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Zplisob separace gangliosidovych frakei
ionexovou chromatozrafii.

Rychldé separace gangliosidovych frakci
na organickych hydrelilnich makroporéz-
nich ménidich aniontd glykol-methakrylato-
vého typu otevird moZnosti Gdelné pfipra-
vy téchto biopreparédtd z homogenatl Zivo-
¢isuych tkani {zejména z mozku]} v labora-
tornim i v&tSim vyrobnim méritku. Vyndlez
popisuje chromato-rail na stfedué hazic-
kych hydrofilnich anexech, kieré tak citli-
vé a slozité latky, jakymi gangliosidy jsou,
neposkozuji vedlejsimi 10akcemi. Mozkové
gangliosidy se chromatografuji podle ob-
sahu kyseliny sialové v molekule na die-
thylaminoethylovém rigidnim glykolmetha-
krylatovém makroporéznim hybridnim ane-
xu linedrnim gradientem: methanol — 0,2 M
octan amonny, draselny nebo sodny v me-
thanolu za tlaku 0,1 aZ 2,0 MPa za labora-
torni teploty pPi specifickém pratoku do
10 ml/cm?. min.
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Vynalez se tykd zpllsobu separace gan-
gliosidovych frakei ionexcvou chromatogra-
tif.

Gangliosidy jsou kyselé glykosfingolipi-
dy. Jejich molekula obsahuje vZdy hydro-
fobni ¢adst — ceramid tvoreny vyS3im ali-
fatickym aminoalkoholem — sfingosinem a
vy88i mastnou kyselinou a hydrofilni ¢4st
— oligosacharid obsahujici riizny polet he-
X0s a aminohexos a jednu nebo nékolik mo-
lekul kyseliny sialové {N-acetylneuramino-
vé, eventudlné N-glykolylneuraminové aj.).

V Zivodisnych tkdnich nejsou piitomny ve
vysoké koncentraci. V nejvétSim mnoZstvi
jsou pritomny v mozkové tkdni, a to zejmeé-
na v 3edé hmoté mozkové. Chemicky d&isté
gangliosidy se uplatfiuji jako biopreparaty.

Starsi postupy izolace gangliosidi vytie-
pdvédnim uneumoZiiovaly dostatetné ¢isténi
a absorpéni chromatografie. nevedla —
vzhledem Kk rozmanitosti jednotlivych 14-
tek — k izolaci chemickych individui. Pou-
Zitim novéjSich adsorhentii pro vysokotla-
kou kapalinovou chromatografii (HPLC) se
sice podafilo rozliSeni hlavnich héZuych
gangliosidfi, ale pro moZnost izolace i mi-
noritnich komponent je obecné vuZivdna kom-
biitace ionexcové a adsorpéni chromatogra-
fie.

RGzny obsah kyseliny sialové v mono-,
di-, tri-, tetra-, event. pentasialogangliosi-
dech byl zdkladem pro jejich postupnou i-
zolaci z kolony diethylaminoethyl-auexi
(DEAE] eluci vzestupnou konceutraci ace-
tadtovych iontdl v methanolu. K tomuto Gde-
lu bylo rovndZ pouZito dietylaminoetbylde-
rivatu s matrici celul6zovou, polysacharido-
vou a silikagelovou (ddle jen DEAE silika-
gel).

Mono-, di-, a trisialozangliosidy byly dale
déleny adsorpéni chromatografii na total-
né poréznim silikagelu a podafila se izo-
lace jednotlivych gangliosiddi ve velké ¢&is-
toté.

V3echny uvedené nosi¢e byly vSak pouZi-
ty pro klasickou nizkotlakou chromatogra-
fii. Separace na nich trvala rfadu hodin aZ
dni.

Predmétem vyndlezu je zplisob separace
gangliosidovych frakci ionexovou chroma-
tografii, jehoZ podstatou je, Ze gangliosidy
mozkové se chromatografuji, podle obsahu
kyseliny sialové v molekule na diethylami-
noethylovém rigidnim glykolmethakrylato-
vém makroporéznim hybridnim anexzu li-
nearnim gradientem: methanol — 0,2 M oc-
tan amonny, draselny nebo sodny v metha-
nolu za tlaku 0,1 aZz 2,0 MPa za laborator-
ni teploty pf¥i specifickém pritoku do 10
ml/cm?. min.

Vyndlez Fesi vyrobu gangliosidovych frak-
ci, charakterizovanych obsahem jedné nebo
nékolika skupin sialové kyseliny, extraho-
vanych ze zvifeci mozkové tkané& rychlou
ionexovou chromatografii na stfedné& basic-
kém tvrdém hydrofilnim makroporéznim
glykomethakryldtovém meéni¢i aniontd v
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prostiedi methanolu linedrni gradientovou
eluci vhodnym pufrem s vyuZitim kontroly
prib&hu chromatografie mérenim elektric-

* ké vodivosti efluentu.

Ve srovndni s predchozimi zndmymi po-
stupy postup podle vyndlezu dovoluje pro-
vést sorpci a separaci ganliosidli b&hem 30
minut a otevird perspektivy pro je§té rych-
1ej8i déleni. VyuZivd diethylaminoethylova-
ného derivdtu jemnozrnného makroporéz-
niho rigidniho €isté organického kopolyme-
ru glykolmethakryldtového typu, dale jen
Spheron — DEAE nebo DEAE -— Separon
HEMA [Mike$ O. a kol. J. Chromatogr., 180
(1979} 17, A. 0. 187563 a A. O. 189539].

Tento stifedné hasicky anex obsahuje hyb-
ridni (hydrofobn&/hydrofilni) matrici s do-
stateéné velikymi poéry, dovolujicimi pene-
traci latek o molekulové hmotnosti aZ
1000000 daltonfi, takZe gangliosidy mohou
dobie pronikat k funkénim skupinadm ione-
x1u1. Matrice je pFitom dostatetné& tvrda, tak-
7e dobie snasi tlaky nékolika desitek aZ sto
atmosfér. Tato mairice neni silné hydro-
fobni, jako je tomu napf. u styren-divinyl-
benzenovych anexil, které by interagovaly
s hydrofobnimi gangliosidy, je v8ak dale-
ko pevné&jsi neZ mékké hydroflilni anexy ce-
lulézového, polydextranového nebo agaro-
zového typu, které se dosud k separaci gan-
gliosidil vZivaly, avSak které nedovoluji
rychly pritok, pon&vadZ nelze pouZit vel-
ky tlak. Nami pouZity glykolmethakrylato-
vy anex méa podstatné vétsi kapacitu neZ
DEAE — silikagel [Kundu S. K. a kol., J.
Chromatogr., 170 (1979) 65], ktery je sice
také tvrdy, avSak otdzka dostatetné kapaci-
ty je velmi vyznamné pro vyrobni ufely. A-
nexy s polysacharidovou matrici [Momoi
T. a spol, Biochim. Biophys. Acta, 441
(1976) 488, Ledeen R. W. a Yu R. K., Me-
thods Enzymol., 83 (1982) 139, Iwamori M.
a Nagai Y., Biochim. Biophys. Acta, 528
(1978) 252] nebo s polysacharidovym po-
vlakem [Fredman P. a spol.,, Biochim. Bio-
phys. Acta, 618 (1980) 42] maji sice vys-
§i vazebné kapacity neZ DEAE — Silikagel,
avSak anexy glykolmethakrylatového typu
podle vynélezu jsou na rozdil od nich na-
prosto neStépitelné Zadnymi enzymy v pri-
rodé se vyskytujicimi a proto doble odola-
vaji mikrobidlni infekci, coZ je rovndZ z
provozniho hlediska dtileZité. Pro tyto ione-
xy je také typickd velkd chemickéa cdolnost.

Glykolmethakryldtové matrice dovoluji
nap¥. rychlou dikladnou regeneraci 2M HCl
a 2M NaOH i pfPi opakovaném pouZivdni.

Dalsi vyhodou je, Ze se ionex snadno re-
generuje a ekvilibruje p¥imo na kolonég, tak-
7e neni nutné jeho vyjimédni z kolony a o-
pétné plné&ni pfed dalsi chromatografii. V
podstaté se pouze piepinaji roztoky privé-
déné na kolonu: 1) vzorek, 2] methanol k
ekvilibraci, 3) elu¢ni roztoky pfipravované
v gradientovém misi&i, 4) 2M octan amonny
k b&Zné regeneraci a 5) methanol k ekvi-
libraci.
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Takové prepindni lze snadno zmechani-
zovat ¢i programované automatizovat, coZ
je dalsi predpoklad k @felné moderni vy-
robg&. PouZiti linedrnich gradientd misto v
tomto oboru béZné uzivanych konkavaich
velmi usnadiuje nejen instrumentaci celé-
ho zafizeni, ale 1 vyhodnocovéni separaci
Dosud nepouZivané zavedeni kontrely cihra
matografie gangliosidd meéfenim elektrické
vodivosti prividénych methanolickych roz-
tokl a vyteklych frakci, kKteré je velmi snad-
né, umoziuje vybornou kontrolu celébo ko-
lonového procesu bez nutnosti specidlniho
detektoru. To vSe jsou prednosti nami po-
pisovaného zpflisobu frakcionace gangliosi-
dového extraktu, které jsou vyznemng =z
hlediska vyroby téchto latek.

Velmi vyznamné je suiZeni doby separace
0 1 az 2 Fady ve srovndni s diive publiko-
vanymi metodami, coZz je z hlediska pro-
voznl ekonomiky velmi dilleZité.

Zplsohem podle vyndlezu lze dosahuout
frakcionace gangliosidil pouze ionexovou
chromatografii podle podtu kyscliny sinlo-
vé v. molekule na monc-, di-, tri-, tetra-,
peutasialogangliosidy.

Je zudmo, Ze pro potfeby vysokotlaké
chromatografie gangliosidll je pouZit silng
basicky organicky ionex Mono O (Pharma-
cia, Uppsala) s pomoci stupiovitého gra-
dientu octanu draselnéhc v rozsahu kon-
centraci 0—0,225M v methanolu a za prito-
ku 2 ml/min. [Mansson ]. E., Rosengren B.
a Svennerholm L., J. Chromatogr., 322 (1985)
465-—472.].

Popsany zplisob spliiuje poZadavky na
rychlost déleni s pouZitim stfednich tlakl
i na zatiZenl. Nevyhodou vsak je, Ze dosa-
Zené déleni gangliosidd se nefidilo vizdy
mnoZstvim vdzané sialové kyseliny, nybriZ
znatnd ¢dast gangliosidu CQ1b byla eluova-
na spolu s monosialogangliosidy a v&isi
mnoZstvi trisialogangliosidu GT1b a malé
mnoZstvi disialoganzliosidli bylo evulovd-
no s tetrasialogynzliosidy.

Silné basickd kvartérni amouniova skupi-
na anexu Mono (Q Kkatalyzuje laktonizsci
GQlb na kolon& a vyvolavd pcruchy chro-
matografické separace na zikladeé sialrvé
kyseliny. Ndmi pouzity DEAE-Sphercn DEATR-
-Separon HEMA je slabé& aZ stfedné& hasicky
anex, a proto jeho funk&ni skupina neka-
talyzuje destrukéni reakce a pfi chromato-
grafii nevznikaji artefakty.

Dale jsou uvedeny priklady provedeni zpii-
sobu separace gangliosidovych frakci ione-
xovou chromatografii podle vyndlezu.

Priklad 1

Byly pfipraveny gangliosidy k separaci,
oznateno dale jako vzorek 1. [Suzuki, ].
Neurochem., 12 [1965) 629—638.]

Anex Spheron DEAE 1000, zrnéni 25—40
um kapacita 1,6 mequiv/g byl vpraven ve
formé& suspenze v methanolu do kolony o
praméru 0,9 cm aZ vytvoril sloupec vysoky
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21 cm. Pak byl v koloné& promyvan 2M roz-
tokem octanu amonného v methanolu (80
mililitrd] a ten byl pak vymyvén Cistym me-
thanolem (200 ml). Pctéd bylo 47,3 mg gan-
gliosidft (vzerek I} rozmichéno v 1 ml smé-
si methanol —voda 1 : 1 na suspenzi, kie-
ra byla vpravena na vrchol! anexové kolo-
ny. kolona byls promyvdna 5 ml methano-
lu a pak stoupajici koncentraci octanu a-
monného. Byly pouzity dva linedrni gra-
dienty, prval cd 0 do 0,15 M octanu amon-
siého v methanolu (celkem 823 1), druhy
strm@isi od 0,15 do 1 M octanu amonného v
methanelu [celkem 70 ml). Kolena byla pak
resenerovana promyiim 69 ml 1M ocianu a-
monseho v methanoly a ekvilibrovana 200
mililitry methanclu.

Pouzity bydrostaticky pietlak odpovidal
rezdilu hladiny reservodru a vytokn 1,8 m.’
Frakce 1 ml byly brany v intervalech 5 mi-
net a byly  vyhcdnocovany  tenkovrstvou
chiromatografii. Podle vysledklt analyz mo-
nosialogangliosicy byly obsaZeny ve frak-
cich 33 —42; disialo- ve frakcich 44-—-55;
trisielo- ve frakcich 56—64 a tetra- ve frak-
cich 65-70.

Podle odhadn z kolorimetrického vyhod-
noceni bylo sice ve spojenych frakcich zis-
kdno 67 Y% vézanéd kyseliny sialové ve srov-
ndni s nanesenym vzorkem, aviak pouze
cdadeleni monosialosangliosidd hvle @plugé,
mezi di-, tri-, tetradsrivaty dechéazelo &
castetnému prekryvani v tipati piki.

Priklad 2

Gengliosidy (vzorek [) byly pfipraveny
podle prikladu 1.

PouZity anex byl Spieren DEAE 1000,
zrnéni 17 «m, kapacitz 1,6 mequiv/1 g. Anex
v OH™ cyklu byl vpraven do kolony ve for-
mé ke3e v methancly 3 updchovan pulsni
metodou {Mikes 0., v Compreheansive Bio-
chemisiry, Vol. 8, Separation Metheds, Z.
Deil (Editor): Elsevier, Amsterodam 1984,
s. 242], Pak byly na vrchol koleny nanese-
ny pedvrstvenim gangliosidy (vzorek 1) v
muozstvi 15 me, suspendovanéd ve smési 40
©1 vody a 300 ul methanolu. Po kratké iso-
kratické eluci methanclem {20 ml) hyla na
kolonu pfivedena scustava iyt linedrnich
gradientll [viSechny roztoky jsocu methano-
lické):

1] 30 ml MeOH 4 30 ml 0,1 M octan amon-
ny,

I1) 10 ml 0,1M + 10 ml 0,5M,

I11) 10 ml 0,5M ~+ 10 ml 1M,

IV) 10 ml 1M + 10 ml 2M octanu amou-
ného.

Elu€ni roztoky byly na kolonu Cerpény
proporciondlnim prozramovym mikrocer-
padlem 68 005 (Vyvojové dilny CSAV) s re-
verzné pracujicimi pisty, nastavenymi na
hodnotu 50%, ¢imZ bylo docileno minimédl-
ni pulsace. Pracovni teplota byla 27 °C.
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Frakce o velikosti 1,6 ml byly brany v in-
tervalech 3 minuty. Gangliosidové frakce
byly velmi dobfe odd&leny podle vysledkil
tenkovrstvé chromatografie [metoda je u-
vedena v textu k obrdzku &. 1). Monosialo-
gangliosidy se nalézaly ve frakcich 33—38,
Di- ve frakcich 44—49, Tri: 54—58 a Te-
tra: 59—63. Ve srovndni s kolorimetrickou
lhodnotou sialové kyseliny ve smési ganglio-
sidlt nandSenych na kolonu, byly ve frak-
cich spojenych podle vyse uvedeného klice
ziskdny tyto vyt8Zky kyseliny sialové va-
zané glykolipidy: Mono-: 164,8 ug; Di-: 167,1
wg; Tri-x 99,7 ug; Tetra-: 16,5 ug; Celkem:
448 ug vazané sialové kyseliny, coZ odpo-
vida 68,9 % pfivodni hodnoty vazané Kyse-
liny sialové v plvednim vzorku. Zbylych
32,1 % se nachéazi v upati piki nespojenych
frakei a ve ztratéch na koloné i v celkovém
procesu, provadéuém v tak malém meérit-
ku.

Priklad 3

Extrakce gangliosidll byla provadéuna ji-
nym zplisobem, podle postupu Svennerhol-
ma a spol., [Biochim. Biophys. Acta, 617
(1984) 97—103.]. Tento postup umoZiiuje
ziskat smés gangliosiddl obsahujici v{té&%ek
tetrasialogangliosidt a i pentasialoganglioc-
sidy. Takto pfipravené gangliosidy jsou da-
le oznacovany jako vzorek II.

Anex a kolona byly stejné jako v piikla-
du 2, ale anex nebyl z kolony vyjimén, ny-
brZ regenerovdn a ekvilibrovdn po pfed-
chozim pokusu primo na koloné& promyva-
nim 2M octanem sodnym (20 ml) v metha-
nolu a pak Cistym methanolem (350 ml).
Vzorek 1I (25 mg) byl rozmichdn ve smési
300 wul vody + 400 ul methanolu a suspen-
ze nanesena podvrstvenim do methanolu
nad vrcholem ionexu. Zprvu nasledovala i-
sokratickd eluce 20 ml methanolu, pak li-
nedrni gradient 35 ml methanolu -4 35 ml
0,1M octanu amonnéhc v methanoclu, déile
linedrni gradient 20 ml 0,IM octanu + 20
mililitri 0,2M octanu v methanolu a nako-
nec kratky gradient 10 ml 0,2M + 10 ml
0,5M octanu amonného v methanolu. Prito-
kova rychlost kolonou byla 2,06 ml/min.
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Eluce posledniho piku (tetrasialoganglio-
sid@i) byla uskute&néna po 52 minutach. Na-
konec byla kolona regenerovana promytim
20 ml 2M octanu amoného v methanolu a
pro daldi pokus pFipravena promytim me-
thanolem do vyplaveni octanu amonného.

Priklad 4

Anex, kolona, zafizeni a pracovni tech-
nika byla shodnd s p¥ikladem 2 a 3. Zati-
Zeni ionexu a rychlost byly podstatné zvy-
Seny, gradientovy systém byl zjednoduSen.

30 mg vzorku I gangliosiddi pfipravené-
ho postupem uvedenym v piikladu 3 bylo
suspendovdno ve smési 400 ul vody + 400
ul methanolu. Chromatografie byla zahaje-
na kratkou isokratickou eluci 20 ml metha-
nolu, pak ndésledoval dlouhy linedrni gra-
dient 70 ml methanolu + 70 ml 0,2M octa-
nu amonného v methanolu a kratky strmy
linearni gradient 10 ml 0,2M + 10 ml 0,5M
octanu amonného v methanolu.

Mono- a% pentasialogangliosidy byly e-
luovdny v prvnim gradientu. Druhy gradient
slouZil jako pojistka na odhaleni dalSich
pripadné pritomnych anionickych latek. Ko-
lona byla poté promyta 20 ml 0,2M octanu
za Utelem regenerace. Pak byla pfiprave-
na k dalsi chromatografii 88 minutovym
promyvanim ¢istym methanolem {300—350
mililitrli) aZ bylo docileno sniZeni vodivosti
pod 10 uS. Potom mohl byt nasazen dalsi
vzorek.

Frakce o velikosti 2 ml byly odebirdny v
intervalech 35 sekund a byly vyhodnocova-
ny chromatografii na tenké vrstvé. Bylo do-
saZzeno rozdéleni mono- aZ pentasialogang-
liosidli. VytéZky mono- aZ tetrasialoganglio-
sidlt odpovidajl hodnotdm uvedenym v pii-
kladu 2. Pentasialogangliosidy byly pfitom-
ny v malém mnoZstvi. Proto bylo nutno sil-
né zakoncentrovat prislusnou frakci a na-
nést ji na desku tenkovrstvé chromatogra-
fie, aby mohly byt kvalitativn@ prokédzany.

Gangliosidy nachéazeji vyuZitl jako biopre-
pardaty k diagnostickym a védecko-vyzkum-
nym uceldm jako 1éCiva nervovych onemoc-
néni a jako antigeny k pfipravé cilenych
protilatek.

PREDMET VYNALEZU

Zplisob separace gangliosidovych frakci
ionexovou chromatografii vyznacdeny tim,
ze gangliosidy mozkové se chromatografuji
podle obsahu kyseliny sialové v molekule
na diethylaminoethylovém rigidnim glykol-
methakrylatovém makroporéznim hybrid-

Severografia, n. p., zdvod 7, Most

nim anexu linedrnim gradientem: metha-
nol — 0,2M octan amonny, draselny nebo
sodny v methanolu za tlaku 0,1 aZ 2,0 MPa
za laboratorni teploty p¥i specifickém pri-
toku do 10 ml/cm?. min.

Cena 2,40 Ké&s
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