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Chromotogrofio ionowym!enno biopolimerów z wykorzysłoniem

ionowymienioczy oporlych no nośnikoch

usieciowonych polisochorydów

Cz. l. Przygolowonie procesu chromologrolicznego
centralne Laboratorium Aparatu,ro§,e

Wyo,dręił:rrialnie ze złożonych mie,szanin u,sitlro j,owych
oraz r,ozdiział błisł<,o sp,cil<lre,wrniornych z slcbą pcłilrne-
rycznych składników żywych or,ganizmów, stanowi
j eld en z k l,u,clziowy c h pr orbl errrÓ,w ba d a ń bi,Cclhe,mi c,zrry c h,
wy,rn,algających użycia wys,oko rodlzrielczych met,o,d la-
borr,atorryjrrych. Jedlną z najharrdziej użyiecznych do te-
go celu s(ała sIię cb,r,olmaior€F,afila )ono,wy,mionną. Głów-
nym czynnikiem warunkującym rozdział w tej techni-
ce roizldiaielc]zej jest różrrrrica w wiełkoś,ci i ro,dlzaju ła-
dunków niesionych przez r,ozpuszczorue cząsteczki. Dla
przepriowadzelnia pr]ocesu wystanclzają j,uź sńo,Sun]kowo
triEwiei,ki,e odlchylelnia w wie]Lkrości tego ład,un[<u, wy-
wnołarre nip. różnicą je|dlne|Bo alrnjilnok vas(u w białł<ach
i dlatego ta technika posiada oglomną zdolność roz-
dziel,clzą (3). Ponieważ częste,cżki p]Iawie wszysibki,ch
składinilkólw bio1,o,girclzrrryc'h pc|siadają ładlunel}< 1ub są
prol,arne, chrotnato,grafia j,onowymienna może być dla
tych zwriążków p,clwslze3hnie stoso,wana. Pewną dodat-
k]O|wą załetą chro,mańografii z lvyJrorrlzystaniern joł-to-
wymrienriac;zy 1jonitów) je,st tc, że moż,e uła,twić za-
gęszczanie składników znajcltrjących się r,rl nisliich stę-
żeniach objęltoś,ciorwo dużych prób. Pro,ces r,ozdlziału
clh:r,ralktelryzulje slię pr,crsliotą, d,użyrn stop,nie,m p,olwia-
r,zailrrości, polwszechrtośc,i zastos,cwań (na skalę 1abo-
ratonyjrrą i techniclzrrą), a jonowył-nrieniiacze są st,o-
slurr]ko,wo łatwo do,stęprne w handlu i trwale w użyt[<o-
waruu.

Za,cllcdząca w procesie wyimi,am,a jornowa może byÓ
prowadzona dwoma sposobami: jako adsorpcja jedno-
stoptliowa w układzie statycznym (jonit - roztwór,
próby) lub jalko p,Ioces dyna,nlic,zny - 1v pols|taci ko-
luimrrrcwe j chr,omatog,raf ii (a d,s o,rpc ja j on clwa r,ad,zieła -
nych skła,drniików z fazy lucholmej na nieru:hc,mych
zi arrnach j,olrolwym,ieniac,za).

Ąfl,slo,rp,cja w układ;zie sta,tyczrrym połega, na zmie-
sZalni,u j,ofi1o,wymieniacza z rloz)tlworct,tt próby i polzo-
sńawłeniu uikłn,du dL,l usta'leł,Iix _.ię równorł,it gi. Zzt,
irclsorborł,any na jonicie interesującv nas sliładrri}i
może bJ,ć naslępnie r,ł,ymyty w l'or"mie zllężc;nt,.1 pt'l,y
trżyciu buforu o odmiennym pI,I lub u,yższej sile jo-
nowej. Kolumnowa chromatografia jolrorvynriennn
wylnaga natomiast jonowymieniaczy o odporł,iednich
wlasnościach hydlodynamicznych. pozrvalających ltir
należyte upakowanie złoża ko]unrny i w:rlunl..ując},ch
odpowiedrri przepływ fazy ruchornej, dużej ich zdol-
ności wiążącej, co w sumie unrożliwia ,"vysoki stopień
rozdziału izoIowanych składników trrieszitnin. \,Vięli-
szość jonowymieniaczy stosowan5,ch w clyiranriczilej
technice rodzielczej jest z tych względórv w},twalzana
w l<ulistym ttziarnieniu, Wysoka zdolność wiążąca jtl-
rrowyrnieniacza jest niezbędna dla zrnniejszerria r,;y-
miarór,v stosowanych kolum, obniżenia stopnia roz-
cieńczenia frakcji z wyizolowanym składnikiem, za-
pewnienia warunków dla wysokiego przeplywu, a
stąd do szybkiego przepl,owadzenia procesu rozdzlału
i regeneracji jonitu.

J,o,no,wyrnierniacz slkła,da s,ię z rnierr,oz6rirrsrzczalne,go
nośnika (matrycy, sz'kieletu), ,do którego |sprzęga się
kowalentLrrie na,ładowane gr,upy. Te grupy są zlcbojęt-
rrliane pr,osrtyrmi jonami o znaku pnzeciwrryrn 1,pnzeciw-
j crnamń). W przebiergu ch,rornato grafii pr,zecirwj,ony wy-
mli,eniane są ordtwiracalrnie na pro,siald,ające taki sa,m ła-
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dunetk biop,cli,meryc,zne st<ła,dn'i]ki fazy ruchorrnej, a
pr,oces ten nie ma wpływu na zmiany właścliwości
nośn,ilka,. No,śniik rnroże być two,r;zlotrry ze związkÓw nie-
organicznych, żywic syntet/cznych, poIisacharydów,
itp. Rodzaj i wlaścirwo,ści noścrrilka określają ftnyczne
właŚciLwo,śc,i j ołrro,wymierriacza talk,ie jak : 11gghalniclzlną
odporność, charakterystykę przepływ,l fazy ruchomej,
a także zachowanie się w stosunku do substancji
biologicznych i - w dużym stopniu - jego zdolność
wląZąCą.

Początkowo jonowymieniacze wytwarzano na gęsto
usieciowanych hydrofobowych nośnikach z żywic
sylrtetycznych. Posiadały one dużą liczbę wbudowa-
nych grup jonowych i wykazywały wysoką zdolność
r,viążącą dla małych jonów. Dzięki dużej ilości wiązań
poprzecznych rv usieciowaniu wykazywały one znacz-
ną odporność mechaniczną Lecz zbyt niską porowatość
cl]a lozdzielanych białek i innych makrocząsteczek. Z
ulvagi na wysoką gęstość ładunków (dużą siłę wią-
zat-ria) oraz r,vłaściwości hydrofobowe prowadziły one
często do denaturacji izolowanych labilnych składni-
kórv ustrojowych,

Pierrvszymi jonowymieniaczami pozbalvionymi tr-
jemnego wpływu na rozdzielane biopolimery stały się
jonity oparte na celulozie, opracowane przez Peterso-
ua i Sobera (8). Ze rvzględu na hydrofilny charakter
nośnika celulozowego posiada ją one małą tendenc ję
do denaturacji białek. Do ujemnych cech jorrowymie-
niacz1. 3glUlrlzcl,vych nitleżały począLkowo stosunko-
rvo mała zdoność wiąż.ąca i ograniczone własności
plzepływu spolvodowatre niereguIalną postacią iclr
włókien.

Jonowymieniacze oparte na usieciowanym nośniku
dekstranowym a następnie te, oparte na usieciowanej
a5,;arozic, były pierwszymi w chromatografii jonowy-
rniennej, które warunkowały uzyskanie kulistego u-
zial,nienia jonitu, połączonego z. wysoką po,rowatoŚcrią
tych ziaretr (6). Takie cechy jolritu prowadziły do
polep-"2ęli^ warunków przepłyrvu fazy ruchomej w
kolumtlie i zwiększały zdolność wiążącą w stosunktt
do rozdzielanych makrocząsteczek. Z lych właśnie
wz.ględó,"v większość jonowymieniaczy stosowanych w
c,}rrolnirtografii biopolimerów oparta jest na noŚnikach
z usieciou,alrych poli,sacharydów. Glórvnym ekspolte-
lem jorritów polisacharydowych do naszego kraju jest
szwedzk:r filma Pharmacia Fine Chenricals. Chrcma-
tografii jonorvymiennej biopolimerów z wykorzyst-
llicm takich właśnie jonowymieniaczy poświęcony
jcst potriższy artykuł.

Technika izolacji i rozdziału polimerycznych skład-
ników żywych organizmów ptzy pomocy jonitów nie
jest osiągnięciem ostatnich lat. W ciągu ostatniego
ćwierćrviecza - nieco krócej w naszym kraju - sto-
suje się ją z powodzeniem do wydzielania i frakcjo-
nowania białek i kwasów nukleinowych, Na drodze
do szerszego wykorzystania tej techniki w krajowyclr
badanjach biochemicznych leżą przeszkody uwarunko-
warre m.in. brakiem polskojęzycznych opracowań po-
ś."vięconych omówieniu całości zagadnień metodycz-
nych. Artykuł niniejszy ma na celu wyeliminowanie
tej luki.
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1. Wllścirvości jonon,yrlrieniaczy

1.1. Grupy czyl]llc
Obecność naładowanych grup czyntlych jest pod-

stawową własnością jonowymieniacza. Rodzaj grupy
okreśIa typ siły wiążącej (typ jonorvymieniacza), jej
całkowitą wartość i użyteczną zdolność wiążącą joni-
tu przy wychwytywaniu i rozdziale interesujących
nas substanc ji. Jest możIiwe uzyskaó zarówno do-
datnie, jak i ujemne na}adowane jonowymieniacze.
Jonowymieniacze z dodatnio naładowanynli glupanli
posiadają zdolność wiązania ujemnie naładowar-rych
jonów (anionów) i dlatego nazywane są anionitami.
Ujemnie naładowane jonowymieniacze posiada ją zdol-
ność wiązania i rozdziału dodatnio naładowanych jo-
nórv (kationów) i dlatego noszą nazwę kationitórv
(fvc. 1).

a) b)

Ryc. 1. Budorva cząsteczki jonolvymieniac;,:a: a) irnio-
nitu z rv_vmienialnym plzeciw jonerrr, b) kationitlr z

,"vymieIlialnym plzecir,vjonem

Szereg glup, które mogą być wybratle do użycia
w jonowymieniaczach stosowanych w chromatografii
biopolimel,órł. zestawiono w tab. 1. Glupy sulfonołve
i aminoczwartorzędowe są wykorzystyw-ane do wy-
twarzania silnych jonowymieniaczy, grupy fosforano-
rve tworzą jonowymieniacze o pośrednie j sile, zaś
inne grupy warunkują powstawanie słabych jonitów.
Określenie silny i słaby odnoszą się do zmiany stop-
nia jonizacji tych grup wtaz ze zmianami pH układu.
Silne jonowymieniacze są całkowicie zdysocjowane
w szerokim zakresie pH, podczas gdy stopień dyso-
cjacji siabych jonowymieniaczy, a wl,az z nim znriil-
rry zdolności wiążącej ulegają zrracznemu ogl,anicze-
niu rvl,az ze zmianami pH.

1 2. Zdolność wiążąca
Zdolność wiążąca (pojemność wiążąca) jonitu nroż.e

być ilościowo oznaczona jego zdolnością do \ł,ychlvy-
tyrvania wymienialnego przeciwjonu i dJatego jcst
rł,ażną rvielkością. Zdolność ttr może byó wyzr].lc7.o-
tla jako wiążąca zdolność r:alkowita ]rlb uź.ytec,zrra.

[_lltlkorvita z.dtlltlość: rviążtlclr jcst Jicz.llą ładL|l)lić)\Ą/ p.),
tcrtcjlrltlie tritłztdowarryclr glup r}żr gram suclrcj lrrttsy
jorrowymieniitczzr i jest wielkością stałą. !Viążąca
zdolność użyIeczna jest zdolnością aktualną, uzyski-
waną dla określonej substancji w specyficznych wa-
rurlkitch doświadczenia. Określa się ją w walach (lub
lng) na jednostkę masy (objętości) jonowymieniacza.
Wiąź,ąca zdollrość użyteczna za\eży od ogólrlej iiczby
lrałado.,vanyclr grup i ich dostępllości (porowatoŚci
jonowynlietliitcztt), powirrowactwa tych grup do roz-
dzielarrych .substarrc ji, natury izolowanych związków
oraz ich stężenia oraz siły jonowej w fazrc ruchomej.
](a rviążącą zdotność użyteczną jonowymieniacza
rvpływa lł, dużym stopniu pH oraz temperatura ukła-
du, szczególnie dotyczy to słabych kationitów i sła-
bych anionitów. Użyteczrra zdolność jonitu jest ważną
T,viclkością, niezbędną dIa ustalenia ilości wprorva-
dzarlyci-r i rozdzielanycłr substancji w kolunrnie chro-
miltogiłficzllej. Orienttrcyjne dane na ternat zdolności
lvi4żącej omawianych jonowymieniaczy w stosunku
cio biopoiimerórv podallo w tab. 2.

2. I'rzygotowatrie procr.stt clrrornatograficzncgo

Rozdztał lub izolacjtr biopolimerów w chromato-
grafii jonowynrielrnej zżrchodzą na drodze odwracal-
rle j adsorpc ji jonowe j (?). Większość procesów roz-
dzielczych przeprowadza się w dwu zasadniczyclr eta-
pach. W pielwszym z nich następuje dozowat]ie próby
i adsorpcja jej składników w złożu jonorvymieniacza
kolumny. Niezwiązarre substanc je usuwa się z je j
złoża przy użyciu jednej objętości kolumnowej buforu
11,yjściowe§o. W następtrym etapie substancje są eluo-
wane z kolumlry i rozdzielarre jedna od drugiej. Roz-
dzia1 ten następuje dlatego, potrieważ różniące się
w .swyln ładurrku substancje wykazują różne powi-
tlorł acttvo do jonorvymieniacza. Schematyczny prze-
bieg procesu chromatograficznego ujęty jest na ryc. 2.
Powinovlactwa te mogą być regulowane przez zmiany
warunków w układzie chromatograficznym, takich jak
sila jonorva i pH. Dzięki zmianom tych warunków
możemy wybrać drogę związania interesującej nas
substancji, podczas gdy inne przejdą do e]uatu lub
dr-o$ za.adsorbor,vania występujących w próbie za-
liecz.yszczen, a plzepuszczenie substancji jaką zamie-
rzanry izolować. Ogólnic biorąc, postępowanie pierw-
sz:e jest kol,zystniejsze, ponieważ pozrvala na osiągnię-
cie wyższcgo stopnia oczyszczenia badanej substancji.

ż.1. Wybór jonowymieniitcza
Mimo ciągłych poszukiwań uniwersalnego .|r;nowy-

mieniacza, żaden z dotąd opracowallych nic nadaje
się do i::oiacji i lozdzialól,v 1r,szystltich biclpolirner,ó,,r..
Iitór,y z jonor,vymieniaczy lepiej b<;dzie spełrriać swą
lolq ci la okl,eślorle j gl trpy z-lviązkćlw, zttlt,żtlć to bę-

Tab. 1. składnjki che,rnicznej btrdowy jonowymieniaczy p:liisachalydorvych

Typ jonowymieniacza

Anionity słabo zasadowe

Anionit silnie zasadowy

JonowymlenlacZa

DEAE-Sephadex
i A-50

DEA-E-Sepharose
cL-6B

DEAE-Sephace1

QAE-Sephadex A-25 i
A-50

Nośnik

Usiec,iowany dekstran
tJsieciowarrir a9aroz^
usieciowana ziarnistir

c elulozit

Usieciowany dekstran

funkcy jrra

Dwuety1o-a nrinrletyl

Dwuety1o-(2-hy,dro-
ksypropylo) aminoetyl

Przeciwjon

Chlclrkowy

Chlorkowy

Kationity słabo kwaso-
we

CM-Sephadex C-25 i
c-50

CM-Sepharose CL-68
Usieciowainy dekstran
Usieciowana agaroza

l

, I(arboksymetyl

l

Sodowy

Kationit silnie kwasowy Usieciowany deks,tran Sulfcpropy1

111

SP-Sephadex C-25 i
c-50 Sodowy
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TlLLl, 2 llj zyk,i-r,}tonrit zllt, wlllslrilści jłlt'trltvynricutiitt,r,y r,plLt,lyclr rilt llośttil<aclr węglowodanowyc,lr

Typ
jonltu

Postać
handlo-

wa
O,dpor,ność
c:lrolniczna

Odporność
na czynniki

f izyczne
Spęcznianie Warunki

przepiywu Regetrerac ja

Jono-
wymle-
nlacze
s efadek-
so\\ e

Jono-
lvymle-
nlacze
sefarozo-

DEAE-
Sephace1

Suchy
proszek
w opa-
kowa-
niach
r00
i5O3g

Zawiesi-
na ,"v 24 )

etanolu
\\ opa-
kowa-
niach
500 ml

Zatviesi-
naw
0,5 N[
NaCI, w
opako-
waniach
500 ml.
StabiIi-
zoWane
w śro-
dolłisku
0,01% ha-
bitantr
(DEAE)
i 0,0r%
mertio-
1atu
(CNl)

Nie rozpusźczalne
W większoŚci roz-
puslzcza lrrików,
Trwałe w lłodnych
ro,ztworach soli,
ro,zlr uszczal,ników
orga,nicznych, alka-
]iirch oraz roztwo-
rach słabo kwaś-
nych, W silnie aI-
kalicznych i silnie
kwaśnych roztwo-
lach hydrolLiizują,
Ulegają wpływom
silnych utleniaczy i
del<stranaz

Nie rozpuszczalne
w większości roz-
puszczalników.
Trwałe w wodzie,
rozŁworach soli,
rozpuszczalnlkach
org,, w przedziale
pH 3-10, Mogą
byó używarre w
roztworach niejo-
nowych detergen-
tórv (Trito,n X-100)
i silnie dysoc ju ją-
cych rozpuszcza],nt-
kach (7M mocznik).
Stclsunkowo o,dlror-
ne na działałrie
nlikrobów

Tlwały w wodnych
roztworach w gra-
nicach pI{ 2-12.
\ł/ silnie kwaśnych
i s;il,nie alk:rlicz-
nl.cłr h5,drolizu je.
.S,il,ne utleniacze
rozkładają jonit.
l,irtwo ulega dzia-
łaniu drob,no,ustro-jóW, rszczegóinie
wobec fosforanów
oraz hydrolaz wią-
zań beta glukozy-
dowych

Wytrzymują w au-
toklawie warunki
120oC przez 30
mi,n., w pH oboj.
w toztworze soli.
Pcdczas jałowienia
mogą być uwainia-
ne drobne ilości
węglowodanów,
które należy od-
myć buforem.

Stosunkowo wyso-
ko ,odpo,rne na
działanie czynlni-
ków f,izycznych.
Objętość złoża ko-
lumny nie ,ulega
zmranom ze wzto-
stem siły jonowej
i pH. Łatwo przy-
wraca się rówrro-
wagę kolumny. Mo-
że być wykorzysty-
lvany w temp. do
70oC i jałowiorny w
pH 7 \N tetnp.
1 10-1 20oc

,Tirk ceIuloza drob-
noziarnista. Zloże
kclumny nie ulega
lvpłyrvom zlnian
pH i siły jonowej
,buforólv ukiadu.
Kolum,na łatwa do
zrórł,noważenia.
Może być jałowło-
rrywpH7przez
30 min. w temp.
120oC

podobnie do
żelów Sepha-
dex G. Czas
zwijża,rria
A-50 dłuźszy
niż A.25. Sto-
pień spęcznla-
nia zależny
od siły jono-
wej (maleje
wraz z :ej
wzrostem) i
pIJ- Ze wzro-
stem pH sto-
pień s]pęcz-
niania DEAE

maleje,
CM - rośnie.
Spęcznia.nie
QAE i SP nie
zależy prak-
tycznie od
pH.

iRozprowadza-
ne są w sta-
nle spęcznla-
łym

Rozprowadz.a-
na w formie
,gotowej do
uZYc,la

NItrksy-
malnie:
30 ml/c.mg/
/godz. dl,a
A-25 i 60
ml/cm9/
/godz. dla
A-50 przy
ciśnieniu
słupa wo-
,dy 2 cm/
/cm wyso_
kości zloża
kolumny

Maksy-
malnie:
1,00+120
mllc,mz|
/,godz. pltzy
ciśnieniu
słupa wo-
dy 15 cm/
/cm wyso-
kości upa-
kowania
kolurnny

Przepływ
]jniowy w
ciągłym
gradiencie:
do 10 cm/
lcodz. prz.y
ciśnieniu
słupa wo-
dy 30 cm

Regenerowarrie
więlrszych ilości jo-
nitu poza kolumrrą.
Zwykle przemycie
jonitu roztworem
soli zawierającym
te,n sam przeciwjon,
o Wz!:a]Stającej sile
jonowej do 2. Silnie
związane lipidy,
białka, itp. u,suwa
się przez przernycie
0,1 N NaOH, nalstęp-
nie wodą i buforerl-r
wyjściowym do usu-
nięcia resztek zasa-
dy

Regeneracja w ko-
lumnie plzez prze-
mycie kolejno na-
stępującymi roztwo-
ramI:
DE,AE:
1_ 1Xobj. złoża

1 M octanu sodu
pH 3.0

2 - 1,5 obj. złoża
0,5 M NaOH, zo_
stawić na noc

3 - 1,5 obj, złoża
1 M octan sodu
pH 3,0

4 - zrównoważyć
buforem wyjśc.

CM:
regenerować na ko_
lumnie jak jonity
sefadeksowe, potem
przemyć buforem
rvy jśc.

Zwykle poza ko-
l.u,nrną ,-oztrvorami
o wysokim stężeniu
sol,i
Silnie związane s,ub-
stanc je są usuwane
0,1 M NaOH 1ub ka-
tionowymi detergen-
tami. Końcowe prze-
płukanie ,w obu
,przypadkach wodą
i buforem wyjśc.

dzie od następujących czynników: a) rodzaju i trwa-
łości składników próby, b) rozmiarów cząsteczek
(M.cz.) jej składników i c) rvymagań specjahrych.

Ad a). Składniki próby są wiązane do jonowymie-
niacza, gdy wykazują ładunek przeciwny do tego,
jaki po.siada jorlit. Wiązanie to jest typu elektrosta-

lI2
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nie naładowane grupy (amfolity), a ich ładunek wy-
padkowy za\eży od pH układu. W pewnej wartości
pH substancja może wykazywać sumalyczny ładunek
zerolvy. Ta wartość pH jest określana punktem izo-
e!]ektr.ycznym(pI),asubstarrcjaznajdującasię
takim punkcie nie jest wiązana z żadnym jonowymie-
triaczem. Wybór pH buforu wyjściowego ma na celu
ustalenie sumarycznego ładunku amfoterycznej sub-
stancji. Z tych rvzględów do procesu chromatografii
jonowymiennej arnfolitów mclżna użyć albo anionitu
albo kationitu. Jednakże w praktyce możemy doko-
nyrvać wyboru pH układu 11,yjściowego w dość ogra-
lriczonym zakresie. Wiele bowiem pol,imerycznych
składrrików ustrojowych ulega denaturacji w pH wy-
kraczającym poza pewien przedztał- Dla tych związ-
kó,"v wybór jonowymierriacza jest ograniczony warun-
kami ich trwałości. Poniżej swojego punktu izoelek-
trycznego białka posiadają wypadkowy ładunek do-
datni i dlatego mogą być adsorbowane (i rozdzielane)
na katiorritach. Powyżej swego pI amfolity te mają
sumaryczny ładunek ujemny i mogą być izolowane
z wykorzystaniem anionitów. Jednakże większość tych
biopotimerów jest trwała w stosutrkowo wąskim
przedziale pH 5-B i dlatego używa się do ich chlo-
matografii jonowymieniaczy anionowych. Ogólnie bio-
rąc, pH buforu wyjściowego powinno być około 1
jednostki wyższe Iub niższe od punktu izoelektl,ycz-
lrego związku, w zależności od tego czy stosujemy
jonowymieniacz anionowy czy kationowy.

Jeśli punkt izoelektryczny izolowanej substancji nie
jest znany, należy przeprowadzić prosty test dla ozna-
czenia wyjściowego pH układu chromatograficznego:

- przygotować szereg probówek,

- do każdej z nich dodać 0,1 g jonowymieniacza
sefadeksowego lub po 1,5 mI jonowymieniacza se-
farozowego albo celulozowego,

- zrównoważyć żel w każdej probówce przez lO-krot-
ne przemycie go 0,5 M buforem, Dla anionitów
stosować bufor w zakresie pH 5-9, dla kationi-
tóu, - w przedziale 4-B, co 0,5 j. pH odstępu
między probówkami,

- zrównoważyć żel w każdej probówce buforem o
niskiej sile jonowej przez S-krotne przemycie żelu
10 mI buforu wyjściowego o tym samym pH lecz
stężeniu 0,05 M - dla jonowymieniaczy sefadek-
sowych i 0,10 M _ dla sefarozowych i celulo-
zowych,

- dodać stałą ilość próby do każdej z probówek,

- zrnieszać ich zawartość przez 5-10 min,

- pozostawić probówki do opadnięcia żelu,

- przeanalizorvać supernatant na obecność badanej
substancji.

Należy wybrać to pH dla wyjściowego buforu układu
chromatograficznego, w warunkach którego substan-
cja wiąże się całkowicie z jonowymieniaczem lecz po-
winno być ono najbliższe takiemu wykładnikowi jo-
nów wodorowych, przy którym ta substancja jest
słabo uwalniana z jonitu i pozostaje w teście częścio-
wo w supernatancie. JeśIi pH okazałoby się za niskie
(]ub za wysokie przy innym typie jonowymieniacza),
elucja związku z kolumny byłaby utrudniona i na-
leżałoby stosować wyższe stężenia soli do jej prze-
prowadzenia. Wartość wyjściowego pH może decy-
dować o tym, czy użyjemy w procesie rozdziału słaby
czy silny jonowymieniacz.

Silne jonowymieniacze są zjonizowane w szerszynl
zakresie pH niż jonity słabe. Te ostatnie zaczynają
tracić swój ładunek w pH poniżej 6 (kationity) lub
powyżej 9 (anionity). Silne jonowymieniacze np. QAl]
lub SP-Sephadex powinny być używane do rozdzia-
łów słabo jonizu jących substanc ji. Natomiast jonity
słabe - z wbudowanymi gTupami DEAE lub CM -są zalecane do rozdzielania bardzo labilnych biopoli-
merów. Trwałość składników - poddawanei lozdzia-
łowi próby - zależy także od siły jonowej stosowa-
rrego układu. Jeśli składnik ulega zmianom w roz-
tworze o niskim stężeniu soli, należy wtedy wybrać
jonowymieniacze sefadeksowe z uwagi na ich wyższe
zdolrrości wiążące w warunkach zwiększone j siły
jonowej.

Ad b). Cząsteczki rozdzielanych składników wią-
zane są ptzez naładowane grupy nie tylko rLa ze-
wnątrz powierzchni ziaren lecz także w porach jono-
wymieniacza. Wielkość porów nośnika nie wpływa na
mechanizm wiązania poddawanych chromatografii
składników lecz odbija się na_ zdolności wiążącej jo-
nitu, ponieważ naładowane grupy wewnątrz ziaren
jonowymieniacza taz mogą być dostępne - w innych
przypadkach nie - dla izolowanych związków, w
zależności od rozmiarów ich cząsteczek.

Składniki niskocząsteczkowe (oligopeptydy, nukleo-
tydy. M.cz, 10 000). Najbardziej użyteczne do roz-
działów tych substancji są jonowymieniacze sefadek-
sowe o małych porach typu C-25 lub A-25. Posia-
dają one najlepsze relacje między rozdziałem takich

c
C
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Tab. 3. Zciolność wiążąca jonowyrilitlniaczy w stosuriku do bitiłek (l, 2, 9)

Pojemność użyteczna
Pojemność ogólna

Rodzaj jonowymieniacza

nrval/g żelu mva1l100 ml
żelu

DEAE-Sephadex

DEAE-Sepharose
DEAE-Sephacel

QAE-Sephadex

CM-Sephadex

CM-Sepharose

SP-Sephadex

3,5 +0,5

1,4 +0,1

3,6 +0,4

4,5 +0,5

2,3 -],0,3

zrviązków a warunkami przepływu fazy ruchomej oraz
są bardzo ekonomiczrre w użyciu.

zlxiązl.<i zbudowane z cząsteczek średniej wielkości
(proste białka M.cz. 10 000-100 000). Najlepsze Iezvl-
taty w rozdziale lych związków osiąga się przy po-
mocy jonowymieniaczy sefarozowych oraz DEAE-Sep-
hacelu. Jonity sefadeksowe typu A_50 lub C-50, cho-
ciaż posiadają bardzo wysokie zdolności wiążące dla
takich cząsteczek, mają ziatna bardziej miękkie
i gorsze własności przepływu fazy ruchomej (tab. 2).

Związki wielkocząsteczkowe (białka, kompleksy biai-
kowe, kwasy nukleinowe. M.cz, )100 000). Dla sub-
stancji, których cząsteczki przekraczają rozmiary
określone masą cząsteczkową powyżej 100 000 dalto-
nów, najbardziej sprawdzają się jonowymieniacze
sefarozowe lub DEAE-Sephacel, gdyż posiadają struk-
turę o najszerszych porach. Dotyczy to jednak tylko
tych substancji, których cząsteczki posiadają masę
molową nie przekraczaiącą 4X100 daltonów (2). Pory
tych jonowymieniaczy nie są dostępne dla makro-
cząsteczek wykazujących większe rozmialy, ponieważ
tak wielkie molekuły nie będą zattzyrnywane przez
poly żadnego z jonitów. Cząsteczki takie mogą reago-
wać tylko z naladowanymi grupami umieszczonymi
jedyrrie na powierzchni ziaren jonowymieniacza, Po-
llieważ jonity sefadeksowe A-25 i C-25 mają naj-
mniejsze Tozmiary ziaren, ich powierzchnie podsta-
wiania (gęstość ładunku) na jednostkę masy będą
najwyższe w porównaniu z pozostałymi typami jorro-
wymieniaczy. Dlatego też te jolrity najlepiej zdają
egzamin do rozdzielania związków o najwyższej ma-
sie cząsteczkowej,

Lipidy. Ta część z lipidowych połączeń, których
cząsteczki posiada ją ładunek może być izolowana
i frakcjonowana metodą chromatografii jonowymiell-
nej. Z uwagi na to, że związki te są Tozpuszczalne
tylko w rozpuszczalnikach organicznych, proces ich
chromatografii należy prowadzić na jonitach ulega-
jących stosunkowo małym zmianom fizycznvm wobec
tych rozpuszczalników. Są to DEAE-Sepharoza
i DEAE-Sephacel.

Substancje o nieznanej masie cząsteczkowej. W
przypadku, gdy nie jest nam znana masa cząstecz-
kowa rozdzielanych składników zaleca się używać
jonowymieniaczy sefarozowych lub DEAE-Sephacelu,
Sonieważ te jonity są łatwe w przygotowaniu i po-
siadają stosunkowo dobrą użyteczną zdolność wiążącą
w całym zakresie spotykanych mas cząsteczkowych.
Zdolność ta nie jest jednakowa dla biopolimerów o
różnej wielkości cząsteczek. Zależność między masą
cząsteózkową rozdzielanych związków a użyteczną
zdolnością wiążącą jonitów ujmuje tab. 4 (5).

lI4

Tab. 4. Zmiany użytecznej zdolności wiążącej jono-
wymieniaczy w zależności od wielkości rozdziela,nych
cząsteczek (M.cz.). Dane uzyskarre rv 0,01 M buforze

tris-HCl, prI 8,0 (5)

i U".."r".,u
iM.cZ. 440 000

i

A-25
A-50
cL-6B

.Ą-25
A-50
c-25
c-50
cL-6B
C-25
c_50

50
17,5

15 +,2

,I7,I

50
10

56
I7
12
30

9

3,1
10,2
lII,4
8,6

a

25

10

5
,20

,10

3
27

0,2
7

0,3
6
0,4
o

,Iono-
wymrenlacz

AIfa-lakto-
albumina

1\{.cz. 14 0,00

Albu,mina
M.cz. 67 000

lme/ml] me/c 'meiml| ms/g ]mg/ml 
ms,'g

DEAE-Sepha-
dex A-25

DEAE-Sep,ha-
dex A-50

DEAE-Sep,ha-
rose cL-6B

DEAE-Sepha-
cel

215

14I

546

7556

1 397

Ad c). Przy stalym dokonywaniu rozdziałów tej
samej próby, proces możę być powtarzany wielo-
krotnie rra tej samej ko]umnie, Dotyczy to szczegól-
nie wypełnień z jonowymietliaczy opartych na Sepha-
rozie CL-6B i DEAE-Sephacelu. Jorrity te wykazują
llowiem niewie]kie zmiany objętości w l,óżnych wa-
runkach pH i siły jonowe j stosowanych bufor-ów,
a kolumny wypełnione tymi żelanri są gotowe do
powtórnego użycia po zakończonym procesie rozdzia-
łu, bez rozpakowalria.

2.2. Dobór tluforu
Przystępując do doboru buforu wyjściowego należ}.

wziąć pod uwagę skład mieszaniny buforołvej, war-
tość jego pH i siły jonowej. Jeśli jony mieszaniny
buforowej niosą ładunek przeciwny do ładunku grup
funkcyjnych jonowymieniacza, mogą one blać częŚ-
ciowo udział w procesie wymiany jonowej i wywo-
ływać miejscowe zakłócenia w pH układu chromatogra-
ficznego. Z tycŁr też względów korzystniej jest używać
bufor kationowy z jonowymieniaczem anionowym
i anionowy bufor przy prowadzeniu rozdziału na ka-
tionicie. Szereg przykładów takich układów zawiera
tab. 5 (5).

Wartość pH buforu $/yjściowego i jego siła jonowa
powinny być tak dobrane, aby substancja, którą chce-
my wyizolować ze złożonej mieszaniny, była wiązana
przez jonowymieniacz umieszczony w kolumnie. pH
buforu wyjściowego należy ustalić w pierwszej ko-

191

10

45

3B

I32Ą 31

102

115

14

74

83

4,3

8,6367 86 830

dla albumi
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lt, jnoścli. W jnno nrieć ono taką wartość, ż.tlby roz-
ptlszczona w rlim substancja posiadała wypadkowy
ładunek przeciwny do ładunku jonowymieniacza.
Wyjściowe pH powinno być około 1 j. wyższe od pI
substancji izolowanej na anionicie i ok. 1 j poniżej
pI substancji wyosabnianej na kolumnie z kationitem,
Ustalenie to wynika z faktu, iż substancję tracą wią-
zanie z jonowymieniaczem około 0,5 j. pH od wartości
ich punktów izoelektrycznyeh przy sile jonowej buforu
w granicach 0,1 (9). Buforowe pH powinno także
urvzględniać tl,wałość naładowanych grup jonowymie-
nlacza.

Natomiast jeśIi ch
wego to przy je j
zasacię. Wybieramy
jonowej, która um
sującej nas substarrcji z jonowymieniaczem, a jedno-
cześnie stanowi na jniższą siłę jonową powodującą
elucję substancji z kolumny. W takich warunkach
siły jonowej uzyskuje się pewność, że izolowany zwią-
zek adsorbuje się, a maksymalna ilość niepożądanych
substancji jest usuwana z jonitu (lub pozostaje na
jonowymieniaczu po elucji pożądanych składników).
Przy wybolze siły jonorve j należy mieć także na
uwadze, że sole odgrywają dużą rolę w stabilizacji
struktury rozdzielanych białek i dlatego staje się waż-
ne aby siła jonowa buforów nie była zbyt niska i za-
bezpieczała izolowane białka przed denaturacją.
Wszystkie jonowymierriacze tu omawiane walunkują
dość wysoką zdolrrość wiążącą i umożliwiają rozdział
prz;, stosunkowo dużych siłach jonowych buforów.
Dlatego nie zachodzi obawa znacznego stopnia dezak-
t__vrvacji rozdzielanych na nich związkółv białkowych.
Test probówkolvy dla ustalenia siły jorlowej buforu
rly jściowego:

- przygotować szereg probówek z jorrowymieniaczen,
jak przy teście ma jącym na celu ustalenie pH
bufor.u y,,yjściowe§o,

- zrównoważyć jonowymierriacze w każdej probówce
przy pomocy 0,5 M buforu o ustalonym wcześniej
pH (przemyć 10X10 mI)

- zrównoważyć jonit w każdej probówce przy użyciu
roztlvorów NaCI o sile Jonow-e j odpowiada jące j
stężeniu od 0,05 M do 0,il M - dla jonowymienia-
czy sefadeksowych i od 0,01 M do 0,3 M NaCl -dla jorritórv se.[arozowych i DEAE-Sephacelu -o tym sanrym - wybranynr wcześniej pH (przemyć
5X10 tn1). Wystarczają odstępy między stężeniami
NaC1 rowlre 0,05 M,

- dodać probkę do wszystkich plobówck i sprarv-
dzić supernatant na je j zii,"r,,ar tość, jak rv po-
przednich testach.

\\'szystl<ie bufoI,y porł,inny b3,ć plzed uż},cieln odpo-
rvietl zorre.

2.3. Przygotolvanie jonowymicniacza

Mając wybrany odpowiedni jonowymieniacz należy
ztównoważyć go buforem wyjściowym. Wszystkie o-
mawiane jonowymieniacze dostarczane są przez pro_
ducetrta w formie soli i nie wymagają traktowania
krvasami i zasadami przed zrównoważeniem. Postę-
powania dla z ieniaczy sefadek-
sowych, którą postaci suchych
proszków, róż tego, jakie sto-
sujemy dla jonowymieniaczy sefarozowych i DEAE-
-SÓphacelu - znajdujących się w handlu już w for-
mie spęczniałej.

ten sarn przeciwjon, jaki znajduje Inie-
niaczu. Podczas spęczniania należy usu-
nąć supernatant i uzupełnić 8o rem.

miast gdy proces chromatograficzny wymaga wprowa_
dzenia innego przeciwjonu, zamiast oryginalnie wy-

Najlepsze rł,arun}ii lozdziaiu maj dy, e9l,
rr,:łoi,zystuje się rrie więcej niż olności
,,viążące j. Wartość ta może być tylko
lv ta]iich ach, kicdy
rrikirnri j kowo dobr
rviążilcaj rriacza-w
po.ldawanych pierwszy L-a,L tożd7.iałowi chromatogra-
ii.",r.*ll '-- ńoże być oznaczona w prosty sposób.
Wystal,czy przez naŁą l<olumnę o znanej ilości jono-
wl,mietti:rcza przepuszczać roztwór próby w warun-
kiic:h wyjściowych doświadczenia, aż do momentu po-
jawienia się składnika w wycieku. Z objętości prze-
puszczonego roztworu, stężenia składników i ilości
jonowymierriacza łatwo teraz wyliczyć ilość składnika
zw),ązanego na kolumnie, przypadającego na jednostkę
masy (objętości) jonitu - co równoważne jest jego
użytecznej zdolności wiążącej. Alternatywnie można
przeprowadziĆ test probówkowy, podobny do opisa-
nych poprzednio, z tym że jedyną teraz zmienlą
ma być ilość wprowadzonej próby. Uzyskana wartość
zdolności wiążącej powinna być pomnożorLa przez
5-10, aby otrzymać ilość jonowymieniacza potrzeb-
nego do danego pIocesu chromatograficznego. Tak
wyliczona ilość jonitu rvystarcza zarówno do statycz-
nego sposobu wymiany jonowej, jak i procesu pro-
wadzonego w sposób dynamiczny - tj. ,tv chroma-
tografii kolumnowej.

Tlrb. 5. Bufory sto,sowane w chl,crmatogla{ii
j onowyrnienne j biopolin-re,rów

Jonowy-
rnienracz

Anicnity

Zalecane jony
buforu

Kationowe: alkilo-
aminy, alkohol ami-
noetylowy, arnorniak,
etyleno- dwuamina,
imidazol, tris, piry-
,dyna, itd.

Wyjściowe pH

1 jednostka pH
pcwyżej pI biał-
ka lub jak ozna-
czono doświad-
czalnie

Anionowe: octan,
barb,ituran, cytry-
,nian, fosforan, g]icy-
na, itd.

1 jednostka po-
niżej pI białka
lub pH ozrLaczo-
ne doświadczal-
nle

Kationity
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Mając za sobą wszytkie czynności przygotowawcze,
możtra przystąpić teraz do właściwego procesu chro-
matografii jonowymiennej biopolimerów. Metodyce
tego procesu poświęcona zostanie cz. II artykułu.

piśmie]rnictwo
1. DEAE-Sephacel, beaded cellulose ion exchanger. Farmacia

!'ine chelnicals, Uppsala, 19??.
2. DEAE-sepharose cL-6B, cM-sepharose cL-6B for ion ex-

chalrge chromatography. Far.ll]acia Fine chemicals, Uppsa-
la. l976.

KONRAD MALICKI, ELŻBIETA MALICKA, MARIA KATKIEWICZ

Uzyskana przez Marię Pereria de Castro (2)
w Instytucie Biologicznym w Sao Paulo usta-
Iona linia komórek nerki świni. nazwana zgod-
nie z zasadami terminologii hodowłi tkanek (4)
linią IB-RS-2, wykazuje wielką pTzydatność do
izolacji i seryjnego namnażania wielu wirusów.
Jest ona dość powszechnie stosowana w wiru-
sologicznych pracowniach w wielu krajach i w
Polsce do vrykonywania różnych rutynowych
badań wirusologicznych. Duża wzrostowa ak-
tl,tvność linii IB-RS-2 otaz względnie proste i
niedrogie podłoże wzrostowe stosowane do jej
namnażania wydają się przynajmniej teore-
tycznie wskazywać na przydatność tej 1inii do
produkcyjneg.o namnażania wirusa i wykony-
wania badań kontrolnych w produkcji różnych
wirusowych szczepionek.

Celem pracy była porównawcza obserwacja
morfologicznych i cytochemicznych właściwoś-
ci komórek posiadanej linii IB-RS-2, namnożo-
nych metodarni stacjonarną i rotacyjną, Bada-
nia te były powiązane z obserwacją dynamiki
namnażania komórek 1inii IB-RS-Z po wyjęciu
z banku komórek oraz z oceną przydatności
butelek do plazmy w rotacyjnej metodzie na-
mnażania komórek, co stanowi treść oddzielnei
publikacji (7).

Materiał i meto,dy

Hodowle komórek linii IB-RS-2, Z banku komórek
przechowywanych w ciekły.m azocie wyjmowano am-
pułki zawierające zamrożoną zawiesinię komórek 1inii
IB-RS-2 i po właściwyrn odm,rożeniu (8) komórki na-
mnażano w temperaturze 37oC, stacjonarnie w bu-
telkach Legroux ]ulb butelkach Roux 1000 ml. Noto-
wano wyniki mikroskąlowych obserwacji doty,czą-
cych ogólnej rnorfologii komórek i szybkości rozwoju
jednowarstwowej hodowli, Po 4-5przeszczepieniach
hodowli, wykonanych w stosunku 1:2, uzyskiwano
w subkultur,ach p,ulę potomnych komórek wystar,cza-
jącą do założenia po,równywalnych hodowli i prze-
prowadzenia zasadniczych obserwac ji. Zawiesinę
o gęstości ok. 3X105 komórek/ml w płynie namna-
żającym o składzie: podłoże Ea,gle'a 1959 (MEM) 909o,
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Morfologiczne i cylochemiczne obserwocie komórek linil
lB-RS-2 nom nożonych melodomi stocionornq i rołocyinq

zaklad wifttsologii i zaktad Patologii Il)stJ,tutu chorób zakaźnych i Inlvazyjn}.ch
wydziału weterydalyjnego sGGtrv-AR, trl. Grochowska 272, 03-849 warsza\\,a

surowica cielęca 109/o, antybiotyki (benicylina i stl,e-
ptomycyna) po 100 jlm/m1, sporządzano metodą ruty-
nową i rozdzielano po 100 mI do: butelek Roux
1000 ml _ hodowle stacjonarne (I), butelek do pl:r-
zmy 500 rnl - hodowle rotacyjne zwykłe (II) i nu-
telek do plazmy 250 ml, ściśle wypełnionych szkla_
nymi perełkami - hodowle rotacyjne o zwiększonej
powierzchni (III). Kornórki w butelkach Roux inku-
bowano w cieplarce CWE-2, a w butelkach do plazmy
w aparacie ,,Virutor" zaopatrzonym w s6recjalne uch-
wyty (7).

Lamelkowe preparaty. W celu uzyskania pTepara-
tów do badań morf o1ogicznych i cytochemicznych,
przed dodaniem zawie siny komórek do naczyń ho_
dowlanych, na ich wewnętrznej powierzchni przy-
czepiano kropelkami twardej paraf iny od 3 do 6
szkiełek przykrywkowych, dających się póź,niej łatwo
wyjąć w określonym czasie. Bezpośrednio po wyję-
ciu z płynu wzrostowego płukano je w buforowa-
nyrn roztworze fizjologicznym (PBS) i dalsze postę-
powanie uzależniano od przewidywane j metody ba-
dania.

Obserwlrcje morfologiczne i cytochelniczne. Prepa-
raty utrwalano w roztworach odpowiednich dla da-
nej metody badania: w 4ło buforowanej forrrralinie
do barwienia metodą przeglądową hematoksyliną -eożyną, w płynie Carnoy'a do barwienia oranżenr
akrydynowym na zawartość kwasów nukleinowych
metodą wg Belta]anffy'ego (1) oraz w płynie Baker:r
dla badania aktywności kwaśnej fosfatazy metodą wg
Gomori'ego (5). Hodowle nie uitrwalone po,ddawan<l
badaniu aktywności dehydrogenazy kwasu burszty-
nowego meto,dą wg Nachlasa (10). W preparatach
barwiorrych hematoksyliną - eozyną oceniano gęstość
pokładirr komórek i molfoiogię komórek, określano
indeks mito,tyczny (liczba mitoz na 1000 komórek,
ustalana jak,o, średnia arytrnetyczna z 3 pomiarów,
wykonywa,ny,ch dla każdej doświadczonej grupy od-
dzielnie) oraz wielkość jąder komórkowych. Pomiar
wielkości jąder wykonywano aparatem Mop AM 03
firmy Kontrro,m, bezpośrednio z filmu negatywowej
błony f otograficzne j, uzyskanego w mikroskopie
NU-2 Zeissa. Wyniki pomiarów jąder opracowano
statystycznie testem t Studenta, przy poziomie istot-
ności 0,05 oraz 0,01. Obliczenia wykonano na mini-
komputerze PDP 11/34 Digital Equipment Co. Za-
wartość kwasu rybonukleinowogo oceniano w prą)a-
ratach barwionych oranże,m akrydynowym na podsta-
wie intensywności fluorescencji w promieniach ul,tra-
fioletorvy,ch, emitowarrych larnpą HBO 200, w rnikro-
skopie NU-2 Zeissa. Ocenę aktywności badanych en-
zymów przeprowadzano na podstawie obserwacji
ziarnistego strąt,u, powsta jącego w komórkach jako
produkt reakcji.


