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Seznam zkratek a symboli

ACN acetonitril

BSA hovézi sérovy albumin

Da Dalton (jednotka molekulové hmotnosti)
GPC gelové permeaéni chromatografie

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
k retenéni faktor

Ky rozdélovaci konstanta

MeOH methanol

M molekulova hmotnost

SEC vylu€ovaci chromatografie

m mrtvy retenéni ¢as (min)

IR retenéni ¢as analytu (min)

uv ultrafialova oblast elektromagnetického zafeni
Vi objem eluentu v pérech gelu (ml)

'm mrtvy objem kolony (ml)

VR reten¢ni objem analytu (ml)



1. Uvod

Chromatografie byla objevena v devadesatych letech 19. stoleti. I pfes velky uspéch
byla zapomenuta a ,,znovu objevena“ v prvni poloviné 20. stoleti. Poté nasledoval jeji
rychly vyvoj s rozvojem chemického primyslu po druhé svétové valce.

Chromatografické metody umoziiuji jak déleni velmi slozitych smési latek, tak i
identifikaci a kvantitativni analyzu jednotlivych latek. Pouzivaji se také k izolaci latek ve
velmi Cistém stavu, k analytické kontrole Cistoty barviv, 1€¢iv, rozpoustédel, k precisténi
chemikalii apod. [1,2].

Chromatografické metody jsou zalozeny na postupném ustavovani rovnovéhy
délenych latek mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Nepohybliva, tj. stacionarni faze je
tvofena materialem, ktery je umistén v chromatografické koloné. Pohyblivou mobilni fazi
ptedstavuje elu¢ni ¢inidlo, tj. kapalina nebo plyn, kterymi jsou jednotlivé slozky z kolony
vymyvany. Délené latky jsou rizné zadrzovany na stacionarni fazi a jsou ruznou rychlosti
unaseny ve sméru toku pohyblivé faze . Tim dochézi k rozdéleni smési latek.

Chromatografické metody jsou rozdéleny podle fyzikdlniho principu na
chromatografii adsorpéni, afinitni, iontoméni¢ovou, gelovou a rozdélovaci nebo podle
zpusobu provedeni na chromatografii na papife, na tenké vrstvé a chromatografii
sloupcovou nebo-li kolonovou. Vétsina chromatografickych analyz se uskuteniuje
v kolonovém uspotadani rozdélovaci vysokouéinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)
s vyuzitim systému reverznich stacionarnich fazi [1,2,3,4] .

Cilem této bakalafské prace bylo vyuZiti vyluCovaci chromatografie k urceni
molekulové hmotnosti M neznamé latky. K tomuto ucelu byla pouzita vylu¢ovaci kolona
Hema-Bio 40, u které byla posuzovana jeji vyuZzitelnost pro ur€ovani M neznamé latky
metodou vylucovaci chromatografie. Kolona byla kalibrovana na latky o znamé M,
kterymi byly vybrané proteinové standardy. Jejich zméfené retenéni Casy byly poté
srovnavany s retenénimi ¢asy neznamych latek, ziskanymi za stejnych experimentalnich

podminek, jako probihala kalibrace vylu¢ovaci kolony.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1. Vylucovaci chromatografie

Vyluéovaci chromatografie (size exclusion chromatography = SEC) je také
ozna¢ovana jako gelova permeaéni chromatografie (GPC) nebo gelova filtrace. Je typem
kolonové kapalinové chromatografie, pfi které se latky pfitomné ve vzorku déli ptedevsim
podle velikosti svych molekul. Ridicim d&licim mechanismem pfi vylu€ovaci
chromatografii je stericka exkluze, také se mohou uplatiiovat difuze a adsorpce, které
ovéem mohou ovliviiovat eluéni potfadi analyti [2,5,6]. Délené latky prochazi gelem
(molekularnim sitem) o rizné velikosti poru, které tvofi staciondrni fazi. Molekuly vétsi
nez pory gelu nemohou do poért pronikat a prochazeji kolonou stejnou rychlosti jako
mobilni faze nebo-li eluéni roztok. Objevi se tedy v eludtu ihned po vyteceni intersticialni
kapaliny z kolony. Dochazi ktzv. exkluzi vétSich molekul. Naopak malé molekuly
pronikaji do pori gelu, ve kterych eluéni roztok neprotéké a neunasi je. Pokud se molekuly
dostanou difuzi ven z Castice gelu, pak je proud elu¢niho roztoku odnese k dalsi gelové
Castici, do niz opét proniknou. Latky eluuji podle zmens$ujicich se rozmérit molekul, podle
klesajici molekulové hmotnosti. Velké molekuly prochazeji kolonou rychleji a malé
molekuly tedy pomaleji

Gelova chromatografie se vyuZziva pro skupinovou separaci latek, napf. pro odsoleni
bilkovin, peptidd, polysacharidd, tedy pro oddéleni vysokomolekularnich latek od
nizkomolekularniho zneci§téni. Dale se pouziva pro frakcionaci a izolaci jednotlivych
slozek o nepfili§ odlisné molekulové hmotnosti z jejich smési a v neposledni fadé¢ 1ze SEC
vyuzit k uréeni molekulové hmotnosti neznamé latky [2,4]. Hlavni aplika¢ni vyuziti gelové
chromatografii je pfedev§im v biochemii a v oblasti pfipravy a dal$iho studia syntetickych

polymert, syntetickych vysokomolekularnich latek.

2.2, Stacionarni faze ve vylucovaci chromatografii

Pro vyluCovaci nebo-li gelovou chromatografii se nejCastéji jako stacionarni faze

pouzivaji gely dvojiho typu — xerogely a aerogely [2,5,6,7]. Xerogely jsou tvofeny



makromolekulami s péry uréité velikosti. V pouZitém rozpoustédle tyto gely bobtnaji na
objem, ktery je mnohonasobné vétsi nez pivodni. Xerogely tvofi dvé hlavni skupiny:

- hydrofilni gely, jako napf. dextranovy gel, rdzné agarosové gely,
glykolmethakrylatové a polyakrylamidové gely, které se hodi pro déleni ve
vodé€ rozpustnych latek

- hydrofobni gely pro déleni ve vodé nerozpustnych latek, vhodné pro préci
v prostiedi organickych rozpoustédel, napi. styren-divinylbenzenové gely,
zesiténé akrylatové gely a polyvinylacetatové gely.

Aerogely jsou tvofeny matrici s pevnou inertni strukturou, jeZ obsahuje pdry ur€ité
velikosti, které jsou v suchém stavu naplnéné vzduchem. Pfi naplnéni kolony nedochazi
k objemovym zménam, rozpoustédlo vytésni vzduch z péra gelu, pfi¢emz vlastni matrice
nebobtnd. Piedstavitelem tohoto typu gelu jsou rizné modifikované silikagely ¢i porézni
skla.

Rada dalsich velmi ¢asto pouzivanych gelt maji vlastnosti obou zakladnich typi, a to
jak xerogelu, tak i aerogelu. Jsou nazyvany hybridnimi gely nebo také nehomogennimi
gely. Prikladem je Styragel nebo ¢eskoslovensky vyrobek Spheron [6].

Gel, ktery je vhodny jako stacionarni faze v SEC, by mél mit nasledujici vlastnosti
[2,8]:

- inertni matrici gelu pro délené slozky i pro elu¢ni roztoky

- chemickou stabilitu gelu po dlouhou dobu, pfi rizném pH a rizné teploté

- mechanickou stabilitu gelu, aby nedochédzelo k jeho deformaci pfi vyS§im
tlaku mobilni faze

- velikost gelovych ¢astic nesmi byt pfili§ mala (rozdéleni je pfesnéjsi, ale
pomalé), ani pfili§ velka (rozdéleni je rychlejsi, ale mize byt neptesné).

V dne$ni dobé je vétSina aplikaci gelové chromatografie realizovana v uspofadéani
vysokou¢inné kapalinové chromatografie, coz klade zvySené naroky na vlastnosti
stacionarni faze. Prvni G¢innou stacionarni fazi pro vysokouéinnou SEC byl silikagel, ale
nestabilita pfi vysokém nebo naopak nizkém pH a tepelna labilita brzdily jeho dalsi
chromatografické vyuziti. Proto se zkoumaly jiné materialy, které by slouzily jako lepsi
vylu€ovaci stacionarni faze pro HPLC. Zadala se zkoumat mozZnost vyuZiti organickych
polymert jako stacionarni faze pro SEC. Asi pted tficeti lety byl uveden hydroxyethyl

methakrylatovy sorbent patfici mezi vhodné organické polymery pro kapalinovou



vylu¢ovaci chromatografii proteini. V roce 1973 byl popsan sféricky porézni kopolymer
HEMA slozeny z 2-hydroxyethyl methakrylatu a ethylen dimethakrylatu. Osvéd¢il se jako
vhodné stacionarni faze pro vylufovaci chromatografii s odolnosti tlaku do 20 MPa,

Sirokym rozsahem pH a snasenlivosti s vét§inou organickych rozpoustédel [9,10].

2.3. Chromatograficka data a kalibrace kolony

Po nastfiku vzorku do chromatografické kolony je mobilni fazi unasen tzv. eluéni pas
(smésna zdéna) a na stacionarni fazi dochazi k rozdéleni vzorku na jednotlivé slozky. Pfi
vystupu jednotlivych slozek zkolony indikuje detektor jejich pfitomnost v eluitu a
zaznamenava graficky elu¢ni pik. Poloha piku v chromatogramu udava dobu, kterou
separovana slozka setrva v koloné, tj. eluéni nebo-li retenni ¢as a je kvalitativnim
prikazem pfitomnosti dané slozky. Plocha nebo vyska piku udavd mnoZzstvi slozky
obsazené v separované smési [1,11].

Déleni latek probiha pfi SEC na jemnozrnném pdrovitém materidlu, nejéastéji
zesitovaném organickém kopolymeru (gelu), ktery je zbobtnaly v eluentu, v pérech tedy
obsahuje molekuly eluentu. Gel ma takovou strukturu, Ze pro nejvétsi molekuly nejsou
jeho péry vibec pfistupné a tyto molekuly prochazeji v prostoru mezi Casticemi gelu.
Eluéni objem, tedy mnozstvi elu¢niho rozpoustédla nutné k eluci té€chto molekul, se potom
rovna objemu eluentu v prostorech mezi zrny gelu, tj. mrtvému objemu kolony Vy. Pro
dostate¢né malé molekuly jsou prostory v pérech gelu pfistupné a tyto molekuly jsou
vymyvany objemem, ktery odpovida celkovému objemu eluentu v koloné, tj. mrtvému
objemu kolony Vy a objemu eluentu v pérech gelu V; [5,6,12].

Pro retenéni (eluéni) objem dané latky Vg plati, ze

VR=Vm+Kq Vi (1)

kde K4 je rozdélovaci konstanta vyjadfujici distribuci latky mezi mobilni a stacionarni fazi

[6].
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Pro rozdé€lovaci konstantu mizeme psat:

Kj=—2R=Vm_ )
Vi

Pokud jsou molekuly tak velké, Ze jsou pro né pdéry zrn gelu nepfistupné, pak
rozdélovaci konstanta je nulova a elu¢ni objem téchto molekul je roven mrtvému objemu
kolony, jak plyne z rovnice 1. VSechny molekuly s nulovou hodnotou distribu¢ni konstanty
se vyskytuji v oblasti, ktera se oznacuje jako oblast totalni exkluze a nelze je tedy v daném
chromatografickém systému rozdé¢lit. Velikost relativné nejmen$ich molekul s nulovou
hodnotou Ky se oznacuje jako horni vyluCovaci limit gelu. Velikost relativné nejvétsich
molekul s hodnotou K4 =1 se oznacuje jako spodni vylu€ovaci limit gelu. Latky s velikosti
molekul mensi nez je spodni vylu€ovaci limit gelu nelze tudiz v daném chromatografickém
systému také rozdélit. Spousta geld ma urc¢ité mnozstvi mikroskopickych port, které jsou
pfistupné i velmi malym molekuldm, a proto neni vétSinou spodni vylucovaci limit gelu
definovan. U téchto geld se potom udava pouze vylu€ovaci limit (horni vylucovaci limit)
urcujici velikost molekul, které jiz nebudou pronikat do poértt gelu a nebudou tedy
separovany na vyluc¢ovaci koloné [1,6,11,13].

Metoda kalibrace kolony ve vyluovaci chromatografii se provadi pomoci latek
(standardi) o znamych molekulovych hmotnostech M [14]. Jsou zaznamenavény jejich
retenéni Casy (retenéni faktory), které jsou bud’ pfimo srovnavany s retenénimi asy fg
(reten¢nimi faktory k) separovanych vzorku a tak je uréena molekulova hmotnost nebo je

molekulova hmotnost neznamych vzorkl ur¢ena metodou kalibra¢ni kiivky.

2.4. Proteiny pouzité pro kalibraci kolony

V této bakalarské praci byly jako standardy pro kalibraci kolony pouzity bilkoviny
myoglobin, a-laktalbumin, ovalbumin, f-laktoglobulin, hovézi sérovy albumin (BSA) a
cytochrom c.

Pro kalibraci vyluCovaci kolony, tzn. pro zji§téni vztahu mezi retenénim ¢asem

(eluénim objemem) a molekulovou hmotnosti analytu, se pouZzivaji vétSinou vybrané
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proteiny o znamé molekulové hmotnosti. U téchto proteinovych standardi se zjisti
pramérné hodnoty retenénich ¢asi, které se poté vynesou do kalibraéniho grafu ve formeé
tr vs. log M. Takto okalibrovanou kolonu lze nasledné vyuzit pro zjisténi molekulové
hmotnosti neznamé latky s vyuZzitim zkonstruovaného kalibraéniho grafu a zméfené

retence neznamé latky.

Myoglobin je hemovy protein o molekulové hmotnosti 17 600 Da a je lokalizovan
v cytoplazmé. Je to kyslik vazajici protein pfi¢né prahovenélityrsvatstva b1 5]. Obsahuje 153
aminokyselinovych zbytkua [16].

a-laktalbumin je maly, globularni protein nachézejici se v mléku, tzv. syrovatkovy
protein. Je to metaloprotein o molekulové hmotnosti 14 200 Da. Obsahuje nékolik
kovovych iontll v€etné vapniku, ktery hraje roli v regeneraci pfirozeného a-laktalbuminu

z redukované, denaturované formy. Je jednim z hlavnich mlé¢nych alergent [16,17].

Ovalbumin je hlavni protein vajeéného bilku, zaroven je také jeho hlavnim
alergenem, obsahujici 385 aminokyselinovych zbytku. Je to fosforylovany glykoprotein o

molekulové hmotnosti 44 300 Da[16].

F-laktoglobulin  je syrovatkovy protein obsaZeny v mléku, tvofeny 162
aminokyselinovymi zbytky o molekulové hmotnosti 18 400 Da. Stejné jako a-laktalbumin

patfi mezi hlavni alergeny mléka [16,17].

Molekulova hmotnost hovéziho sérového albuminu je 66 400 Da. BSA je tvofen
Jjednoduchym polypeptidovym fetézcem obsahujicim asi 583 aminokyselinovych zbytk.

Casto je pouzivan jako standard pfi analyzach proteind [16].
Cytochrom ¢ o molekulové hmotnosti 12 300 Da obsahuje 104 aminokyselinovych

zbytkli. Je soucasti mitochondridlniho elektronového transportniho Fetézce, pfenasi

elektrony mezi dvéma enzymatickymi systémy [16].
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3. Experimentalni cast

3.1. Pouzité chemikalie
V této bakalaiské praci byly pouZity nasledujici chemikalie o uvedené €istoté:

- acetonitril (ACN); &istota pro HPLC, Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
- methanol; ¢istota pro HPLC, Sigma Aldrich

- dihydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrat; p.a., Penta (Chrudim, CR)

- hydrogenfosfore¢nan disodny, dodekahydrat; p.a., Penta (Chrudim, CR)

- deionizovana voda, pfipravena systémem Milli Pore, (Mosheim, Francie)

- trihydrogenfosforeéna kyselina (H3;POy); ¢istota pro HPLC, Sigma Aldrich
- hydroxid sodny (NaOH), ¢istota > 98%, Sigma Aldrich

- Analyty:
- cytochrom c, ¢istota > 95%, Sigma Aldrich
- a-laktalbumin, ¢istota > 95%, Sigma Aldrich
- myoglobin, ¢istota > 95%, Sigma Aldrich
- B-laktoglobulin, ¢istota > 90%, Sigma Aldrich
- ovalbumin, ¢istota > 98%, Sigma Aldrich
- BSA, ¢istota > 98%, Sigma Aldrich
- pepsin, Cistota > 98%, Sigma Aldrich

3.2. Pristroje a pomucky

K méfeni byl pouzivan kapalinovy chromatogr}[?nicam skladajici se ze dvou ¢&asti,
a to vysokotlaké pumpy LC-XPD pump a UV spektrofotometrického detektoru LC-UV
detector, oboji od firmy Pye Unicam (Cambridge, Velka Britanie).

Pro déavkovani vzorkii bylo pouzito davkovaciho ventilu Rheodyne (Cotati,
Kalifornia, USA) model 7725i s vnéj$i davkovaci smyc¢kou o objemu 10 pl.

Vzorky na kolonu byly davkovany pomoci injekéni stfikacky Hamilton (Reno,

Nevada, USA) o celkovém objemu 10 pl a 25 pl.
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Ultrazvukova lazen Ultrasonic LC 30M (Singen, Némecko) slouzila k odplynéni
mobilni faze.

K méfteni pH pii pfipravé pufri byl pouzivan pH-metr firmy Jenway, model 3510
(Dunmow Essex, Anglie).

Pro navéazeni chemikalii slouZzily analytické vahy APX-100 od firmy Denver
Instrument (Go6ttingen, Némecko).

K vlastni separaci byla pouzita kolona Hema-Bio 40 od firmy Tessek Ltd. (Praha,
Ceska republika) srozméry 8 x 250 mm, naplnéna hydroxyethylmethakrylatovym
sorbentem o velikosti ¢astic 10 um. Vylu¢ovaci limit této kolony je 40-80 kDa.

Ke sbéru a vyhodnoceni dat byl pouzit po¢itatovy program Chromatography Station
CSW32 od firmy Data Apex (Praha, Ceska republika) a pro grafickou prezentaci
naméfenych dat byl pouzit program Microcal Origin (OriginLab, Northampton,
Massachusetts, USA).

3.3. Priprava vzorki, mobilnich fazi a podminky méreni

Ptiprava vzorki
Roztoky wvzorkd proteinovych standardi byly pfipraveny navazenim 1 mg
ptislusného proteinu a jeho rozpusténim v 1 ml deionizované vody. Roztoky vzorka byly

skladovany v mrazaku pfi teploté -18 °C.

Ptiprava mobilnich fazi

Na pripravu hydrogenfosfore¢nanového pufru a dihydrogenfosfore¢nanového pufru
bylo odvazeno pfislusné mnozstvi chemikalie, které bylo rozpusténo v odmérné barice
v deionizované vodé a bezprostfedné ptred doplnénim po rysku bylo pH pufru upraveno
85% kyselinou trihydrogenfosfore¢nou nebo 1 M hydroxidem sodnym na pozadovanou
hodnotu. Roztok byl poté doplnén v odmérné baiice deionizovanou vodou po rysku. Pufry
byly skladovany v lednici pfi teploté 5 °C.

Mobilni faze pro méfeni ve vyluCovaci chromatografii byly pfipraveny smichanim

odméfeného mnozstvi ACN nebo MeOH s pfislu$nym pufrem o uréité koncentraci a pH.

14



Podminky méfeni

Pfi studiu reten¢niho chovani analyti byly pouzity nasledujici mobilni faze: vodny
roztok hydrogenfosfore€nanového pufru o pH 7, smés ACN a vodného roztoku
hydrogenfosfore€nanového pufru o pH 7 a 10, smé& ACN a vodného roztoku
dihydrogenfosfore¢nanového pufru o pH 2 a 5, smés MeOH a vodného roztoku
hydrogenfosfore¢nanového pufru o pH 7. Obsah organické slozky v mobilni fazi byl
ménén v rozsahu 5 az 20 objemovych procent ACN / MeOH a také koncentrace pufru
v mobilni fazi byla ménéna. Cilem optimalizace slozeni mobilni faze bylo dosahnout
reprodukovatelné retenéni casy jednotlivych proteinovych standard, které umozni
sestrojeni kalibracni kfivky vyuzZitelné pro uréeni molekulové hmotnosti neznamé
slouceniny .

Jednotlivé analyzy probihaly pfi laboratorni teploté, pii pratoku mobilni faze 0,5 ml /
min a detekéni vinové délce 215 nm. Detekéni vinova délka i pritok mobilni faze byly

zvoleny na zaklad¢ udaji v ¢lanku z J. Chromatogr. A, viz [18].
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4. Vysledky a diskuse

Vramci této bakalafské prace byly nejdiive hledany vhodné experimentalni
podminky, které by umoznily dostate¢né rozdéleni smési Sesti proteinovych standardid o
znamé molekulové hmotnosti, jejich eluci z kolony podle klesajici molekulové hmotnosti
a nasledné ur¢eni molekulové hmotnosti u dvou neznamych proteini na zakladé¢ kalibrace
vylucovaci kolony Hema-Bio 40 pomoci zvolenych proteinovych standardu.

Pfi kalibraci vylu€ovaci kolony Hema-Bio 40 byly postupné proméfovany reten¢ni
charakteristiky jednotlivych proteinovych standardl v optimalizované mobilni fazi.

Prvotnim zdrojem informaci o sloZeni mobilni faze vhodné pro kolonu Hema-Bio 40
byl ¢lanek z J. Chromatogr. A - Comparison of high-performance liquid chromatography
and capillary electrophoresis for the determination of some bee venom components [18].
Na zéakladé¢ udaja z tohoto ¢lanku byl zvolen jako organicky modifikator acetonitril.

Pfi optimalizaci sloZzeni mobilni faze byl sledovan vliv typu a obsahu organického
modifikatoru a také pH a koncentrace vodné slozky mobilni faze na retenéni chovani

proteinovych standardi.

Pii sledovani vlivu obsahu organického modifikdtoru na retenéni chovani
proteinovych standardid byly pouzity téi mobilni faze:
- smés 5 % obj. ACN a 95 % obj. 100 mM hydrogenfosfore¢nanového
pufru o pH 7,0
- smés 10 % obj. ACN a 90 % obj. 100 mM hydrogenfosfore¢nanového
pufruo pH 7,0
- smé&s 20 % obj. ACN a 80 % obj. 100 mM hydrogenfosfore¢nanového
pufru o pH 7,0

Na obr. 1 je uvedena zavislost reten¢nich ¢asi proteinovych standardd na obsahu

ACN v mobilni fazi.
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Obr. 1: Zavislost reten¢nich ¢ast proteinovych standardii na obsahu organické slozky v mobilni
fazi. Mobilni faze: smés ACN a 100 mM hydrogenfosforeénanového pufru o pH 7,0 v obj.
pomérech 5/95, 10/90 a 20/80. Pratok mobilni faze 0,5 ml / min, davkovani 10 pl, UV detekce pfi
215 nm.

Podle zméfenych reten¢nich ¢asi analytii pii rizném obsahu ACN v mobilni fazi
byla za vhodnou mobilni fazi vybrana ta o slozeni 10 % obj. ACN / 90 % obj. 100 mM
hydrogenfosfore¢nanového pufru o pH 7,0. Pfi tomto slozeni mobilni faze dochazi
k nejlepSimu rozdéleni analyti vramci studovanych téi mobilnich fazi. Eluéni potadi
standardi odpovidé potadi podle jejich klesajicich molekulovych hmotnosti. 5% obsah
ACN v mobilni fazi odpovida také spravnému eluénimu pofadi analyti, ale reten¢ni Casy
analytd nejsou tak odlisné jako u 10% obsahu ACN v mobilni fazi. Pfi 20% obsahu ACN
v mobilni fazi doslo ke koeluci f-laktoglobulinu a myoglobinu a bylo také piehozeno
eluéni pofadi a-laktalbuminu a cytochromu c, proto nebyla tato mobilni faze dale

studovana.

V dal$ich optimaliza¢nich krocich byla tedy pouziviana mobilni faze o slozeni
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10 % obj. ACN / 90 % obj. 100 mM hydrogenfosfore¢nanového pufru, u kterého bylo
ménéno pH. Byly studovany celkem étyfi mobilni faze; dvé s dihydrogenfosfore¢nanovym

pufrem o pH 2,0 a pH 5,0 a dvé s hydrogenfosfore¢nanovym pufrem o pH 7,0 a pH 10,0.

Na obr. 2 je vynesena zavislost reten¢nich ¢asti proteinovych standardi na zméné pH

fosfore¢nanového pufru v mobilni fazi.

130 T T T T T s BSA T
¢
e ovabumin
125 s laktoglobuiin i
v myoglobin
[ < ¢ laktalbumin
120 % < gytochrome .
L *
15} v < «
- L *
£ 110 a *
1S
~—" <4
14
~ 105} ¢ o -
[ ] [ ]
100 . . A
L a
95 i
| ]
9,0 1 1 | 1 |
2 4 6 8 10
pH vodné slazky

Obr. 2: Zavislost retencnich ¢ast proteinovych standard na pH fosfore¢nanového pufru v mobilni
fazi. Mobilni faze: smés 10 % obj. ACN a 90 % obj. 100 mM dihydrogenfosfore¢nanového pufru o
pH 2,0 a pH 5,0; smés 10 % obj. ACN a 90 % obj. 100 mM hydrogenfosfore¢nanového pufru o pH
7,0 a pH 10,0. Pritok mobilni faze 0,5 ml / min, davkovani 10 pl, UV detekce pfi 215 nm.

V mobilni fazi obsahujici fosfore¢nanovy pufr o pH 10,0 doslo k piehozeni elu¢niho
pofadi cytochromu ¢ a a-laktalbuminu, coz neodpovida elu¢nimu poifadi podle jejich
molekulovych hmotnosti. Tato mobilni faze nebyla dale vyuzivana, protoze dochazelo
pravdépodobné k uplatnéni nezaddoucich procesti (napt. adsorpce na stacionarni fazi), které
ve vylu€ovaci chromatografii mohou zptisobovat zaménu elué¢niho potadi analyti.

Pfi pouziti mobilni faze slozené z ACN a kyselého fosfore¢nanového pufru o pH 2,0
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nebyla pro myoglobin zaznamendna odezva detektoru ani pfi opakovanych aplikacich
Cerstvé pripraveného roztoku analytu. Pravdépodobné doslo k vyraznému prodlouZeni
retence myoglobinu pii pouziti kyselé mobilni faze, které zplsobilo rozmyti zény vzorku a
tu poté nebylo mozné detegovat nebo mohlo dojit ke zméné€ vlastnosti myoglobinu, které
zpusobily jeho nedetegovatelnost pfi 215 nm. Pouzitim tohoto pufru doslo opét k zaméné
eluéniho poradi analyti podle jejich molekulové hmotnosti, nebot’ cytochrom ¢ eluoval
pfed a-laktalbuminem.

Také v mobilni fazi obsahujici vodnou slozku o pH 5,0 do$lo k zdméné€ elu¢niho
pofadi cytochromu ¢ a a-laktalbuminu. Odezva detektoru pro myoglobin a a-laktalbumin
byla v této mobilni fazi velmi nizkd. Pro posledné¢ jmenované analyty byl ziskan
nesymetricky pik o malé vysce.

Z vyse uvedenych divodi nebyly mobilni faze s fosfore¢nanovym pufrem o pH 2,0,
5,0 a 10,0 vhodné pro dalsi optimaliza¢ni kroky. Mobilni faze o slozeni 10 % obj. ACN /
90 % obj. 100 mM hydrogenfosfore¢nanového pufru o pH 7,0 byla nejvhodnéjsi pro
naslednou préci i pies to, Ze rozdil retenénich ¢ast jednotlivych analytd nebyl ptilis velky.
Dilezité v této fazi optimalizace bylo, Ze analyty eluovaly v pofadi odpovidajicimu jejich

molekulovym hmotnostem.

Déale byly studovany mobilni faze o slozeni 10 % obj. ACN / 90 % obj.
fosfore¢nanového pufru o pH 7,0 a ménéna byla koncentrace pufru. Mobilni faze
obsahovaly fosfore¢nanovy pufr o koncentraci 10 mM, 100 mM a 200 mM.

Na obr. 3 je zndzorn€na zmeéna retencniho chovani proteinovych standardl pfi

riznych koncentracich fosfore¢nanového pufru v mobilni fazi.
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Obr. 3: Vliv koncentrace fosfore¢nanového pufru v mobilni fazi na retenéni ¢asy proteinovych
standardti. Mobilni faze: smés 10 % obj. ACN a 90 % obj. hydrogenfosfore¢nanového pufru o pH
7,0 a koncentraci 10 mM, 100 mM a 200 mM. Pritok mobilni faze 0,5 ml / min, davkovani 10 pl,
UV detekce pfi 215 nm.

Mobilni faze s fosfore¢nanovym pufrem o koncentraci 10 mM byla pro dal$i méfeni
nevhodna z divodu zamény elu¢niho pofadi myoglobinu a a-laktalbuminu. Pfi této
koncentraci byla ziskdna odezva cytochromu c ve formé€ rozmytého, nizkého piku
s Cetnymi vyb&€zky. Cytochrom c¢ se za pouzitych experimentdlnich podminek
pravdépodobné rozklada.

Fosfore¢nanovy pufr o koncentraci 200 mM jako vodna slozka mobilni faze také
nebyl pro dal$i méfeni vhodny, protoze reten¢ni ¢asy pro cytochrom ¢ a a-laktalbumin a
pro myoglobin a S-laktoglobulin byly stejné.

Za vhodnou mobilni fazi byla vybrana ta, ktera obsahovala 100 mM fosfore¢nanovy
pufr, tedy mobilni faze o slozeni 10 % obj. ACN / 90 % obj. 100 mM fosfore¢nanového
pufru o pH 7.0.
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V poslednim optimaliza¢nim kroku byl sledovan vliv druhu organického
modifikatoru (ACN nebo MeOH) ¢i jeho nepfitomnost, tedy pouziti ¢ist¢ vodné mobilni
faze, na retenéni chovani studovanych proteinovych standardi. Byly srovnavany mobilni
faze o slozeni 10 % obj. ACN /90 % obj. 100 mM fosforeénanového pufru o pH 7,0, 10 %
obj. MeOH / 90 % obj. 100 mM fosfore¢nanového pufru o pH 7,0 a 100% 100 mM
fosfore¢nanovy pufr o pH 7,0. Vysledky ziskané v tomto optimalizaénim kroku jsou

graficky znazornény na obr. 4.
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Obr.4: Vliv organického modifikatoru na retenéni chovani proteinovych standardi. Mobilni faze:
smés 10 % obj. ACN a 90 % obj. 100 mM fosforecnanového pufru o pH 7,0, smés 10 % obj.
MeOH a 90 % obj. 100 mM fosfore¢nanového pufru o pH 7,0 a 100% 100 mM fosfore¢nanovy
pufr o pH 7,0. Pritok mobilni faze 0,5 ml / min, davkovani 10 pl, UV detekce pti 215 nm.

Pouziti mobilni faze tvofené 100% 100 mM fosfore¢nanovym pufrem o pH 7,0 neni

vhodné z divodu koeluce myoglobinu a a-laktalbuminu, které—desahevaly—steyného
retenéntho-dasu. 2 bylfe. . Lot Attboun’- /W??/ﬂ g g3

Porovnanim vysledk ziskanych v mobilnich fazich o slozeni /10 % obj. ACN /90 %
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obj. 100 mM fosfore¢nanového pufru o pH 7,0 a 10 % obj. MeOH / 90 % obj. 100 mM
fosfore¢nanového pufru o pH 7,0 byla jako vhodnéj$i vybrana mobilni faze s obsahem 10
% obj. MeOH. Mobilni fazi s obsahem 10 % obj. ACN by bylo mozné také pouZzit,
zaruCuje také spravné elucni poradi proteinovych standardd, ale analyty a-laktalbumin,
myoglobin a f-laktoglobulin maji velmi podobné reten¢ni asy.

Na obr. 5 je znazornéna kalibra¢ni kfivka vyluovaci kolony Hema-Bio 40 ziskana ze
zavislosti retenéniho Casu fg proteinovych standardii na logaritmu jejich molekulové
hmotnosti v optimalizované mobilni fazi o slozeni 10 % obj. MeOH / 90 % obj. 100 mM
fosfore€nanového pufru o pH 7,0. Ziskana kalibra¢ni zévislost je ve studovaném rozsahu
molekulovych hmotnosti linedrni, koeficient determinace R? dosahuje hodnoty 0,9932.
Tato kalibra¢ni kiivka je tedy vhodna pro dalsi krok, kterym je zji§t€éni hmotnosti

neznamych vzorki na zékladé jejich reten¢niho chovani v optimalizované mobilni fazi.
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Obr. 5: Kalibrace vylu€ovaci kolony vyjadfena ve formé zavislosti retencniho €asu g proteinovych
standardd na logaritmu jejich molekulové hmotnosti. Mobilni faze: smés 10 % obj. MeOH a 90 %
obj. 100 mM fosfore¢nanového pufru o pH 7,0. Pritok mobilni faze 0,5 ml / min, davkovani 10 pl,
UV detekce pfi 215 nm.
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Na obr. 6 jsou vybrané chromatogramy proteinovych standardd pro mobilni fazi s obsahem

methanolu.
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Obr. 6: Chromatogramy proteinovych standardti. Mobilni faze: smés 10 % obj. MeOH a 90 % obj.
100 mM fosforeénanového pufru o pH 7,0. Pritok mobilni faze 0,5 ml / min, davkovani 10 pl, UV

detekce pii 215 nm.
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V optimalizované mobilni fazi byly na koloné Hema-Bio 40 proméfeny dva nezndmé
vzorky, vzorek 1 a vzorek 2, za ucelem ur€eni jejich molekulové hmotnosti. Vzorek 1 byl
nahodné vybrany jeden z proteinovych standardi, se kterymi byla provadéna kalibrace
kolony a vzorek 2 byl neznamy protein o neznamé molekulové hmotnosti, ovSem lezici
v rozsahu molekulovych hmotnosti kalibraéni kfivky. Pro nezndmy byl
v optimalizované mobilni fazi (10 % obj. MeOH a 90 % obj. 100 mM fosfore¢nanového
pufru o pH 7,0) naméfen retenéni ¢as 11,9 min. Po dosazeni do rovnice kalibraéniho grafu
pro vylu¢ovaci kolonu Hema-Bio 40 tento reten¢ni ¢as odpovidd molekulové hmotnosti

13 224 Da.\Pro neznamy bzorek 2 layl za optimalizovanych experimentalnich podminek

zjistén retencni ¢as 12,4 min, ktery odpovida molekulové hmotnosti 8 313 Da. Na zékladé¢ d

téchto vysledki vykazuje neznamy vzorek 1 molekulovou hmotnost blizkou

a-laktalbuminu a vzorek 2 lezi mimo rozsah molekulovych hmotnosti kalibra¢niho grafu.

|

Pro zvyseni spolehlivosti identifikace neznamych vzorkd bylo zvoleno srovnani relativni
retence neznamych vzorkll s proteinovymi standardy. Toto srovnani by mélo
minimalizovat zmény retenénich ¢asti zptisobené napfiklad zménou laboratorni teploty ¢i
nekonstantnosti pritoku mobilni faze kolonou. K uréeni relativni retence byl vybran jako
srovnavaci protein BSA, ktery za vSech experimentalnich podminek eluoval z kolony jako
prvni a nebyla u né& tedy zaznamenana zaména elu¢niho pofadi vzhledem k jeho
molekulové hmotnosti. Jeho molekulova hmotnost spada do oblasti vylu¢ovaciho limitu
pouzité stacionarni faze, ktera je vyrobcem udavana mezi 40 az 80 kDa.

V optimalizované mobilni fazi (10 % obj. MeOH a 90 % obj. 100 mM
fosfore¢nanového pufru o pH 7,0) byl kromé retenéniho ¢asu vzorku 1 a vzorku 2 zjistén
také retencni €as srovnavaciho proteinu BSA a to 10,4 min. Relativni retence byla

vypoc¢tena podle nasledujiciho vztahu:

IR - [R(BSA)

3)

relativni retence =
Ir(BSA)
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Tabulka 1: Vypocitané hodnoty relativni retence proteinovych standardii a neznamych

vzorki
analyt Relativni retence
ovalbumin 0,060
[-laktoglobulin 0,140
myoglobin 0,150
a-laktalbumin 0,170
cytochrom c 0,190
vzorek 1 0,150
vzorek 2 0,192

Vzorek 1 byl srovnanim relativnich retenci s proteinovymi standardy identifikovan
jako protein myoglobin o molekulové hmotnosti 17 600 Da. Uréeni molekulové hmotnosti
vzorku 2 nebylo mozné. Naméfeny retencni Cas byl vys$i nez rozsah retencnich Casti
standardi a tedy ani relativni retence vzorku 2 nezapadala do rozsahu ziskaného pfi
kalibraci vylucovaci kolony. Podle zjisténého retencniho ¢asu by hmotnost vzorku 2
odpovidala hodnoté 12 460 Da (je velice blizka hodnoté pro cytochrom c), coz je 36 %
skuteéné molekulové hmotnosti neznamého proteinu. Jednalo se totiz o pepsin
s molekulovou hmotnosti 35 000 Da. Zpomaleni prichodu vzorku 2 kolonou Hema-Bio 40
bylo zfejmé zplisobeno uplatnénim nespecifickych interakci proteinu s pouzitou

stacionarni fazi.

25



5. Zavér

V této bakalaiské praci byla vyuzita metoda vylu¢ovaci vysokou¢inné kapalinové
chromatografie na koloné Hema-Bio 40, naplnéné hydroxyethyl methakrylatovym gelem
jako stacionarni fazi, pro ureni molekulové hmotnosti dvou nezndmych proteini.
Nasledné byla provedena identifikace téchto dvou proteint na zakladé zjiSténé molekulové
hmotnosti.

Pro kalibraci vylu¢ovaci kolony byla zvolena sada proteinovych standardi
s rozsahem molekulovych hmotnosti mezi 12 300 Da a 66 400 Da. Nejdiive byla
provedena optimalizace sloZeni mobilni faze s ohledem na typ a mnoZstvi organického
modifikatoru a obsah, koncentraci a pH vodné slozky mobilni faze, kterd byla tvofena
fosforeénanovym pufrem. Cilem optimalizace sloZeni mobilni faze bylo dosahnout co
nejvét§iho rozdilu v retenénich casech jednotlivych kalibra¢nich standardi a také
dostate¢nou opakovatelnost vysledkil analyz. Tyto podminky spliiovala mobilni faze
sloZzena z 10 % obj. MeOH a 90 % obj. 100 mM fosfore¢nanového pufru o pH 7,0. V této
optimalizované mobilni fazi byla provedena kalibrace vylu¢ovaci kolony. Byla sestrojena
kalibraéni k¥ivka jako zavislost retenéniho ¢asu standardti na dekadickém logaritmu jejich
molekulové hmotnosti, ktera méla linearni pribéh s koeficientem determinace 0,9932.
V téze mobilni fazi byly zjistény retencni €asy dvou neznadmych vzorkd. Pro zvySeni
spolehlivosti identifikace neznamych proteini byla porovnavana jejich relativni retence
s relativni retenci standardd. Na zakladé¢ zjisténych reten¢nich charakteristik byl vzorek 1
identifikovan jako protein myoglobin o molekulové hmotnosti 17 600 Da. Retenéni ¢as
vzorku 2 byl velice blizky hodnoté pro cytochrom c. Byl ovSem vys§i neZz rozsah
retencnich Cast standardl, proto nelze spolehlivé urit molekulovou hmotnost tohoto
vzorku. Extrapolaci kalibraéniho grafu byla uréena hmotnost vzorku 2 o hodnoté
12 460 Da, coz je 36 % skute¢né molekulové hmotnosti proteinu, ktery predstavoval
vzorek 2. Jednalo se totiz o protein pepsin s molekulovou hmotnosti 35 000 Da. Zna¢na
nepresnost pii uréeni molekulové hmotnost vzorku 2 pti pouziti kolony Hema-Bio 40 byla

zfejmé zpuisobena uplatnénim nespecifickych interakci proteinu s pouZitou stacionarni fazi.
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