hydrodynamickych parametrii
v chromatografické koloné. Polymer dale musel obsahovat funkéni skupiny, které bylo mozné
vyuzit pro kovalentni pfipojeni chelatujicich skupin.

K navazani pouzivanych chelatujicich skupin (kyselin  iminodioctové a
ethylendiamintrioctové, N-(2-pyridylmethyl)glycinu a chinolin-8-olu) slouZicich k imobilizaci
kovového iontu bylo vyuzZivano polymernich hydroxylovych nebo oxiranovych skupin.
Transformace hydroxyskupin zahrovaly jejich tosylaci, oxidaci, acylaci ¢i pfipravu urethanti
reakci s izokyanaty nasledované dal$imi modifikacnimi kroky bé€Znymi v organické syntéze.
K polymeru obsahujicimu oxiranové skupiny byly chelatujici skupiny navazany piimo
substituéni reakci vedouci k otevieni tficlenného cyklu. Zména koncentrace navéazanych
chelatujicich skupin byla dosazena pouZitim rozpoustédla dobie botnajiciho polymerni sit’ ¢i
zvySenim nukleofility reagentu.

Studovany byly sesitované ¢astice 2-(2-hydroxyethoxy)ethyl-methakrylatu, 2,3-
epoxypropyl-methakrylatu, ptipadné 2-hydroxypropyl-methakrylatu sesitované ethylen-
dimethakrylatem.
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V piipadé sitovanych 2-(2-hydroxyethoxy)ethyl-methakrylatovych ¢&astic (11-60 pm
v priméru), kdy byla kulovita forma zachovana pouze pro homogenni polymemi strukturu,
byla umoznéna pfiprava sorbentli s pfiznivymi kinetickymi vlastnostmi vhodnymi k do€iténi
bilkovin typu IgG; v analytickém méfitku.

Piidavkem tfettho monomeru, 2,3-epoxypropyl-methakrylatu (glycidylmethakrylatu),
k polymeracni smési bylo jiZ mozné pfipravit sérii sférickych ¢astic (s primeéry cca 100-350
pm) liSicich se porézni strukturou, na které bylo mozné zavést rizné koncentrace
imobilizovanych kovovych komplexid. Rozboru vnitinich struktur téchto ¢astic byla vénovana
znacna pozornost. Stejné tak byl vliv porézni struktury polymerniho nosi¢e v IMAC studovén
téZ pro sesitované castice glycidyl-methakrylatu s 2-hydroxypropyl-methakrylatem.
Proporcionalni zvySeni obsahu makropérd s priméry nad 100 nm mélo vzdy positivni vliv
v ligandové vymeéné v koordina¢ni sféte kovu na mnozstvi reversibiln€ navazané cilové latky.
Velikost porti méla téZ vliv na silu interakce mezi sorbentem a reversibiln€ navazanym
proteinem pravdépodobné v disledku mensiho uplatnéni multiligandové interakce uvnitf
velkych poérd. Obsah meso- a mikro- p6ri polymerniho nosice, celkova hodnota jeho
specifického povrchu a celkova koncentrace imobilizovanych kovovych komplexii mély
v porovnani s proporcionalnim obsahem makropéri mnohem men$i vliv na mnoZstvi
navazané cilové latky, at’ jiz se jednalo o modelové studie ¢i izolaci cilového imunoglobulinu
z proteinové smeési.

Sesitovany 2-(2-hydroxyethoxy)ethyl-methakrylat s nizkym stupném sesiténi (0,5 %) byl
piipraven téZ ve formé plochych listi homogennich membran. Diky schopnosti tohoto
hydrogelu zadrzovat velké mnozstvi polarniho rozpoustédla byla zajisténa moZnost vysokého
stupné pfemény polymernich hydroxyskupin v chelatujici skupiny (kyseliny iminodioctové),
¢imz byl ziskan sorbent s vysokou kapacitou pro imobilizaci kovovych iontl (o fad vyssi nez
pro jeho casticovy protéjsek), ktera byla srovnatelna s kapacitou sorbentli pouZivanych pro
odstranovani kovovych iontd z odpadnich vodnych roztoki. Tento sorbent v§ak nebyl vhodny
pro pouziti v ligandové vyméné modelového imunoglobulinu.

Konstrukce idealniho sorbentu pro ligandové vyménnou chromatografii, potazmo pro
uspé$nou izolaci cilového proteinu ze smési, vyzaduje feSeni jesté¢ dalSich otazek.
Presentované vysledky v8ak mohou poslouzit k lepsi orientaci v nepieberném mnozZstvi

moznosti pro pfipravu takovych sorbentd.
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