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1. Uvod

Béhem poslednich dvaceti let doslo k nebyvalému rozvoji
molekuldrni biologie a biochemie. Tato expanze bylaumozné-
na piedevsim rozvojem technologie rekombinantni DNA, meto-
dy hybridomi a bunécnych kultur a v neposledni fadé rozvojem
metod a technik pro separaci a purifikaci biomakromolekul.

Jednou z téchto metod je rovnéZ kovalentni chromatogra-
fie. Zatimco vétsina chromatografickych metod pouzivanych
pro separaci bilkovin a jinych biomakromolekul je zaloZena
na nekovalentni{ interakci mezi pfislusnou biomakromoleku-
lou a chromatografickym sorbentem, kovalentni chromatogra-
fie, jak jiz vyplyva z ndzvu, naopak vyuzivd tvorby kovalentn{
vazby mezi danou biomakromolekulou a sorbentem. Tato vazba
pritom musi byt dostatecné stabilni a soucasné reverzibilni,
pricemz podminky pro jeji rozruseni musi byt natolik mirné,
aby nedoslo k denaturaci separované biomakromolekuly.

Potencidlnim mistem pro kovalentn{ vazbu u bilkovin jsou
rizné skupiny aminokyselinovych zbytkd polypeptidického
fetézce. NH, a COOH skupiny jsou vyuZivany pfedevsim
k ireverzibilni imobilizaci bilkovin, coz determinuje chemis-
mus piislusnych reakci. Jedinym piipadem funkéni skupiny,
ktery spliiuje v pIné mife uvedené pozadavky, jsou SH skupiny
cysteinylovych zbytki. Tyto skupiny se vyskytuji u bilkovin
v hojné mife a velice ¢asto se podileji na jejich funkci napf.
u enzymi, hormond, receptori atd'. Li§i se pfitom ve své
reaktivité, a co je neméné vyznamné, mohou byt do molekuly
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bilkoviny cilené vneseny. Tyto skute¢nosti délaji z kovalentn{
chromatografie relativné univerzdlni techniku, kterd vsak jesteé
v soucasné dobé neni dostatecné docenéna.

Kovalentni chromatografie, jejiz koncept byl vypracovén jiz
pted delsi dobou, je zaloZena az na né€kolik vyjimek na reak-
cich SH skupin. Jednou z prvnich metod pro kovalentni chro-
matografii vypracovali Eldjarn a Jellum?, kteii pro vazbu SH
skupin vyuzili Hg imobilizovanou na Sephadexovém nosici.
Tuto vazbu lze rozrusit nadbytkem alifatického thiolu nebo
HgCl,, ktery je rovnéz mozné pouZit pro regeneraci sorbentu.

Schechter a spol.® pouzili pro vazbu bilkovin prostiednic-
tvim methioninovych zbytkt sorbent obsahujici reaktivni ha-
logen ve formé -NH-CO-CH,-Cl. Vznikly sulfoniovy kom-
plex je mozné rozrusit 2-merkaptoethanolem, dany sorbent
vSak jiz nelze zregenerovat.

V roce 1973 Brocklehurst a spol.* publikovali metodu,
kterd doposud nejlépe spliuje pozadavky na ,.idedlni* ko-
valentni chromatografii. Tato metoda je zaloZena na thiol-di-
sulfidické vyménné reakci mezi 2-pyridyldisulfidovym zbyt-
kem navdzanym na sorbentu a SH skupinami piislusné bil-
koviny. S posledni inovaci metody kovalentni chromatografie
piisli Carlsson a Batista-Viera™®, ktefi pro vazbu sloucenin
obsahujicich SH skupiny pouzili sorbent nesouci disulfidoxi-
dové skupiny. Vzhledem ke skutecnosti, Ze kovalentni chro-
matografie zaloZend na thiol-disulfidické vyménné reakci a na
reakci s disulfidoxidy zaujimd dominantni postaveni, bude
uvedenym metoddm vénovdna hlavni ¢dst tohoto sdéleni.

Ve vyctu metod nelze opomenout prici Podhradského
a spol.”, kteif pro separaci litek obsahujicich SH skupiny, jako
jsou glutathion, 3-sulfanylpropionova kyselina, koenzym A
a N-acetylcystein, pouzili sorbent s navazanym 4[(2-dikyan-
methylen)hydrazino]-3-nitrofenylovym ligandem. Eluce je
dosazeno diky neustdle se obnovujici rovnovdze mezi ligan-
dem, separovanymi thioly a protony elu¢niho roztoku.

2. Princip metody

Thiol-disulfidickd vyménnd reakce je specidlni forma al-
kylace — tzv. S-alkylace. Jednad se o dvojstupfiovou vyménu,
pfi které je nejprve tvoren smésny disulfid jako meziprodukt:

R,SSR,+RSH — R SH + R,SSR
R,SSR+RSH — R,SH +RSSR

Tato reakce miize byt rovnéz oznacena jako redoxni proces,
nebof pfi ni dochazi ke zméné oxidacniho stavu atomu siry.

Zvlastnim ptipadem thiol-disulfidické vyménné reakce je
reakce mezi alifatickymi thioly a tzv. ,,reaktivnimi* disulfidy,
jako jsou 2,2’-dipyridyldisulfid, 6-[(5-karboxy-2-pyridyl)di-
sulfanyl]nikotinovd kyselina a 3-[(5-karboxy-2-nitrofenyl)-
disulfanyl]-4-nitrobenzoova kyselina. Jde o aromatické di-
sulfidy, jejichz odpovidajici thiolovd forma je stabilizovdna
rezonan¢né nebo thiol — thionovou tautomerii. Rovnovidha
uvedené reakce je diky tomu posunuta na stranu tvorby thiolu
na rozdil od thiol-disulfidické vyménné reakce alifatickych
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Obr. 1. Reakce 2,2’-dipyridyldisulfidu s alifatickym thiolem RSH
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disulfidd, u kterych se rovnovdznd konstanta reakce blizi 1.
Typickym prikladem je reakce mezi alifatickym thiolem
a 2,2’-dipyridyldisulfidem, pfi které je alifaticky thiol kvanti-
tativné preveden na smésny disulfid a ekvimolarni mnozstv{
thionu (obr. 1). Této vlastnosti reaktivnich disulfidi bylo
vyuzito v celé fadé aplikaci, jako napf. pro stanoveni volnych
SH skupin bilkovin®’, pro detekci bilkovin obsahujicich SH
skupiny po izoelektrické fokusaci'’, pro pre-2 postkolonovou
derivatizaci thiolt pii HPLC'!'?a CZE" atd.

Na identickém principu je rovnéz zaloZena metoda kova-
lentni chromatografie. Thiolové skupiny navazané na chroma-
tografickém sorbentu jsou aktivovany reakci s 2,2’ -dipyridyl-
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Obr. 2. Princip kovalentni chromatografie zaloZzené na thiol-disulfidické vyménné reakci
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Obr. 3. Princip kovalentni chromatografie zaloZené na reakci s disulfiddioxidy
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Obr. 4. Princip kovalentni chromatografie zaloZené na reakci s disulfidoxidy
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Obr. 5. Syntéza sorbenti pro kovalentni chromatografii dle Brocklehursta (a), Axéna (b) a Jayabaskarana (c)

316

Referaty



Chem. Listy 94, 314 — 320 (2000)

disulfidem za vzniku smésného disulfidu — 2-pyridyldisulfidu.
Ten reaguje s SH skupinou bilkoviny, pficemz dochdzi ke
vzniku disulfidické vazby mezi bilkovinou a sorbentem a uvol-
néni 1,2-dihydro-2-pyridinthionu. K eluci se ndsledné pouZije
v piebytku néktery z alifatickych thiolt — cystein, redukovany
glutathion, 3-merkaptoethanol nebo dithiothreitol (obr. 2).

Obdobnou reaktivitu vykazuji imobilizované disulfidoxi-
dy — disulfid-1,2-dioxid nebo disulfidoxid. Lze je pfipravit
oxidaci sorbentu obsahujictho thiolové skupiny peroxidem
vodiku, respektive ferrikyanidem draselnym a magnesium
monoperoxyftaldtem — MMPP. Carlsson a Batista-Viera nej-
prve syntetizovali sorbent s imobilizovanou disulfiddioxido-
vou skupinou’. U tohoto sorbentu viak dochazi pii vazbé litek
obsahujicich thiolovou skupinu ke vzniku sulfindtové skupiny
-SO,H, kterd se jiz nedd regenerovat (obr. 3). Sorbent tak pfi
opakovaném pouzivani ztraci vzdy polovinu své vazebni ka-
pacity. Tento problém se podafilo odstranit syntézou sorbentu
nesouciho disulfidoxidovou skupinuﬁ. Pti vazbé totiz vznikd
sulfenylovd skupina — SOH, kterd je pfi eluci plné regenero-
vdna zpét na skupinu thiolovou (obr. 4). Také u té€chto sorbentd
se eluce provadi pomoci alifaticky thiold.

3. Syntéza sorbentt pro kovalentni
chromatografii

Jak je ziejmé z ptredchozich tdajt, vychozi sorbent pro
kovalentni chromatografii musi obsahovat volné thiolové sku-
piny, které jsou aktivovdny nebo oxidovdny. Pro jeho Pﬁpravu
bylo pouzito nékolik metod. Brocklehurst a spol.” pouzili
agarosu aktivovanou CNBr, na kterou vazali glutathion pro-
stfednictvim NH, skupiny (obr. 5a). Takto imobilizovany
glutathion vSak obsahuje dvé ionizovatelné COOH skupiny,
vznikly sorbent je tedy zdporné nabity a je nutné pii jeho
pouziti potlacit nespecifické iontové interakce.

Jiny piistup zvolili Axén a spol.'®, kteii jako vychozi
matrici vyuzili agarosu aktivovanou epichlorhydrinem, tj. s na-
vazanou epoxyskupinou. Ta reaguje s thiosiranem za vzniku
Bunteho soli, kterd je redukovand dithiothreitolem (obr. 5b).
Vzniklé thiopropylové raménko neobsahuje na rozdil od glu-

stupném substituce, ktery se u glutathion-agarosy pohybuje
okolo 1 wmolu thiolovych skupin na ml matrice, u thiopropyl-
agarosy 20 umold na ml.

Jayabaskaran a spol."? pfipravili sorbent s thiopropylovym
raménkem reakci aminosubstituované Sepharosy s 2-imino-
thiolanem (obr. 5c). Dosdhli pfitom substituce 1-2 pwmolu
thiolovych skupin na ml.

Tabulka I
Piehled komer¢né dostupnych sorbentt pro kovalentni chro-
matografii

Sorbent Priprava Dodavatel
Cystein-agarosa CNBr + cystein Sigma
Thiopropyl-agarosa epichlorhydrin + Pharmacia
+ Na,S,0,+ DTT
Glutathion-agarosa CNBr + glutathion Pharmacia
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Rada sorbentd pro kovalentni chromatografii na bazi thi-
ol-disulfidické vyménné reakce je komercné dostupnd, lisi se
pritom zptisobem piipravy, pfitomnosti raménka a stupném
substituce (tab. I). Je samozfejmé, Ze uvedené sorbenty v jejich
thiol formé je mozné pouzit pro piipravu sorbentu s disulfido-
xidovymi skupinami.

4. Experimentalni podminky pro kovalentni

chromatografii

Vzhledem k téméf identickému principu obou uvedenych
modifikaci kovalentni chromatografie, jsou experimentdln{
podminky pro jejich provedeni velice blizké.

4.1. Vazba bilkovin

Vazba bilkovin obsahujicich SH skupiny na pfislusny
chromatograficky sorbent probihd za mirnych podminek (pH
4-8) spontdnné, k vazbé ptitom mize dochdzet jak na koloné,
tak vsadkové. Maximdlni vazebné kapacity je dosahovano pfi
nizsim pH (4-5), coz vSak vyzaduje delsi inkubaéni dobu.
Naopak pfi neutrdlnim pH je reakce rychlejsi s niz§im stupném
vazby. Tato skutecnost je ddna zvysujici se stabilitou a snizu-
jici se reaktivitou SH skupin pfi nizSich hodnotach pH.

U 2-thiopyridyldisulfidovych sorbenti dochdzi pii vazbé
bilkovin k uvoliovani 1,2-dihydro-2-pyridinthionu, ktery ab-
sorbuje pfi 343 nm, a lze tak sledovat vazebny proces. 1,2-
-dihydro-2-pyridinthion vSak absorbuje rovnéz pii 260 nm
a pokud je vlastni priibéh separace monitorovén spektrofoto-
metricky pfi 280 nm, dochdzi k interferenci.

Nenavdzané a nespecifické vazané bilkoviny je nutné pred
vlastni eluci z kolony vymyt. SloZeni promyvaciho pufru je dd-
no stabilitou navdzanych bilkovin. Obvykle je nezbytné zvysit
iontovou silu pouzitého pufru pro minimalizaci iontovych
interakci ptidavkem 0,1-0,3 M-NaCl, v nékterych pfipadech
je nezbytny piidavek detergentt jako jsou Triton nebo Tween
pro eliminaci hydrofobnich interakci. Ve vétSiné aplikaci
lze pfitom pouzit stejny pufr jak pro nandseni vzorku, tak
i eluci.

4.2. Eluce

Kovalentné vdzané bilkoviny se po promyti uvolni ¢inidly
redukujicimi disulfidické mustky, nejcastéji alifatickymi niz-
komolekuldrnimi thioly, a to pfi neutrdlnim nebo slabé alka-
lickém pH. U sorbenti pro kovalentni chromatografii zaloZené
na thiol-disulfidické vyméné vSak identickym zptisobem rea-
guje nezreagovany 2-thiopyridyldisulfidovy zbytek za uvol-
néni 1,2-dihydro-2-pyridinthionu, ktery kontaminuje eluo-
vané bilkoviny a interferuje pfi detekci. U sorbenti s disul-
fidoxidovymi skupinami tento problém nenastiavd. Uvolnéné
bilkoviny vSak v obou pfipadech obsahuji pfebytek alifatické-
ho thiolu a jeho disulfidické formy. Ty je vhodné pred ndsled-
nou manipulaci se vzorkem odstranit, nejcastéji gelovou per-
meacni chromatografii.

Pro selektivni eluci bilkovin lisicich se poctem a charak-
terem thiolovych skupin Ize pouZzit sekvencni elu¢ni meto-
du vypracovanou Hillsonem'®. Bilkoviny jsou postupn& eluo-
vany L-cysteinem (5-25 mM), redukovanym glutathionem
(50 mMm), B-merkaptoethanolem (20-50 mM) a dithiothreitolem
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Tabulka II

Prehled vyuziti kovalentni chromatografie pro purifikaci bilkovin a peptidii
Purifikovana bilkovina nebo peptid Zdroj Lit.
Papain Carica papaya 4
Ureasa Canavalia ensiformis 17,18
Kolagen teleci chrupavka 19
Merkaptoalbumin hovézi serum 20,21
Actinidin Actinidia chinensis 22,23
Chymopapain Carica papaya 23,24
Membranové bilkoviny typ 3 membrdna erytrocytl 25
Metallothionein telect jatra 26
Histon F3 teleci thymus 27
Cys-Met-hexadekapeptid synteticky 28
Thiol-disulfidoxidoreduktasa hovézi jatra 29
Protein-disulfidisomerasa + glutathion-insulintranshydrogenasa hovézi jatra 30
Ficin Ficus glabrata 31
Aldehyddehydrogenasa ovCi jatra 32
Sulfhydryloxidasa kravské mléko 33,34
Receptor pro glukokortikoidy krysi jatra 35
Kathepsin hovézi slezina 36
Lecithin-cholestorol-acyltransferasa lidska plazma 37
Penicilinacylasa Escherichia coli 38
A-(L-a-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valin kultiva¢ni medium 39
Thymidylatsynthasa Lactobacillus casei 40,41
Membranova bilkovina M1 vir chfipky 42

Tabulka IIT

Piehled vyuZiti kovalentni chromatografie pro imobilizaci ligandl pro afinitni chromatografii
Pouzity ligand Purifikovand bilkovina Lit.
Cytochrom ¢ cytochrom c oxidasa 43,44
3-(2-Pyridyldithio)propionylcalmodulin cNMP fosfodiesterasa 45
Monoklondlni protildtka anti 3-galaktosidasa (Fab fragment) [B-galaktosidasa 15
Redukovany glutathion glutathion-S-transferasa 46

(20-50 mM) v Tris — HCI, fosfatovém nebo acetatovém pufru pH
7-8. Touto metodou Ize separovat i strukturné podobné bilkoviny.

4.3. Regenerace sorbentu

Pted opakovanym pouZitim je nutné sorbent, ktery je po
eluci v thiolové formé, regenerovat. Sorbenty pro thiol-disulfi-
dickou vyménnou reakci se aktivuji reakci s 2,2°-dipyridyldi-
sulfidem. Stuperi substituce sorbentu urcuje koncentraci toho-
to ¢inidla. Regenerace sorbentd pro reakci disulfidoxidovych
skupin se provadi opakovanou oxidaci thiolovych skupin.

5. Vyuziti kovalentni chromatografie

5.1.1zolace bilkovin a peptidt

Kovalentni chromatografie nasla uplatnéni predevs§im pfi
separaci bilkovin a peptidii obsahujici SH skupiny. Pokud
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dand bilkovina SH skupinu neobsahuje, 1ze ji do jeji struktury
cilené vnést reakci napf. s N-sukcinimidyl-3-(2-pyridyldi-
thio)-propiondtem. V tabulce II je uveden piehled bilkovin
a peptidd, pro jejichz izolaci byla pouzita metoda kovalentn{
chromatografie.

5.2. Imobilizace ligandd pro afinitni{
chromatografii

Sorbenty pro kovalentni chromatografii byly rovnéz vy-
uZity pro imobilizaci ligandt pro afinitni chromatografii; jed-
nd se pfitom o orientovanou imobilizaci. Uvedeny ligand musi{
samoziejmé obsahovat volnou SH skupinu pro vazbu na sor-
bent, pfislusnd SH skupina se v§ak nesmi podilet na interakci
ligandu s cilovou biomakromolekulou. Dal$i vyhodou této
metody imobilizace je jeji reverzibilni charakter. Po regenera-
ci aopakované aktivaci Ize sorbent vyuziti v jinych aplikacich.
Nékteré priklady imobilizace za pouziti kovalentni chromato-
grafie jsou uvedeny v tabulce III.
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5.3. Ostatni aplikace

Enzymové imunostanoveni. Yamamota a sp01.47’48 pouzili
kovalentni chromatografii pro zvySenf citlivosti enzymového
imunostanoveni protilatek Ab* v krevnim séru. Ke vzorku séra
je pridén ptislusny antigen znaCeny B-galaktosidasou Ag*. Po
inkubaci je vzorek nanesen na kolonkou s protildatkou Ab proti
IgG, imobilizovanou prostfednictvim thiol-disulfidické vy-
meénné reakce. Tato protildtka vaze bindrni komplex protilat-
ka—antigen znaceny enzymem Ab*-Ag”, ¢imz dochézi k jeho
zakoncentrovdni. Po vymyti balastnich bilkovin a nenava-
zaného antigenu, je vznikly terndrni komplex Ab—Ab*-Ag”
uvolnén pomoci dithiothreitolu. Na zdkladé zméfeni enzymo-
vé aktivity eludtu je tak mozné stanovit koncentraci ptivodn{
protildtky Ab*.

Obdobnym zptlisobem je rovnéZ mozné stanovit koncen-
traci antigend Ag®, pfic¢emz do vzorku séra je piiddavén jak
znaceny antigen Ag*, tak i odpovidajici protildtka Ab*. Vlastn{
stanoveni je pfitom zaloZeno na kompetitivni reakci protilat-
ka—znaceny antigen Ab*-Ag” versus protildtka—neznaceny an-
tigen Ab*~Ag.

Extrakce na pevné fdzi. Kabzinski a spol.**** vyuzili ko-
valentni chromatografii pro extrakci a kvantifikaci metallo-
thionend z nejriznéjsich vzorkt biologického materidlu. Tyto
bilkoviny se podileji na ptijmu, transportu, uchovavani esen-
cidlnich kovt (Cu, Zn,) a tézkych kovti (Cd, Hg, Pb, atd.) ana
jejich piipadné detoxikaci. Koncentrace metallothionent je
tedy dobrym méfitkem expozice organismu psobeni tézkych
kovt jak v Zivotnim prostiedi, tak i v primyslu.

Imobilizace enzymii. Kabzinski®® pouZil sorbent pro kova-
lentni chromatografii pro imobilizaci enzymd za ticelem kon-
strukce enzymové elektrody na stanoveni ureasy.

6. Zavér

Kovalentni chromatografie by se méla stat neodmyslitel-
nou metodou pro separaci bilkovin a jinych makromolekul.
Cilem tohoto sdéleni je tuto nepfili§ zndmou a pouZzivanou
metodu piiblizit SirSi odborné vetejnosti, poukdzat na jeji
vyhody a nevyhody a napomoci tak jejimu vétSimu rozvoji.
Obdobné sdéleni v cestiné nebylo dosud publikovéno.
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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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