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Wyodrebnianie ze zlozonych mieszanin ustrojowych
oraz rozdzial blisko spokrewndonych z sobg polime-
rycznych skladnikéow zZywych organizmdw, stanowi
jeden z kluczowych probleméw badan biochemicznych,
wymagajgeych uzycia wysoko rodzielezych metod la-
boratoryjnych. Jedng z najbardziej uzytecznych do te-
go celu slala sie chromatografia jonowymienna. Glow-
nym czynnikiem warunkujacym rozdziat w tej techni-
ce rozdzielczej jest réznica w wielkosci i rodzaju la-
dunkéw niesionych przez rozpuszczone czasteczki. Dla
przeprowadzenia procesu wystarczajg juz stosunkowo
niewielkie odchylenia w wielkosci tego ladunku, wy-
wolane np. réznica jednego aminokwasu w bialkach
i dlatego ta technika posiada ogromng zdolno$é roz-
dzielczg (3). Poniewaz czesteczki prawie wszystkich
sktadnikéw biologicznych posiadajg tadunek lub sa
polarne, chromatografia jonowymienna moze byé dla
tych zwigzkéw powszechnie stosowana, Pewna dodat-
kowa zaletg chromatografii  z wykorzystaniem jono-
wymieniaczy (jonitow) jest to, ze moze ulatwié za-
geszezanie skladnikéw znajdujacych sie w niskich ste-
zeniach objetodciowo duzych préb. Proces nrozdziatu
charakteryzuje sie prostota, duzym stopniem powta-
rzalnosci, powszechnosci zastosowan (na skale labo-
ratoryjng i techniczng), a jonowymieniacze sg sto-
sunkowo ratwo dostepne w handlu i trwale w uzytko-
waniu.

Zachodzaca w procesie wymiama jonowa moze byt
prowadzona dwoma sposobami: jako adsorpcja jedno-
stopniowa w ukladzie statycznym (jonit — roztwor
proéoby) lub jako proces dynamiczny — w postaci ko-
lumnowej chromatografii (adsorpcja jonowa nodziela-
nych skladnik6éw z fazy ruchomej na nieruchomych
ziarnach jonowymieniacza).

Adsorpcja w ukladzie statycznym polega na zmie-
szaniu jonowymieniacza z roztworem préby i pozo-
stawieniu ukladu do ustalenia sie réwnowagi. Za-
adsorbowany na jonicie interesujacy nas skladnik
moze by¢ naslepnie wymyty w formie zalezonej przy
uzyciu buforu o odmiennym pH lub wyzszej sile jo-
nowej. Kolumnowa chromatografia jonowymienna
wymaga natomiast jonowymieniaczy o odpowiednich
wlasnosciach hydrodynamicznych, pozwalajacych na
nalezyte upakowanie zloza kolumny i warunliujacych
odpowiedni przeplyw fazy ruchomej, duzej ich zdol-
nos$ci wigzacej, co w sumie umozliwia wysoki stopien
rozdzialu izolowanych skladnikow mieszanin, Wigk-
szo$¢ jonowymieniaczy stosowanych w dynamicznej
technice rodzielczej jest z tych wzgledow wytwarzana
w kulistym uziarnieniu., Wysoka zdolno$é wigzgca jo-
nowymieniacza jest niezbedna dla zmniejszenia wy-
miaréw stosowanych kolum, obnizenia stopnia roz-
cieficzenia frakeji z wyizolowanym skladnikiem, za-
pewnienia warunkow dla wysokiego przeplywu, a
stad do szybkiego przeprowadzenia procesu rozdziatu
i regeneracji jonitu.

Jonowymieniacz skilada sie z mierozpuszczalnego
nofnika (matrycy, szkieletu), do ktérego sprzega sie
kowalentnie natadowane grupy. Te grupy sg zobojet-
niane prostymi jonami o znaku przeciwnym (przeciw-
jonami). W przebiegu chromatografii przeciwjony wy-
mieniane sg odwracalnie na posiadajace taki sam la-
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dunek biopolimeryczne skladniki fazy ruchomej, a
proces tem nie ma wplywu na zmiany wlasciwosci
nosnika. Nodnik moze byé tworzony ze zwigzkoéw nie-
organicznych, zywic syntetycznych, polisacharydéw,
itp. Rodzaj i wlasciwosci nodnika okreslajg fizyczne
wiadciwosei jonowymieniacza takie jak: mechaniczng
odporno$é, charakterystyke przeplywu fazy ruchomej,
a takie zachowanie sie w stosunku do substancji
biologicznych i — w duzym stopniu — jego zdolno$é¢
wiazaca-

Poczatkowo jonowymieniacze wytwarzano na gesto
usieciowanych hydrofobowych noénikach z zZywic
syntetycznych. Posiadaly one duig liczbe wbudowa-
nych grup jonowych i wykazywaly wysokg zdolno$éé
wigzgca dla matych jondéw. Dzieki duzej ilo$ci wigzan
poprzecznych w usieciowaniu wykazywaly one znacz-
ng odporno$é mechaniczng lecz zbyt niskg porowatosé
dla rozdzielanych bialek i innych makroczasteczek. Z
uwagi na wysokg gestod¢ ladunkéw (duzg sile wia-
zania) oraz wlasciwosci hydrofobowe prowadzily one
czesto do denaturacji izolowanych labilnych skiadni-
kéw ustrojowych.

Pierwszymi jonowymieniaczami pozbawionymi u-
jemnego wplywu na rozdzielane biopolimery staly sie
jonity oparte na celulozie, opracowane przez Peterso-
na i Sobera (8). Ze wzgledu na hydrofilny charakter
noénika celulozowego posiadaja one malg tendencje
do denaturacji bialek. Do ujemnych cech jonowymie-
niaczy celulozowych nalezaly poczatkowo stosunko-
wo mala zdono§¢ wiazgca 1 ograniczone wtlasnosci
przeplywu spowodowane nieregularng postacig ich
wibkien.

Jonowymieniacze oparte na usieciowanym nosniku
dekstranowym a nastepnie te, oparte na usieciowanej
agarozie, byly pierwszymi w chromatografii jonowy-
miennej, ktoére warunkowaly uzyskanie kulistego u-
ziarnienia jonitu, polgczonego z wysoka porowato$cig
tych ziaren (6). Takie cechy jonitu prowadzily do
polepszenia warunkéw przeplywu fazy ruchomej w
kolumnie i zwickszaly zdolno$é wiagzacg w stosunku
do rozdzielanych makroczgsteczek., Z tych wladnie
wzgledow wiekszo$é jonowymieniaczy stosowanych w
chromatografii biopolimer6w oparta jest na noénikach
z usieciowanych polisacharydéw. Gléwnym eksporte-
rem jonitdw polisacharydowych do naszego kraju jest
szwedzka firma Pharmacia Fine Chemicals, Chrema-
tografii jonowymiennej biopolimeréw z wykorzyst-
niem takich wladnie jonowymieniaczy poéwiecony
jest ponizszy artykul.

Technika izolacji i rozdzialu polimerycznych sklad-
nikéw zywych organizméw przy pomocy jonitéw nie
jest osiggnieciem ostatnich lat. W ciagu ostatniego
éwieréwiecza — nieco krocej w naszym Kkraju — sto-
suje sie ja z powodzeniem do wydzielania i frakcjo-
nowania bialek i kwaséw nukleinowych- Na drodze
do szerszego wykorzystania tej techniki w krajowych
badaniach biochemicznych lezg przeszkody uwarunko-
wane m.in. brakiem polskojezycznych opracowan po-
Swieconych oméwieniu catosci zagadnien metodycz-
nych. Artykut niniejszy ma na celu wyeliminowanie
tej luki.



Nr 1—3

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXVIII

1. Wladciwosei jonowymieniaezy

1.1. Grupy czynne

Obecno$¢ natadowanych grup czynnych jest pod-
stawowqg wlasnodcig jonowymieniacza. Rodzaj grupy
okresla typ sily wigzgcej (typ jonowymieniacza), jej
catkowitag wartosé i uzyteczng zdolnos$é¢ wiazgcg joni-
tu przy wychwytywaniu 1 rozdziale interesujgcych
nas substancji. Jest mozliwe uzyskaé zaréowno do-
datnie, jak i1 ujemne naladowane jonowymieniacze.
Jonowymieniacze z dodatnio natadowanymi grupami
posiadaja zdolno$¢ wigzania ujemnie naladowanych
jonow (aniondw) i dlatego nazywane sg anionitami.
Ujemnie naladowane jonowymieniacze posiadajg zdol-
no$¢ wigzania i rozdzialu dodainio naladowanych jo-
now (kationow) i dlatego noszg nazwe kationitow
(rye. 1).

Ryc. 1. Budowa czgsteczki jonowymieniacza: a) anio-
nitu z wymienialnym przeciwjonem, b) kationitu =z
wymienialnym przeciwjonem

Szereg grup, kiére mogg by¢é wybrane do uizycia
w jonowymieniaczach stosowanych w chromatografii
biopolimeréw zestawiono w tab. 1. Grupy sulfonowe
i aminoczwartorzedowe sg wykorzystywane do wy-
twarzania silnych jonowymieniaczy, grupy fosforano-
we tworzg jonowymieniacze o posredniej sile, za$
inne grupy warunkujg powstawanie stabych jonitéow.
Okreslenie silny i staby odnoszg sie do zmiany stop-
nia jonizacji tych grup wraz ze zmianami pH ukladu.
Silne jonowymieniacze sg calkowicie zdysocjowane
w szerokim zakresie pH, podczas gdy stopien dyso-
cjacji slabych jonowymieniaczy, a wraz z nim zmia-
ny zdolnosci wiazgcej ulegajg znacznemu ogranicze-
niu wraz ze zmianami pH.

1.2. Zdolno$é wigzaca

Zdolnod$é wiagzgca (pojemnosé wigzaca) jonitu mose
by¢ ilodciowo oznaczona jego zdolnoscig do wychwy-
tywania wymienialnego przeciwjonu i dlatego jest
wazng wielko$cig. Zdolnosé ta moze byé wyznaczo-
na jako wiazgca zdolnosé calkowita lub uzyteczna.

Calkowita zdolnosé wigzaca jest liczby ladunkoéw po-
tencjalnie natadowanych grup na gram suchej masy
jonowymieniacza i jest wielkodcig stala. Wiazaca
zdolnosé¢ uzyteczna jest zdolno$cig aktualng, uzyski-
wang dla okreslonej substancji w specyficznych wa-
runkach doswiadczenia. Okresla sie¢ ja w walach (lub
mg) na jednostke masy (objetosci) jonowymieniacza.
Wigzgca zdolnos$é uzyteczna zalezy od ogélnej liczby
natadowanych grup 1 ich dostepnosci (porowatosci
jonowymieniacza), powinowactwa tych grup do roz-
dzielanych substancji, natury izolowanych zwigzkoéw
oraz ich stezenia oraz sily jonowej w fazie ruchomej.
Na wigzaca zdolnosé uzyteczna jonowymieniacza
wplywa w duZym stopniu pH oraz temperatura ukta-
du, szczegdlnie dotyczy to stabych kationitéw i sta-
bych anionitéw. Uzyteczna zdolno$é jonitu jest waznag
wielkoscia, niezbedng dla ustalenia ilo$ci wprowa-
dzanych 1 rozdzielanych substancji w kolumnie chro-
matograficznej. Orientacyjne dane na ternat zdolnosci
wiazace] omawianych jonowymieniaczy w stosunku
do biopolimerdéw podano w tab. 2.

2. Przygotowanie procesu chromatograficznego

Rozdziat lub izolacja biopolimeréw w chromato-
grafii jonowymiennej zachodzg na drodze odwracal-
nej adsorpcji jonowej (7). Wiekszosé procesdéw roz-
dzielczych przeprowadza sie w dwu zasadniczych eta-
pach. W pierwszym z nich nastepuje dozowanie proby
i adsorpcja jej skiadnikéw w zlozu jonowymieniacza
kolumny. Niezwigzane substancje usuwa sie z jej
zloza przy uzyciu jednej objetosci kolumnowej buforu
wyjsciowego. W nastepnym etapie substancje sg eluo-
wane z kolumny i rozdzielane jedna od drugiej. Roz-
dzial ten nastepuje dlatego, poniewaz réznigce sie
w swym ladunku substancje wykazuja rdzne powi-
nowactwo do jonowymieniacza. Schematyczny prze-
bieg procesu chromatograficznego ujety jest na ryec. 2.
Powinowactwa te mogg by¢ regulowane przez zmiany
warunkoéw w ukladzie chromatograficznym, takich jak
sita jonowa i pH. Dzigki zmianom tych warunkow
mozemy wybraé droge zwigzania interesujacej nas
substancji, podczas gdy inne przejdg do eluatu lub
drog zaadsorbowania wystepujgcych w prbébie za-
nieczyszczen, a przepuszczenie substancji jakg zamie-
rzamy izolowaé. Ogoélnie biorge, postepowanie pierw-
sze jest korzystniejsze, poniewaz pozwala na osiagnie-
cie wyzszego stopnia oczyszezenia badanej substancji.

2.1. Wybér jonowymieniacza

Mimo cigglych poszukiwan uniwersalnego jonowy-
mieniacza, zaden z dotad opracowanych nie nadaje
sie do izolacji i rozdzialdw wszystkich biopolimerow.
Klory z jonowymieniaczy lepiej bgdzie spelniaé swig
role dla ckveslonej grupy zwiazkow, zaleze¢ to be-

Tab. 1. Skiadniki chemicznej budowy jonowymieniaczy pulisacharydowych

Typ jonowymieniacza |Rodzaj jonowymieniacza| Noé$nik ‘ Grupa funkcyjna ‘ Przeciwjon
-Se A-25 |
| I)iE:_I*E_)OSephadex A=25 Usieciowany dekstran I ‘
Anionity stabo zasadowe ‘ DEAE-Sepharose Usieciowana agaroza | pyetyly-aminoetyl | Chlorkowy
CL-6B Usieciowana ziarnista |
| DEAE-Sephacel | St i
Anionit silni QAE-Sephadex A-25 i - ‘ Dwuetylo-(2-hydro-
ilnie zasadowy A-50 Usieciowany dekstran | ksypropylo) aminoetyl Chlorkowy
| i
Kationity stabo kwaso- Cclj\/_fggephadex C-25 i Usieciowany dekstran RS Sodow
we | CM-Sepharose CL-6B Usieciowana agaroza { cHelOIL SRR y
| f
Kationit silnie kwasowy Sg_—ssoeﬂphadex C-25 i Usieciowany dekstran | Sulfopropyl Sodowy
i
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Tub, 2. Ficyko-chemiczme wlasnosel jonowymienincry oparlych na nosnikach weglowodanowych
|
Postaé o/ Odpornosé :
Typ handlo- Odpornosé na czynniki Specznianie Warunki | Regeneracja
jonitu wa chemiczna fizycome przeplywu | J
Suchy | Nie rozpuszczalne | Wytrzymuja w au- | Podobnie do | Maksy- Regenerowanie
proszek | w wiekszo$ci roz- | toklawie warunki | zeléw Sepha- | malnie: wiekszych ilosei jo-
w opa~ | puszczalnikow. 120°C  przez 30 | dex G. Czas | 30 ml/em?/ | nitu poza kolumna.
kowa- Trwale w wodnych | min.,, w pH oboj. | zwilzania /godz. dla | Zwykle przemycie
niach roztworach soli, | w roztworze soli. | A-50 dluzszy | A-25 i 60 jonitu roztworem
100 rozpuszczalnikow Podczas jalowienia | niz A-25. Sto-| ml/em?/ soli  zawierajgcym
i 503 g | organicznych, alka- | mogg byé uwalnia- | pief specznia-| /godz. dla | ten sam przeciwjon,
liach oraz roztwo- | ne drobne ilo$ci | nia zalezny | ‘A-50 przy | o wazrastajgcej sile
rach stabo kwa$- | weglowodandw, od sily jono- | ci$nieniu jonowej do 2. Silnie
Jono- nych., W silnie al- | ktére nalezy od- | wej (maleje | stupa wo- | zwiazane lipidy,
wymie- kalicznych 1 silnie | myé buforem,. wraz z jej | dy 2 em/ biatka, itp. usuwa
niacze kwasdnych roztwo- wzrostem) i | /cm wyso- | sie przez przemycie
sefadek- rach hydrolizuja. pH. Ze wzro- | kodei zloza | 0,1 N NaOH, nastep-
sowe Ulegaja wplywom stem pH sto- | kolumny nie woda i buforem
silnych utleniaczy i pien  specz- wyjsciowym do usu-
dekstranaz niania DEAE niecia resztek zasa-
— maleje, dy
CM — roénie.
Specznianie
QAE i SP nie
zalezy prak-
tycznie od
pH.
Zawiesi-| Nie rozpuszczalne | Stosunkowo wyso- | Rozprowadza- | Maksy- Regeneracja w ko-
na w w wiekszo$cei roz- | ko odporme na | ne sg w sta- | malnie: lumnie przez prze-
0,5 M puszczalnikow. dzialanie  czynni- | nie specznia- | 100—120 mycie kolejno na-
NaCl, w| Trwale w wodzie, | kow fizycznych. | lym ml/cm?/ stepujacymi roztwo-
opako- | roztworach soli, | Objetosé zloza ko- /godz. przy | rami:
waniach| rozpuszczalnikach lumny nie wulega ci$nieniu DEAE:
500 ml. | org, w przedziale | zmianom ze Wwzro- stupa wo-| 1 — 1X obj. zloza
Stabili- | pH 3—10. Mogg | stem sily jonowej dy 15 cm/ 1 M octanu sodu
zowane | byé uzywane w |1 pH. katwo przy- /em wyso- pH 3.0
Jono- w §ro- | roztworach miejo- | wraca sie réwmo- ko$ci upa- | 2 — 1,5 obj. zloza
wymie- | dowisku| nowych detergen- | wage kolumny. Mo- kowania 0,5 M NaOH, zo-
niacze 0,01% ha-| tow (Triton X-100) | Ze byé wykorzysty- kolumny stawié na noc
sefarozo-| bitanu i silnie dysocjuja- | wany w temp. do 3 — 15 obj, zloza
we (DEAE) | cych rozpuszezalni- | 70°C i jalowiony w 1 M octan sodu
i 0,01% | kach (TM mocznik). | pH 7 w temp. pH 3,0
mertio- | Stosunkowo odpor- | 110—120°C 4 —  zrébwnowazyé
latu ne na dzialanie buforem wyjsc.
(Cm) mikrobéw CM:
regenerowaé na ko-
lumnie jak jonity
sefadeksowe, potem
przemyé buforem
wyijsc.
Zawiesi-| Trwaly w wodnych | Jak celuloza drob- | Rozprowadza- | Przeplyw | Zwykle poza Kko-
na w 24% roztworach w gra- | noziarnista, Zloze | na w formie | linfowy w | lumng roztworami
etanolu | nicach pH 2—12. | kolumny nie ulega | gotowe] do | ciaglym o wysokim stgzeniu
w opa- | W silnie kwasnych | wplywom zmian | uzycia gradiencie: | soli
kowa- i silnie alkalicz- | pH i sily jonowe] do 10 c¢m/ | Silnie zwigzane sub-
niach nych  hydrolizuje. | buforéw ukladu, /godz. przy | stancje sa usuwane
DEAE- | 500 ml | Silne utleniacze | Kolumna latwa do ci$nieniu 0,1 M NaOH lub ka-
Sephacel rozkladaja jonit. | zréwnowazenia. stupa wo- | tionowymi detergen-
Latwo ulega dzia- | Moze hy¢ jalowio- dy 30 ecm | tami. Koncowe prze-

taniu drobnoustro-
jow, szczegblnie
wobec  fosforanéw
oraz hydrolaz wia-
zan beta glukozy-
dowych

ny w pH 7 przez
30 min. w temp.
120°C

ptukanie w  obu
przypadkach woda
i buforem wyjsc.

dzie od nastepujacych czynnikéw: a) rodzaju i trwa-
b) rozmiaréw czasteczek
(M.cz) jej skladnikéw i ¢) wymagan specjalnych.
Ad a). Skladniki préby sg wiazane do jonowymie-
niacza, gdy wykazujg tadunek przeciwny do tego,
jaki posiada jonit. Wigzanie to jest typu elektrosta-

tosci
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skltadnikéw proby,

tycznego, a zwigzki laczg sig z jonitem w spo_séb
odwracalny. Niektére z izolowanych substancji posia-
daja tylko jeden rodzaj naladowanych grup. W tym
przypadku wybér jonowymieniacza jest prosty. Spra-
wa komplikuje sie natomiast, gdy s}_cladmkl_, ]gtére
rozdzielamy posiadajg zarbwno dodatnio jak i ujem-
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Rye. 2. Schematyczny przebieg chromatografii jonowymiennej
Objasnienia: I—V — kolejne fazy procesu chromatografii, 1 — jony buforu wyjsciowego, 2 — jony rozdzielanych sub-
stancji. 3 — jony gradientu.

nie naladowane grupy (amfolity), a ich tadunek wy-
padkowy zaleiy od pH ukladu, W pewnej wartosci
pH substancja moze wykazywaé sumaryczny ladunek
zerowy. Ta warto$§¢ pH jest okreslana punktem izo-
glektrycznym (pI), a substancja znajdujaca sie w
takim punkcie nie jest wigzana z zadnym jonowymie-
niaczem. Wybér pH buforu wyjsciowego ma na celu
ustalenie sumarycznego tadunku amfoterycznej sub-
stancji. Z tych wzgledéw do procesu chromatografii
jonowymiennej amfolitéw mozna uzyé albo anionitu
albo kationitu. Jednakze w praktyce mozemy doko-
nywaé¢ wyboru pH ukladu wyjsciowego w do$¢ ogra-
niczonym zakresie. Wiele bowiem polimerycznych
skladnikow ustrojowych ulega denaturacji w pH wy-
kraczajacym poza pewien przedzial. Dla tych zwigz-
kéw wybdr jonowymieniacza jest ograniczony warun-
kami ich trwalosci. Ponizej swojego punktu izoelek-
trycznego bialka posiadajg wypadkowy tadunek do-
datni i dlatego mogg by¢ adsorbowane (i rozdzielane)
na kationitach. Powyzej swego pl amfolity te maja
sumaryczny ladunek ujemny i mogg byé izolowane
z wykorzystaniem anionitow. Jednakie wiekszo$¢ tych
biopolimeréw jest trwala w stosunkowo waskim
przedziale pH 5—8 i dlatego uzywa sie do ich chro-
matografii jonowymieniaczy anionowych. Ogélnie bio-
rgc, pH buforu wyjsciowego powinno byé okolo 1
jednostki wyzsze lub nizsze od punktu izoelektrycz-
nego zwigzku, w zaleznosci od tego czy stosujemy
jonowymieniacz anionowy czy kationowy.

Jeéli punkt izoelektryczny izolowanej substancji nie
jest znany, nalezy przeprowadzié¢ prosty test dla ozna-
czenia wyjsciowego pH ukladu chromatograficznego:
— przygotowaé szereg proboéwek,

— do kazdej z nich dodaé 0,1 g jonowymieniacza
sefadeksowego 1ub po 1,5 ml jonowymieniacza se-
farozowego albo celulozowego,

zréwnowazyé zel w kazdej probéwce przez 10-krot-
ne przemycie go 0,5 M buforem. Dla anionitéw
stosowaé bufor w zakresie pH 5—9, dla kationi-
tow — w przedziale 4—8, co 0,5 j. pH odstepu
miedzy probéwkami,

zrownowazyé¢ zel w kazdej probdoéwce buforem o
niskiej sile jonowej przez 5-krotne przemycie zelu

10 ml buforu wyjéciowego o tym samym pH lecz
stezeniu 0,06 M — dla jonowymieniaczy sefadek-
sowych i 0,10 M -— dla sefarozowych i celulo-

zowych,

— doda¢ stalg ilos¢ proby do kazdej z probowek,

-— zmieszaé¢ ich zawartod§é przez 5—10 min,

— pozostawi¢ prob6éwki do opadniecia zelu,

— przeanalizowaé supernatant na obecno$é badanej
substancji.

Nalezy wybraé to pH dla wyjsciowego buforu ukladu
chromatograficznego, w warunkach ktérego substan-
cja wigze sie catkowicie z jonowymieniaczem lecz po-
winno byé ono najblizsze takiemu wykladnikowi jo-
néow wodorowych, przy ktérym ta substancja jest
slabo uwalniana z jonitu i pozostaje w te$cie czescio-
wo w supernatancie. Jesli pH okazaloby sie za niskie
(lub za wysokie przy innym typie jonowymieniacza),
elucja zwiazku z kolumny bylaby utrudniona i na-
lezaloby stosowaé wyzsze stezenia soli do jej prze-
prowadzenia. Wartos¢ wyjsciowego pH moze decy-
dowat¢ o tym, czy uzyjemy w procesie rozdziatu staby
czy silny jonowymieniacz.

Silne jonowymieniacze sg zjonizowane w Szerszym
zakresie pH niz jonity slabe. Te ostatnie zaczynaja
traci¢ swoj ladunek w pH ponizej 6 (kationity) lub
powyzej 9 (anionity). Silne jonowymieniacze np. QAE
lub SP-Sephadex powinny byé uzywane do rozdzia-
16w stabo jonizujgcych substancji. Natomiast jonity
stabe — z wbudowanymi grupami DEAE lub CM —
sg zalecane do rozdzielania bardzo labilnych biopoli-
meréw. Trwalosé¢ skladnikéw — poddawanej rozdzia-
towi proby — zalezy takze od sily jonowej stosowa-
nego uktadu. Jesdli skladnik ulega zmianom w roz-
tworze o niskim stezeniu soli, nalezy wtedy wybraé
jonowymieniacze sefadeksowe z uwagi na ich wyzsze

zdolnosci wigzgce w warunkach zwiekszonej sity
jonowej.
Ad b). Czasteczki rozdzielanych skladnikéw wia-

zane sa przez naladowane grupy nie tylko na ze-
wnatrz powierzchni ziaren lecz takze w porach jono-
wymieniacza. Wielko§é poréw nosnika nie wplywa na
mechanizm wigzania poddawanych chromatografii
skladnikéw lecz odbija sie na zdolnosci wigzacej jo-
nitu, poniewaz naladowane grupy wewngtrz ziaren
jonowymieniacza raz mogg byé dostepne — w innych
przypadkach nie — dla izolowanych zwigzkéw, w
zalezno$ci od rozmiaréw ich czgsteczek.

Skladniki niskoczgsteczkowe (oligopeptydy, nukleo-
tydy. M.cz. 10000). Najbardziej uzyteczne do roz-
dzial6w tych substancji sg jonowymieniacze sefadek-
sowe o malych porach typu C-25 lub A-25. Posia-
dajg one najlepsze relacje miedzy rozdzialem takich

113



Nr 1—3

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXVIII

Tab. 3. Zdolno$é wiazgca jonowymieniaczy w stosunku do bialek (1, 2, 9)
| ) ) Pojemnosé uzyteczna
‘ Pojemnos¢ ogdlna
i £y o 3 ¢ q : H +
Rodzaj jonowymieniacza dla hemoglobiny |I dla albuminy
Tivalie calr mva}/lOO ml TR w g/100 ml w g/100 ml
| vallg ze zelu . w g/ Zelu zelu zelu
_ A-25 " 50 0,5 7 3,1
DEAE-Sephadex A-50 3,520,5 17,5 5 25 10,2
DEAE-Sepharose CL-6B 15 2 10 11,4
DEAE-Sephacel 1,4 +0,1 17,1 8,6
A-25 50 0,3 5
- + ,
QAE-Sephadex ‘A-50 3,0 +0,4 10 6 20
C-25 56 0,4 5
_Se + ’
CM-Sephadex C-50 4,5 +0,5 17 9 35
CM-Sepharose CL-6B 12 10
C-25 . 30 0,2 3
D _ >
SP-Sephadex C-50 2,3 10,3 9 7 97

zwigzkoéw a warunkami przeptywu fazy ruchomej oraz
sg bardzo ekonomiczne w uzyciu.

Zwigzki zbudowane z czasteczek Sredniej wielkodcei
(proste biatka M.cz. 10 000—100 000). Najlepsze rezul-
taty w rozdziale tych zwiazkéw osigga sie przy po-
mocy jonowymieniaczy sefarozowych oraz DEAE-Sep-
hacelu. Jonity sefadeksowe typu A-50 lub C-50, cho-
ciaz posiadajg bardzo wysokie zdolnosci wigzgce dla
takich czasteczek, maja ziarna bardziej miekkie
i gorsze wilasnodci przeptywu fazy ruchomej (tab. 2).

Zwigzki wielkoczasteczkowe (bialka, kompleksy bial-
kowe, kwasy nukleinowe. M.cz. >>100 000). Dla sub-
stancji, ktoérych czgsteczki przekraczajg rozmiary
okreslone masg czasteczkowsg powyzej 100000 dalto-
néw, najbardziej sprawdzaja sie¢ jonowymieniacze
sefarozowe lub DEAE-Sephacel, gdyz posiadajg struk-
ture o najszerszych porach. Dotyczy to jednak tylko
tych substancji, ktérych czasteczki posiadajg mase
molowg nie przekraczajacg 4X108 daltonéw (2). Pory
tych jonowymieniaczy nie sg dostepne dla makro-
czasteczek wykazujacych wigksze rozmiary, poniewaz
tak wielkie molekuly nie bedg zatrzymywane przez
pory zadnego z jonitéw- Czasteczki takie mogg reago-
waé tylko z naladowanymi grupami umieszczonymi
jedynie na powierzchni ziaren jonowymieniacza. Po-
niewaz jonity sefadeksowe A-25 i C-25 maja naj-
mniejsze rozmiary ziaren, ich powierzchnie podsta-
wianja (gestosé !adunku) na jednostke masy beda
najwyzsze w poroéwnaniu z pozostalymi typami jono-
wymieniaczy. Dlatego tez te jonity najlepiej zdaja
egzamin do rozdzielania zwigzkéw o najwyzszej ma-
sie czasteczkowej.

Lipidy. Ta cze$é z lipidowych polgczen, ktérych
czasteczki posiadajg tadunek moze byé izolowana
i frakcjonowana metoda chromatografii jonowymien-
nej. Z uwagi na to, ze zwiazki te sg rozpuszczalne
tylko w rozpuszczalnikach organicznych, proces ich
chromatografii nalezy prowadzié na jonitach ulega-
jacych stosunkowo matym zmianom fizycznym wobec
tych rozpuszczalnikéw. Sa to = DEAE-Sepharoza
i DEAE-Sephacel.

Substancje o nieznanej masie czasteczkowej. W
przypadku, gdy nie jest nam znana masa czgstecz-
kowa rozdzielanych skladniké6w zaleca sie uzywaé
jonowymieniaczy sefarozowych lub DEAE-Sephacelu,
poniewaz te jonity sg latwe w przygotowaniu i po-
siadaja stosunkowo dobra uzyteczng zdolno§é wigzgca
w calym zakresie spotykanych mas czasteczkowych.
Zdolno$¢ ta nie jest jednakowa dla biopolimeréw o
roznej wielkosci czgsteczek. Zalezno$¢ miedzy masa
czastedzkowy rozdzielanych zwigzkéw a uzyteczng
zdolnoscia wiazacg jonitéw ujmuje tab. 4 (5).
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Tab. 4. Zmiany uzytecznej zdolnoSci wigigcej jono-

wymieniaczy w zaleznosci od wielkodci rozdzielanych

czgsteczek (M.cz.). Dane uzyskane w 0,01 M buforze
tris-HCL, pH 8,0 (5)

Alfa-lakto- |

. Albumina ’ Ferrytyna
Jono- (Abumina | wr o 67000 | Mcz. 240000
wymieniacz | M.cz. 14000 | |
img/ml' mg/g 'mg/mll mg/g ‘'mg/ml mg/g
|
DEAE-Sepha- ‘
dex A-25 191 | 1324 31 216 2 | 14
DEAE-Sepha- ' i
dex A-50 10 . T41 102 7556 1 | 74
DEAE-Sepha- ; | |
rose CL-6B | 45 546 115 1397 | 4,3 | 52
DEARE-Sepha- i |
cel 38 367 86 830 8,6 83
Ad c¢). Przy stalym dokonywaniu rozdzialdw tej

samej préby, proces moze byé powtarzany wielo-
krotnie na tej samej kolumnie. Dotyczy to szczeg6l-
nie wypelnien z jonowymieniaczy opartych na Sepha-
rozie CL-6B i DEAE-Sephacelu, Jonity te wykazujag
bowiem niewielkie zmiany objetosci w rbézinych wa-
runkach pH 1 sily jonowej stosowanych buforow,
a kolumny wypelnione tymi zelami sg gotowe do
powtérnego uzycia po zakonczonym procesie rozdzia-
Ty, bez rozpakowania.

2.2. Dobdr buforu

Przystepujac do doboru buforu wyjsciowego nalezy
wzigé pod uwage sklad mieszaniny buforowej, war-
tos¢ jego pH i sily jonowej., Jesli jony mieszaniny
buforowej niosg tadunek przeciwny do fadunku grup
funkcyjnych jonowymieniacza, mogg one braé cze$-
ciowo udzial w procesie wymiany jonowej i wywo-
tywa¢ miejscowe zakldcenia w pH ukladu chromatogra-
ficznego. Z tych tez wzgleddéw korzystniej jest uiywac
bufor kationowy 2z jonowymieniaczem anionowym
i anionowy bufor przy prowadzeniu rozdzialu na ka-
tionicie. Szereg przykladdéw takich ukladow zawiera
tab. 5 (5).

Wartoéé pH buforu wyjsciowego i jego sila jonowa
powinny byé tak dobrane, aby substancja, ktéra chce-
my wyizolowaé ze zlozonej mieszaniny, byla wigzana
przez jonowymieniacz umieszezony w kolumnie. pH
buforu wyjsciowego nalezy ustali¢é w pierwszej ko-
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lejno$ci. Winno mie¢ ono takg wartosé, zeby roz-

puszczona w uim substancja posiadala wypadkowy

tadunek przeciwny do ‘fadunku jonowymieniacza.

Wyjsciowe pH powinno byé okolo 1 j. wyizsze od pl

substancji izolowanej na anionicie i ok. 1 j. ponizej

pl substancji wyosabnianej na kolumnie z kationitem.

Ustalenie to wynika z faktu, iz substancje tracg wia-

zanie z jonowymieniaczem okoto 0,5 j. pH od wartosci

ich punktéw izoelektrycznych przy sile jonowej buforu

w granicach 0,1 (9). Buferowe pH powinno takze

uwzgledniaé trwalo$é naladowanych grup jonowymie-

niacza.

Natomiast jesli chodzi o sile jonowsg buforu wyjscio-
wego to przy jej ustalaniu stosujemy nastepujacy
zasade. Wybieramy zawsze najwyisza wartos¢ sity
jonowej, ktoéra umozliwia jeszcze zwigzanie intere-
sujacej nas substancji z jonowymieniaczem, a jedno-
cze$nie stanowi najnizszg sile jonows powodujaca
elucje substancji z kolumny. W takich warunkach
sily jonowej uzyskuje sie pewnosé¢, ze izolowany zwig-
zek adsorbuje sie, a maksymalna ilo$¢ niepozadanych
substancji jest usuwana z jonitu (lub pozostaje na
jonowymieniaczu po elucji pozadanych skladnikow).
Przy wyborze sily jonowej nalezy mie¢ takie na
uwadze, ze sole odgrywajg duza role w stabilizacji
struktury rozdzielanych bialek i dlatego staje sie waz-
ne aby sita jonowa buforéw nie byla zbyt niska i za-
bezpieczala izolowane bialka przed denaturacja.
Wszystkie jonowymieniacze tu omawiane warunkujg
dos¢ wysoka zdolnoéé wigzacg i umozliwiajg rozdzial
przy stosunkowo duzych silach jonowych buforéw.
Dlatego nie zachodzi obawa znacznego stopnia dezak-
tywacji rozdzielanych na nich zwigzk6éw bialkowych.
Test probéwkowy dla ustalenia sity jonowej buforu
wyjsciowego:

— przygotowaé szereg probowek z jonowymieniaczem,
jak przy ted$cie majacym na celu ustalenie pH
buforu wyjsciowego,

— zrownowazy¢ jonowymieniacze w kazdej probowce
przy pomocy 0,5 M buforu o ustalonym wczeéniej
pH (przemy¢ 10X10 ml)

— zrownowazy¢ jonit w kazdej probéwce przy uzyciu
roztworéw NaCl o sile jonowej odpowiadajace]
stezeniu od 0,05 M do 0,5 M — dla jonowymienia-
czy sefadeksowych i od 0,01 M do 0,3 M NaCl —
dla jonitéw sefarozowych i DEAE-Sephacelu —
0 tym samym — wybranym wczeéniej pH (przemyc¢
53X10 ml). Wystarczajg odstepy miedzy stezeniami
NaCl réwne 0,05 M,

— dodaé¢ probke do wszystkich probéwek i spraw-
dzi¢ supernatant na jej zawartosé¢, jak w po-
przednich testach.

Wszystkie bufory powinny byé przed uZzyeiem odpo-
wietrzone.

Tab. 5. Bufory stosowane w chromatografii
jonowymiennej biopolimeroéw
Jonowy- Zalecane jony
mieniacz buforu Wyjsciowe pH
Anionity Kationowe: alkilo-F 1 jednostka pH

| aminy, alkohol ami- | powyze] pl bial-
noetylowy, amoniak, | ka lub jak ozna-
etyleno-dwuamina, | czono doSwiad-
imidazol, f{ris, piry- | czalnie
dyna, itd. ‘
Kationity Anionowe: octan,J 1 jednostka po-
barbituran, cytry- | nizej pl biatka
| mian, fosforan, glicy- ‘ lub pH oznaczo-
| na, itd. ne do$wiadczal-

| nie

2.3. Przygotowanie jonowymicniacza

Majge wybrany odpowiedni jonowymieniacz nalezy
zréownowazyé go buforem wyjsciowym. Wszystkie o-
mawiane jonowymieniacze dostarczane sg przez pro-
ducenta w formie soli i nie wymagajg frakiowania
kwasami i zasadami przed zréwnowazeniem, Poste-
powania dla zréownowazenia jonowymieniaczy sefadek-
sowych, ktérg sz rozprowadzane w postaci suchych
proszkow, rézni sie nieznacznie od tego, jakie sto-
sujemy dla jonowymieniaczy sefarozowych i DEAE-
-Sephacelu — znajdujgcych sie w handlu juz w for-
mie specznialej.

Jonowymieniacze sefadeksowe powinny by¢ spegcznia-
ne w roztworze o takim pH i sile jonowej, jakie
zostang zastosowane na poczatku rozdzialu. Calkowite
specznianie zabiera 1—2 dni, gdy proces prowadzimy
w temperaturze pokojowej lub 2 godz. (w pH 7) na
wrzgeej lazni wodnej. Specznianie w podwyZszonej
temperaturze powoduje jednoczesnie odpowietrzenie
selu. Podezas speczniania zaleca sie intensywne i clag-
le mieszanie (np. przy pomocy mieszadla magnety;z-
nego), aby zapobiec zlepianiu sie ziaren jonowymie-
niancza, Bufor do powyiZszego protesu musi zawierac
ten sam przeciwjon, jaki znajduje sig w jonowymie-
niaczu. Podczas speczniania nalezy kilkakrotnie usu-
naé supernatant i uzupelni¢ go swiezym buforem.

Jonowymieniacze sefarozowe i DEAE-Sephacel roz-
prowadzane sa w stanie zwilzonym. Jezeli dalsza
procedura przygotowawcza nig wymaga zmiany prze-
ciwjonu, postepowanie przygolowawecze obejmuje tyl-
ko zrownowazenie jonitu buforem wyjsciowym, W
przypadku gdy rownowazenie to wymaga buforu o
niskiej sile jonowej, osiaga sig je znaeznie szybciej,
jesli przemyje sie jonit najpierw 10X bardziej ste-
zonym roztworem buforu, a potem paroma objetos-
ciami buforu wyjiciowego o tym samym pH. Nato-
miast gdy proces chromatograficzny wymaga wprowa-
dzenia innego przeciwjonu, zamiast oryginalnie wy-
stepujacego (tj. innego niz sodowy Iub chlorowy),
postgpujemy wg nizej opisanej procedury. Wymagana
iloé¢ jonowymieniacza rozprowadza sig w nadmiarze
135—-10 M reztworu soli nowego przeciwjonu. Po
opadnieciu i dekantacji zawiesiny jonowymieniacza
dolewa sie nastepng porcje roztworu nowej soli. Pro-
ces zmiany roztworu soli i dekantacji zelu Jjonitu
powtarza sie kilkakrotnie. Po ostainiej dekantacji jo-
nowymieniacz nadaje sie do dalszego wykorzystania.

Tlo§¢ jorowyrieniacza, wymagana dla okreslonego
rozdzialu, zalezy od wielkoSei préby poddawanej pro-
cesowi chromatografii oraz uzytecznej zdolnoSei wig-
zacej jonitu w stosunku do skladnikéw tej proby.
Najlepsze warunki vozdzialu majg miejsce wiedy, gdy
wykorzystuje sig nie wiecej niz 10—20% tej zdolnosci
wiazacej. Wartoéé ta moze byé¢ przekroczona fylko
w takich przypadkach, kiedy rozdzial miedzy sklad-
nikami jest wyjatkowo dobry. Uzyteczna zdolnosé
wigzgea jonowymieniacza — w stosunku do substancji
poddawanych pierwszy raz rozdzialowi chromatogra-
ficznemu — moze byé oznaczona w prosty sposoh.
Wystarczy przez matg kolumne o znanej ilosci jono-
wymieniacza przepuszcza¢ roztwér proéby w warun-
kach wyjsciowych do$wiadczenia, az do momentu po-
jawienia sie skladnika w wycieku. Z objetosci prze-
puszczonego roztworu, stezenia skladnikéw i ilosci
jonowymieniacza latwo teraz wyliczy¢ ilo§é skladnika
zwigzanego na kolumnie, przypadajacego na jednostke
masy (objetosci) jonitu — co réwnowaine jest jego
uzytecznej zdolnosci wigzacej, Alternatywnie mozna
przeprowadzié test probowkowy, podobny do opisa-
nych poprzednio, z tym ze jedyna teraz zmienng
ma by¢ ilos¢ wprowadzonej proby. Uzyskana wartosé
zdolnos$cl wigzacej powinna by¢ pomnozona Przez
5—10, aby otrzymaé¢ iloé§¢ jonowymieniacza potrzeb-
nego do danego procesu chromatograficznego. Tak
wyliczona ilo§é¢ jonitu wystarcza zaréwno do statycz-
nego sposobu wymiany jonowej, jak i procesu pro-
wadzonego w sposéb dynamiczny — tj. w chroma-
tografii kolumnowej.
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Majac za sobg wszytkie czynnosci przygotowawecze,
mozna przystapi¢ teraz do wlasciwego procesu chro-
matografii jonowymiennej biopolimeré6w. Metodyce
tego procesu poswiecona zostanie cz. II artykulu.
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Morfologiczne i cytochemiczne obserwacje komérek linii

IB-RS-2 namnozonych metodami stacjonarng i rotacyjng

Zaklad Wirusologii i Zaklad Patologii Instylutu Chordb Zakaznych i Inwazyjnych
Wydzialu Weteryraryjnego SGGW-AR, ul. Grochowska 272, 03-849 Warszawa

Uzyskana przez Marie Pereria de Castro (2)
w Instytucie Biologicznym w Sao Paulo usta-
lona linia komérek nerki $wini, nazwana zgod-
nie z zasadami terminologii hodowli tkanek (4)
linig IB-RS-2, wykazuje wielkg przydatnosé do
izolacji i seryjnego namnazania wielu wiruséw.
Jest ona doé¢ powszechnie stosowana w wiru-
sologicznych pracowniach w wielu krajach i w
Polsce do wykonywania roéznych rutynowych
badan wirusologicznych. Duza wzrostowa ak-
tywnosc¢ linii IB-RS-2 oraz wzglednie proste i
niedrogie podloze wzrostowe stosowane do jej
namnazania wydaja sie przynajmniej teore-
tycznie wskazywaé na przydatnosé tej linii do
produkecyjnego namnazania wirusa i wykony-
wania badan kontrolnych w produkceji réznych
wirusowych szczepionek.

Celem pracy byla poréwnawcza obserwacja
morfologicznych i cytochemicznych wlasciwos$-
ci komoérek posiadanej linii IB-RS-2, namnozo-
nych metodami stacjonarng i rotacyjng. Bada-
nia te byly powiazane z obserwacja dynamiki
namnazania komorek linii IB-RS-2 po wyjeciu
z banku komoérek oraz z oceng przydatnoscei
butelek do plazmy w rotacyjnej metodzie na-
mnazania komoérek, co stanowi tresé¢ oddzielne]
publikacji (7).

Material i metody

Hodowle komérek linii IB-RS-2. Z banku komoérek
przechowywanych w cieklym azocie wyjmowano am-
pulki zawierajgce zamrozong zawiesinie komoérek linii
IB-RS-2 i po wlasciwym odmrozeniu (8) komoérki na-
mnazano w temperaturze 37°C, stacjonarnie w bu-
telkach Legroux lub butelkach Roux 1000 ml. Noto-
wano wyniki mikroskopowych obserwacji dotycza-
cych ogélnej morfologii komérek i szybko$ci rozwoju
jednowarstwowe] hodowli. Po 4—5 przeszczepieniach
hodowli, wykonanych w stosunku 1:2, uzyskiwano
w subkulturach pule potomnych komoérek wystarcza-
jaca do zalozenia poréownywalnych hodowli i prze-
prowadzenia zasadniczych obserwacji. Zawiesine
o gestosci ok. 3X105 komoérek/ml w pilynie namna-
zajagcym o skladzie: podloze Eagle’a 1959 (MEM) 90%,
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surowica cieleca 10%, antybiolyki (penicylina i stre-
ptomycyna) po 100 jm/m!l, sporzadzano metodg ruty-
nowg i rozdzielano po 100 ml do: butelek Roux
1600 ml — hodowle stacjonarne (I), butelek do pla-
zmy 500 ml — hodowle rotacyjne zwykle (II) 1 bu-
telek do plazmy 250 ml, $ci$le wypelnionych szkla-
nymi peretkami — hodowle rotacyjne o zwiegkszone]
powierzchni (III). Komérki w butelkach Roux inku-
bowano w cieplarce CWE-2, a w butelkach do plazmy
w aparacie ,,Virutor” zaopatrzonym w specjalne uch-
wyty (7).

Lamelkowe preparaty. W celu uzyskania prepara-
tow do badan morfologicznych 1 cytochemicznych,
przed dodaniem zawiesiny komoérek do naczyn ho-
dowlanych, na ich wewnetrznej powierzchni przy-
czepiano kropelkami twardej parafiny od 3 do 6
szkielek przykrywkowych, dajgecych sie poOZniej latwo
wyjaé w okreSlonym czasie. Bezposrednio po wyje-
ciu z plynu wzrostowego plukano je w buforowa-
nym roztworze fizjologicznym (PBS) i dalsze poste-
powanie uzalezniano od przewidywanej metody ba-
dania.

Obserwacje morfologiczne i cytochemiczne. Prepa-
raty utrwalano w roztworach odpowiednich dla da-
nej metody badania: w 4% buforowanej formalinie
do barwienia metodg przegladowa hematoksyling —
eozyna, w pilynie Carnoy’a do barwienia oranzem
akrydynowym na zawartoéé kwasdbw nukleinowych
metoda wg Bertalanffy’ego (1) oraz w plynie Bakera
dla badania aktywnosci kwasnej fosfatazy metodg weg
Gomori’ego (5). Hodowle nie utrwalone poddawano
badaniu aktywnosci dehydrogenazy kwasu burszty-
nowego metoda wg Nachlasa (10), W preparatach
barwionych hematoksyling — eozyna oceniano gestosé
poktadu komoérek i morfologie komérek, okreslano
indeks mitotyczny (liczba mitoz na 1000 komorek,
ustalana jako Srednia arytmetyczna z 3 pomiardw,
wykonywanych dla kazdej do$wiadczonej grupy od-
dzielnie) oraz wielkoé§é jader komérkowych. Pomiar
wielkosci jader wykonywano aparatem Mop AM 03
firmy Kontrom, bezposrednio z filmu negatywowej
btony fotograficznej, uzyskanego w mikroskopie
NU-2 Zeissa. Wyniki pomiaréw jader opracowano
statystycznie testem t Studenta, przy poziomie istot-
nosci 0,05 oraz 0,01. Obliczenia wykonano na mini-
komputerze PDP 11/34¢ Digital Equipment Co. Za-
warto$é kwasu rybonukleinowego oceniano w prepa-
ratach barwionych oranzem akrydynowym na podsta-
wie intensywnodci fluorescencji w promieniach ulira-
fioletowych, emitowanych lampg HBO 200, w mikro-
skopie NU-2 Zeissa. Ocene aktywnos$ci badanych en-
zyméw przeprowadzano na podstawie obserwacji
ziarnistego stratu, powstajacego w komdrkach jako
produkt reakeji.



