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1. ⁄vod

BÏhem poslednÌch dvaceti let doölo k neb˝valÈmu rozvoji
molekul·rnÌ biologie a biochemie. Tato expanze byla umoûnÏ-
na p¯edevöÌm rozvojem technologie rekombinantnÌ DNA, meto-
dy hybridom˘ a bunÏËn˝ch kultur a v neposlednÌ ¯adÏ rozvojem
metod a technik pro separaci a purifikaci biomakromolekul.

Jednou z tÏchto metod je rovnÏû kovalentnÌ chromatogra-
fie. ZatÌmco vÏtöina chromatografick˝ch metod pouûÌvan˝ch
pro separaci bÌlkovin a jin˝ch biomakromolekul je zaloûena
na nekovalentnÌ interakci mezi p¯Ìsluönou biomakromoleku-
lou a chromatografick˝m sorbentem, kovalentnÌ chromatogra-
fie, jak jiû vypl˝v· z n·zvu, naopak vyuûÌv· tvorby kovalentnÌ
vazby mezi danou biomakromolekulou a sorbentem. Tato vazba
p¯itom musÌ b˝t dostateËnÏ stabilnÌ a souËasnÏ reverzibilnÌ,
p¯iËemû podmÌnky pro jejÌ rozruöenÌ musÌ b˝t natolik mÌrnÈ,
aby nedoölo k denaturaci separovanÈ biomakromolekuly.

Potenci·lnÌm mÌstem pro kovalentnÌ vazbu u bÌlkovin jsou
r˘znÈ skupiny aminokyselinov˝ch zbytk˘ polypeptidickÈho
¯etÏzce. NH2 a COOH skupiny jsou vyuûÌv·ny p¯edevöÌm
k ireverzibilnÌ imobilizaci bÌlkovin, coû determinuje chemis-
mus p¯Ìsluön˝ch reakcÌ. Jedin˝m p¯Ìpadem funkËnÌ skupiny,
kter˝ splÚuje v plnÈ mÌ¯e uvedenÈ poûadavky, jsou SH skupiny
cysteinylov˝ch zbytk˘. Tyto skupiny se vyskytujÌ u bÌlkovin
v hojnÈ mÌ¯e a velice Ëasto se podÌlejÌ na jejich funkci nap¯.
u enzym˘, hormon˘, receptor˘ atd1. LiöÌ se p¯itom ve svÈ
reaktivitÏ, a co je nemÈnÏ v˝znamnÈ, mohou b˝t do molekuly

bÌlkoviny cÌlenÏ vneseny. Tyto skuteËnosti dÏlajÌ z kovalentnÌ
chromatografie relativnÏ univerz·lnÌ techniku, kter· vöak jeötÏ
v souËasnÈ dobÏ nenÌ dostateËnÏ docenÏna.

KovalentnÌ chromatografie, jejÌû koncept byl vypracov·n jiû
p¯ed delöÌ dobou, je zaloûena aû na nÏkolik v˝jimek na reak-
cÌch SH skupin. Jednou z prvnÌch metod pro kovalentnÌ chro-
matografii vypracovali Eldjarn a Jellum2, kte¯Ì pro vazbu SH
skupin vyuûili Hg imobilizovanou na SephadexovÈm nosiËi.
Tuto vazbu lze rozruöit nadbytkem alifatickÈho thiolu nebo
HgCl2, kter˝ je rovnÏû moûnÈ pouûÌt pro regeneraci sorbentu.

Schechter a spol.3 pouûili pro vazbu bÌlkovin prost¯ednic-
tvÌm methioninov˝ch zbytk˘ sorbent obsahujÌcÌ reaktivnÌ ha-
logen ve formÏ -NH-CO-CH2-Cl. Vznikl˝ sulfoniov˝ kom-
plex je moûnÈ rozruöit 2-merkaptoethanolem, dan˝ sorbent
vöak jiû nelze zregenerovat.

V roce 1973 Brocklehurst a spol.4 publikovali metodu,
kter· doposud nejlÈpe splÚuje poûadavky na Ñide·lnÌì ko-
valentnÌ chromatografii. Tato metoda je zaloûena na thiol-di-
sulfidickÈ v˝mÏnnÈ reakci mezi 2-pyridyldisulfidov˝m zbyt-
kem nav·zan˝m na sorbentu a SH skupinami p¯ÌsluönÈ bÌl-
koviny. S poslednÌ inovacÌ metody kovalentnÌ chromatografie
p¯iöli Carlsson a Batista-Viera5,6, kte¯Ì pro vazbu slouËenin
obsahujÌcÌch SH skupiny pouûili sorbent nesoucÌ disulfidoxi-
dovÈ skupiny. Vzhledem ke skuteËnosti, ûe kovalentnÌ chro-
matografie zaloûen· na thiol-disulfidickÈ v˝mÏnnÈ reakci a na
reakci s disulfidoxidy zaujÌm· dominantnÌ postavenÌ, bude
uveden˝m metod·m vÏnov·na hlavnÌ Ë·st tohoto sdÏlenÌ.

Ve v˝Ëtu metod nelze opomenout pr·ci PodhradskÈho
a spol.7, kte¯Ì pro separaci l·tek obsahujÌcÌch SH skupiny, jako
jsou glutathion, 3-sulfanylpropionov· kyselina, koenzym A
a N-acetylcystein, pouûili sorbent s nav·zan˝m 4[(2-dikyan-
methylen)hydrazino]-3-nitrofenylov˝m ligandem. Eluce je
dosaûeno dÌky neust·le se obnovujÌcÌ rovnov·ze mezi ligan-
dem, separovan˝mi thioly a protony eluËnÌho roztoku.

2. Princip metody

Thiol-disulfidick· v˝mÏnn· reakce je speci·lnÌ forma al-
kylace ñ tzv. S-alkylace. Jedn· se o dvojstupÚovou v˝mÏnu,
p¯i kterÈ je nejprve tvo¯en smÏsn˝ disulfid jako meziprodukt:

R1SSR1 + RSH → R1SH + R1SSR

R1SSR + RSH → R1SH + RSSR

Tato reakce m˘ûe b˝t rovnÏû oznaËena jako redoxnÌ proces,
neboù p¯i nÌ doch·zÌ ke zmÏnÏ oxidaËnÌho stavu atom˘ sÌry.

Zvl·ötnÌm p¯Ìpadem thiol-disulfidickÈ v˝mÏnnÈ reakce je
reakce mezi alifatick˝mi thioly a tzv. ÑreaktivnÌmiì disulfidy,
jako jsou 2,2í-dipyridyldisulfid, 6-[(5-karboxy-2-pyridyl)di-
sulfanyl]nikotinov· kyselina a 3-[(5-karboxy-2-nitrofenyl)-
disulfanyl]-4-nitrobenzoov· kyselina. Jde   o aromatickÈ di-
sulfidy, jejichû odpovÌdajÌcÌ thiolov· forma je stabilizov·na
rezonanËnÏ nebo thiol ñ thionovou tautomeriÌ. Rovnov·ha
uvedenÈ reakce je dÌky tomu posunuta na stranu tvorby thiolu
na rozdÌl od thiol-disulfidickÈ v˝mÏnnÈ reakce alifatick˝ch
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disulfid˘, u kter˝ch se rovnov·ûn· konstanta reakce blÌûÌ 1.
Typick˝m p¯Ìkladem je reakce mezi alifatick˝m thiolem
a 2,2í-dipyridyldisulfidem, p¯i kterÈ je alifatick˝ thiol kvanti-
tativnÏ p¯eveden na smÏsn˝ disulfid a ekvimol·rnÌ mnoûstvÌ
thionu (obr. 1). TÈto  vlastnosti reaktivnÌch disulfid˘ bylo
vyuûito v celÈ ¯adÏ aplikacÌ, jako nap¯. pro stanovenÌ voln˝ch
SH skupin bÌlkovin8,9, pro detekci bÌlkovin obsahujÌcÌch SH
skupiny po izoelektrickÈ fokusaci10, pro pre- a postkolonovou
derivatizaci thiol˘ p¯i HPLC11,12 a CZE13 atd.

Na identickÈm principu je rovnÏû zaloûena metoda kova-
lentnÌ chromatografie. ThiolovÈ skupiny nav·zanÈ na chroma-
tografickÈm sorbentu jsou aktivov·ny reakcÌ s 2,2í-dipyridyl-Obr. 1. Reakce 2,2í-dipyridyldisulfidu s alifatick˝m thiolem RSH
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Obr. 4. Princip kovalentnÌ chromatografie zaloûenÈ na reakci s disulfidoxidy

Obr. 5. SyntÈza sorbent˘ pro kovalentnÌ chromatografii dle Brocklehursta (a), AxÈna (b) a Jayabaskarana (c)
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disulfidem za vzniku smÏsnÈho disulfidu ñ 2-pyridyldisulfidu.
Ten reaguje s SH skupinou bÌlkoviny, p¯iËemû doch·zÌ ke
vzniku disulfidickÈ vazby mezi bÌlkovinou a sorbentem a uvol-
nÏnÌ 1,2-dihydro-2-pyridinthionu. K eluci se n·slednÏ pouûije
v p¯ebytku nÏkter˝ z alifatick˝ch thiol˘ ñ cystein, redukovan˝
glutathion, β-merkaptoethanol nebo dithiothreitol (obr. 2).

Obdobnou reaktivitu vykazujÌ imobilizovanÈ disulfidoxi-
dy ñ disulfid-1,2-dioxid nebo disulfidoxid. Lze je p¯ipravit
oxidacÌ sorbentu obsahujÌcÌho thiolovÈ skupiny peroxidem
vodÌku, respektive ferrikyanidem draseln˝m a magnesium
monoperoxyftal·tem ñ MMPP. Carlsson a Batista-Viera nej-
prve syntetizovali sorbent s imobilizovanou disulfiddioxido-
vou skupinou5. U tohoto sorbentu vöak doch·zÌ p¯i vazbÏ l·tek
obsahujÌcÌch thiolovou skupinu ke vzniku sulfin·tovÈ skupiny
-SO2H, kter· se jiû ned· regenerovat (obr. 3). Sorbent tak p¯i
opakovanÈm pouûÌv·nÌ ztr·cÌ vûdy polovinu svÈ vazebnÌ ka-
pacity. Tento problÈm se poda¯ilo odstranit syntÈzou sorbentu
nesoucÌho disulfidoxidovou skupinu6. P¯i vazbÏ totiû vznik·
sulfenylov· skupina ñ SOH, kter· je p¯i eluci plnÏ regenero-
v·na zpÏt na skupinu thiolovou (obr. 4). TakÈ u tÏchto sorbent˘
se eluce prov·dÌ pomocÌ alifatick˝ thiol˘.

3. SyntÈza sorbent˘ pro kovalentnÌ
chromatografii

Jak je z¯ejmÈ z p¯edchozÌch ˙daj˘, v˝chozÌ sorbent pro
kovalentnÌ chromatografii musÌ obsahovat volnÈ thiolovÈ sku-
piny, kterÈ jsou aktivov·ny nebo oxidov·ny. Pro jeho p¯Ìpravu
bylo pouûito nÏkolik metod. Brocklehurst a spol.4 pouûili
agarosu aktivovanou CNBr, na kterou v·zali glutathion pro-
st¯ednictvÌm  NH2 skupiny (obr. 5a). Takto imobilizovan˝
glutathion vöak obsahuje dvÏ ionizovatelnÈ COOH skupiny,
vznikl˝ sorbent je tedy z·pornÏ nabit˝ a je nutnÈ p¯i jeho
pouûitÌ potlaËit nespecifickÈ iontovÈ interakce.

Jin˝ p¯Ìstup zvolili AxÈn a spol.14, kte¯Ì jako v˝chozÌ
matrici vyuûili agarosu aktivovanou epichlorhydrinem, tj. s na-
v·zanou epoxyskupinou. Ta reaguje s thiosÌranem za vzniku
Bunteho soli, kter· je redukovan· dithiothreitolem (obr. 5b).
VzniklÈ thiopropylovÈ ramÈnko neobsahuje na rozdÌl od glu-
tathionu nabitÈ skupiny. ObÏ metody se rovnÏû liöÌ dosaûen˝m
stupnÏm substituce, kter˝ se u glutathion-agarosy pohybuje
okolo 1 µmolu thiolov˝ch skupin na ml matrice, u thiopropyl-
agarosy 20 µmol˘ na ml.

Jayabaskaran a spol.15 p¯ipravili sorbent s thiopropylov˝m
ramÈnkem reakcÌ aminosubstituovanÈ Sepharosy s 2-imino-
thiolanem (obr. 5c). Dos·hli p¯itom substituce 1ñ2 µmolu
thiolov˝ch skupin na ml.

Tabulka I
P¯ehled komerËnÏ dostupn˝ch sorbent˘ pro kovalentnÌ chro-
matografii

Sorbent P¯Ìprava Dodavatel

Cystein-agarosa CNBr + cystein Sigma
Thiopropyl-agarosa epichlorhydrin + Pharmacia

+ Na2S2O3 + DTT
Glutathion-agarosa CNBr + glutathion Pharmacia

ÿada sorbent˘ pro kovalentnÌ chromatografii na b·zi thi-
ol-disulfidickÈ v˝mÏnnÈ reakce je komerËnÏ dostupn·, liöÌ se
p¯itom zp˘sobem p¯Ìpravy, p¯Ìtomnosti ramÈnka a stupnÏm
substituce (tab. I). Je samoz¯ejmÈ, ûe uvedenÈ sorbenty v jejich
thiol formÏ je moûnÈ pouûÌt pro p¯Ìpravu sorbentu s disulfido-
xidov˝mi skupinami.

4. Experiment·lnÌ podmÌnky pro kovalentnÌ
chromatografii

Vzhledem k tÈmÏ¯ identickÈmu principu obou uveden˝ch
modifikacÌ kovalentnÌ chromatografie, jsou experiment·lnÌ
podmÌnky pro jejich provedenÌ velice blÌzkÈ.

4 . 1 . V a z b a b Ì l k o v i n

Vazba  bÌlkovin  obsahujÌcÌch SH skupiny na p¯Ìsluön˝
chromatografick˝ sorbent probÌh· za mÌrn˝ch podmÌnek (pH
4ñ8) spont·nnÏ, k vazbÏ p¯itom m˘ûe doch·zet jak na kolonÏ,
tak vs·dkovÏ. Maxim·lnÌ vazebnÈ kapacity je dosahov·no p¯i
niûöÌm pH (4ñ5), coû vöak vyûaduje delöÌ inkubaËnÌ dobu.
Naopak p¯i neutr·lnÌm pH je reakce rychlejöÌ s niûöÌm stupnÏm
vazby. Tato skuteËnost je d·na zvyöujÌcÌ se stabilitou a sniûu-
jÌcÌ se reaktivitou SH skupin p¯i niûöÌch hodnot·ch pH.

U 2-thiopyridyldisulfidov˝ch sorbent˘ doch·zÌ p¯i vazbÏ
bÌlkovin k uvolÚov·nÌ 1,2-dihydro-2-pyridinthionu, kter˝ ab-
sorbuje p¯i 343 nm, a lze tak sledovat vazebn˝ proces. 1,2-
-dihydro-2-pyridinthion vöak absorbuje rovnÏû p¯i 260 nm
a pokud je vlastnÌ pr˘bÏh separace monitorov·n spektrofoto-
metricky p¯i 280 nm, doch·zÌ k interferenci.

Nenav·zanÈ a nespecifickÈ v·zanÈ bÌlkoviny je nutnÈ p¯ed
vlastnÌ elucÌ z kolony vym˝t. SloûenÌ prom˝vacÌho pufru je d·-
no stabilitou nav·zan˝ch bÌlkovin. Obvykle je nezbytnÈ zv˝öit
iontovou sÌlu pouûitÈho pufru pro minimalizaci iontov˝ch
interakcÌ p¯Ìdavkem 0,1ñ0,3 M-NaCl, v nÏkter˝ch p¯Ìpadech
je nezbytn˝ p¯Ìdavek detergent˘ jako jsou Triton nebo Tween
pro eliminaci hydrofobnÌch interakcÌ.  Ve vÏtöinÏ aplikacÌ
lze p¯itom pouûÌt stejn˝ pufr jak pro nan·öenÌ vzorku, tak
i eluci.

4 . 2 . E l u c e

KovalentnÏ v·zanÈ bÌlkoviny se po promytÌ uvolnÌ Ëinidly
redukujÌcÌmi disulfidickÈ m˘stky, nejËastÏji alifatick˝mi nÌz-
komolekul·rnÌmi thioly, a to p¯i neutr·lnÌm nebo slabÏ alka-
lickÈm pH. U sorbent˘ pro kovalentnÌ chromatografii zaloûenÈ
na thiol-disulfidickÈ v˝mÏnÏ vöak identick˝m zp˘sobem rea-
guje nezreagovan˝ 2-thiopyridyldisulfidov˝ zbytek za uvol-
nÏnÌ 1,2-dihydro-2-pyridinthionu, kter˝ kontaminuje eluo-
vanÈ bÌlkoviny a interferuje p¯i detekci. U sorbent˘ s disul-
fidoxidov˝mi skupinami tento problÈm nenast·v·. UvolnÏnÈ
bÌlkoviny vöak v obou p¯Ìpadech obsahujÌ p¯ebytek alifatickÈ-
ho thiolu a jeho disulfidickÈ formy. Ty je vhodnÈ p¯ed n·sled-
nou manipulaci se vzorkem odstranit, nejËastÏji gelovou per-
meaËnÌ chromatografiÌ.

Pro selektivnÌ eluci bÌlkovin liöÌcÌch se poËtem a charak-
terem thiolov˝ch skupin lze pouûÌt sekvenËnÌ eluËnÌ meto-
du vypracovanou Hillsonem16. BÌlkoviny jsou postupnÏ eluo-
v·ny L-cysteinem (5ñ25 mM), redukovan˝m glutathionem
(50 mM), β-merkaptoethanolem (20ñ50 mM) a dithiothreitolem
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Tabulka II
P¯ehled vyuûitÌ kovalentnÌ chromatografie pro purifikaci bÌlkovin a peptid˘

Purifikovan· bÌlkovina nebo peptid Zdroj Lit.

Papain Carica papaya 4
Ureasa Canavalia ensiformis 17,18
Kolagen telecÌ chrupavka 19
Merkaptoalbumin hovÏzÌ serum 20,21
Actinidin Actinidia chinensis 22,23
Chymopapain Carica papaya 23,24
Membr·novÈ bÌlkoviny typ 3 membr·na erytrocyt˘ 25
Metallothionein telecÌ j·tra 26
Histon F3 telecÌ thymus 27
Cys-Met-hexadekapeptid syntetick˝ 28
Thiol-disulfidoxidoreduktasa hovÏzÌ j·tra 29
Protein-disulfidisomerasa + glutathion-insulintranshydrogenasa hovÏzÌ j·tra 30
Ficin Ficus glabrata 31
Aldehyddehydrogenasa ovËÌ j·tra 32
Sulfhydryloxidasa kravskÈ mlÈko 33,34
Receptor pro glukokortikoidy krysÌ j·tra 35
Kathepsin hovÏzÌ slezina 36
Lecithin-cholestorol-acyltransferasa lidsk· plazma 37
Penicilinacylasa Escherichia coli 38
∆-(L-a-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valin kultivaËnÌ medium 39
Thymidyl·tsynthasa Lactobacillus casei 40,41
Membr·nov· bÌlkovina M1 vir ch¯ipky 42

Tabulka III
P¯ehled vyuûitÌ kovalentnÌ chromatografie pro imobilizaci ligand˘ pro afinitnÌ chromatografii

Pouûit˝ ligand Purifikovan· bÌlkovina Lit.

Cytochrom c cytochrom c oxidasa 43,44
3-(2-Pyridyldithio)propionylcalmodulin cNMP fosfodiesterasa 45
Monoklon·lnÌ protil·tka anti β-galaktosidasa (Fab fragment) β-galaktosidasa 15
Redukovan˝ glutathion glutathion-S-transferasa 46

(20ñ50 mM) v Tris ñ HCl, fosf·tovÈm nebo acet·tovÈm pufru pH
7ñ8. Touto metodou lze separovat i strukturnÏ podobnÈbÌlkoviny.

4 . 3 . R e g e n e r a c e s o r b e n t u

P¯ed opakovan˝m pouûitÌm je nutnÈ sorbent, kter˝ je po
eluci v thiolovÈ formÏ, regenerovat. Sorbenty pro thiol-disulfi-
dickou v˝mÏnnou reakci se aktivujÌ reakcÌ s 2,2í-dipyridyldi-
sulfidem. StupeÚ substituce sorbentu urËuje koncentraci toho-
to Ëinidla. Regenerace sorbent˘ pro reakci disulfidoxidov˝ch
skupin se prov·dÌ opakovanou oxidacÌ thiolov˝ch skupin.

5. VyuûitÌ kovalentnÌ chromatografie

5 . 1 . I z o l a c e b Ì l k o v i n a p e p t i d ˘

KovalentnÌ chromatografie naöla uplatnÏnÌ p¯edevöÌm p¯i
separaci bÌlkovin a peptid˘ obsahujÌcÌ SH skupiny. Pokud

dan· bÌlkovina SH skupinu neobsahuje, lze ji do jejÌ struktury
cÌlenÏ  vnÈst  reakcÌ nap¯. s N-sukcinimidyl-3-(2-pyridyldi-
thio)-propion·tem. V tabulce II je uveden p¯ehled bÌlkovin
a peptid˘, pro jejichû izolaci byla pouûita metoda kovalentnÌ
chromatografie.

5 . 2 . I m o b i l i z a c e l i g a n d ˘ p r o a f i n i t n Ì
c h r o m a t o g r a f i i

Sorbenty pro kovalentnÌ chromatografii byly rovnÏû vy-
uûity pro imobilizaci ligand˘ pro afinitnÌ chromatografii; jed-
n· se p¯itom o orientovanou imobilizaci. Uveden˝ ligand musÌ
samoz¯ejmÏ obsahovat volnou SH skupinu pro vazbu na sor-
bent, p¯Ìsluön· SH skupina se vöak nesmÌ podÌlet na interakci
ligandu s cÌlovou biomakromolekulou. DalöÌ v˝hodou tÈto
metody imobilizace je jejÌ reverzibilnÌ charakter. Po regenera-
ci a opakovanÈ aktivaci lze sorbent vyuûÌt i v jin˝ch aplikacÌch.
NÏkterÈ p¯Ìklady imobilizace za pouûitÌ kovalentnÌ chromato-
grafie jsou uvedeny v tabulce III.
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5 . 3 . O s t a t n Ì a p l i k a c e

EnzymovÈ imunostanovenÌ. Yamamota a spol.47,48 pouûili
kovalentnÌ chromatografii pro zv˝öenÌ citlivosti enzymovÈho
imunostanovenÌ protil·tek Abx v krevnÌm sÈru. Ke vzorku sÈra
je p¯id·n p¯Ìsluön˝ antigen znaËen˝ β-galaktosidasou Ag*. Po
inkubaci je vzorek nanesen na kolonkou s protil·tkou Ab proti
IgG, imobilizovanou prost¯ednictvÌm thiol-disulfidickÈ v˝-
mÏnnÈ reakce. Tato protil·tka v·ûe bin·rnÌ komplex protil·t-
kañantigen znaËen˝ enzymem AbxñAg*, ËÌmû doch·zÌ k jeho
zakoncentrov·nÌ. Po vymytÌ balastnÌch bÌlkovin a nenav·-
zanÈho antigenu, je vznikl˝ tern·rnÌ komplex AbñAbxñAg*

uvolnÏn pomocÌ dithiothreitolu. Na z·kladÏ zmÏ¯enÌ enzymo-
vÈ aktivity elu·tu je tak moûnÈ stanovit koncentraci p˘vodnÌ
protil·tky Abx.

Obdobn˝m zp˘sobem je rovnÏû moûnÈ stanovit koncen-
traci antigen˘ Agx, p¯iËemû do vzorku sÈra je p¯id·v·n jak
znaËen˝ antigen Ag*, tak i odpovÌdajÌcÌ protil·tka Abx. VlastnÌ
stanovenÌ je p¯itom zaloûeno na kompetitivnÌ reakci protil·t-
kañznaËen˝ antigen AbxñAg* versus protil·tkañneznaËen˝ an-
tigen AbxñAg.

Extrakce na pevnÈ f·zi. Kabzinski a spol.49-52 vyuûili ko-
valentnÌ chromatografii pro extrakci a kvantifikaci metallo-
thionen˘ z nejr˘znÏjöÌch vzork˘ biologickÈho materi·lu. Tyto
bÌlkoviny se podÌlejÌ na p¯Ìjmu, transportu, uchov·v·nÌ esen-
ci·lnÌch kov˘ (Cu, Zn,) a tÏûk˝ch kov˘ (Cd, Hg, Pb, atd.) a na
jejich p¯ÌpadnÈ detoxikaci. Koncentrace metallothionen˘ je
tedy dobr˝m mÏ¯Ìtkem expozice organismu p˘sobenÌ tÏûk˝ch
kov˘ jak v ûivotnÌm prost¯edÌ, tak i v pr˘myslu.

Imobilizace enzym˘. Kabzinski53 pouûil sorbent pro kova-
lentnÌ chromatografii pro imobilizacÌ enzym˘ za ˙Ëelem kon-
strukce enzymovÈ elektrody na stanovenÌ ureasy.

6. Z·vÏr

KovalentnÌ chromatografie by se mÏla st·t neodmyslitel-
nou metodou pro separaci bÌlkovin a jin˝ch makromolekul.
CÌlem tohoto sdÏlenÌ je tuto nep¯Ìliö zn·mou a pouûÌvanou
metodu p¯iblÌûit öiröÌ odbornÈ ve¯ejnosti, pouk·zat na jejÌ
v˝hody a nev˝hody a napomoci tak jejÌmu vÏtöÌmu rozvoji.
ObdobnÈ sdÏlenÌ v ËeötinÏ nebylo dosud publikov·no.
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Z. Glatz (Department of Biochemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Brno): Covalent Chromatography

Covalent chromatography is an important, highly specific
separation technique. In covalent chromatography, proteins
and other ligands bearing accessible thiol groups form a mixed
disulfide with the gel. The proteins are thus covalently linked
to the stationary phase from which they can be subsequently
eluted by addition of a reducing agent. Basic principles of the
method are given together with the methods for the synthesis
of gels. In addition, the paper describes several special ap-
plications of covalent chromatography.
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