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1. ⁄vod

V˝sadnÌ postavenÌ mezi biomakromolekulami co se t˝Ëe
praktickÈho vyuûitÌ majÌ bÌlkoviny, neboù se v organismech
podÌlejÌ na celÈ ¯adÏ funkcÌ. Z toho vypl˝v· jejich öirokÈ
pr˘myslovÈ a medicÌnskÈ uplatnÏnÌ. Nelze rovnÏû opomenout
pouûitÌ bÌlkovinn˝ch prepar·t˘ jak v z·kladnÌm, tak i apliko-
vanÈm v˝zkumu. V z·vislosti na jejich koneËnÈ aplikaci jsou
p¯itom poûadov·ny bÌlkovinnÈ prepar·ty o r˘znÈm stupni
Ëistoty, coû klade rozdÌlnÈ n·roky na jejich purifikaci.

Jako v˝chozÌ materi·l slouûÌ jak rostlinnÈ, tak ûivoËiönÈ
tk·nÏ, p¯edevöÌm vöak mikroorganismy. Mnoho bÌlkovin p˘-
vodnÏ rostlinnÈho Ëi ûivoËiönÈho p˘vodu bylo klonov·no a po
expresi rekombinantnÌ DNA v bakteri·lnÌch, kvasniËn˝ch ne-
bo savËÌch buÚk·ch jsou zÌsk·v·ny pr·vÏ z tÏchto zdroj˘.
Vzhledem k tomu, ûe tyto technologie znaËnÏ usnadnily zÌs-
k·v·nÌ v˝chozÌho materi·lu, p¯edstavujÌ nynÌ n·klady na pu-
rifikaci danÈ bÌlkoviny 50ñ90 % jejÌch celkov˝ch produkËnÌch
n·klad˘1. Tato skuteËnost je d·na tÌm, ûe bÌlkoviny jsou velice
Ëasto izolov·ny z hrub˝ch extrakt˘, ve kter˝ch tvo¯Ì purifiko-
van· bÌlkovina vedle bÌlkovin balastnÌch pouze minoritnÌ po-
dÌl, a rovnÏû faktem, ûe bÌlkoviny se jen velmi m·lo liöÌ ve
sv˝ch fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlastnostech, na nichû jsou zalo-
ûeny klasickÈ purifikaËnÌ postupy. Ty jsou tedy v mnoha
p¯Ìpadech nejen zdlouhavÈ a m·lo specifickÈ, ale vedou i ke
ztr·t·m izolovan˝ch bÌlkovin.

Charakteristickou vlastnostÌ, kterou se vöak bÌlkoviny na-
vz·jem odliöujÌ, je schopnost tvorby biospecifick˝ch komple-
x˘ s jin˝mi molekulami. Tuto schopnost ñ schopnost tvorby
afinitnÌch interakcÌ ñ lze vyuûÌt p¯i jejich purifikaci, a zefektiv-

nit tak cel˝ proces. RychlejöÌ a selektivnÏjöÌ separaËnÌ metody
by mÏly napomoci zv˝öenÌ v˝tÏûk˘, a tÌm i snÌûenÌ produk-
ËnÌch n·klad˘. V tomto smÏru lze pr·vÏ oËek·vat vÏtöÌ rozvoj
metod zaloûen˝ch na afinitnÌch interakcÌch2 a p¯edevöÌm je-
jich uplatnÏnÌ v poË·teËnÌch f·zÌch purifikace.

2. Metody zaloûenÈ na afinitnÌch interakcÌch

Z·kladem vöech metod zaloûen˝ch na afinitnÌ interakci je
tvorba specifickÈho, stabilnÌho a reverzibilnÌho komplexu me-
zi danou bÌlkovinou a p¯Ìsluön˝m ligandem3. Ligandem p¯i-
tom m˘ûe b˝t jak l·tka nÌzkomolekul·rnÌ, tak vysokomoleku-
l·rnÌ, l·tka anorganickÈho Ëi organickÈho charakteru. AfinitnÌ
interakci je p¯itom nutnÈ br·t jako komplexnÌ soubor interakcÌ,
neboù se na nÌ podÌlejÌ elektrostatickÈ, pol·rnÌ i hydrofobnÌ
interakce a van der Waalsovy sÌly. Pro interakci je d˘leûit·
takÈ geometrie vazebnÈho mÌsta, tj. prostorovÈ uspo¯·d·nÌ
interagujÌcÌch funkËnÌch skupin a jejich stÈrick· dostupnost,
a charakter samotnÈho prost¯edÌ, ve kterÈm k interakci doch·-
zÌ, jeho iontov· sÌla, pH, p¯Ìtomnost iont˘ atd.

Interakci mezi bÌlkovinou (P) a ligandem (L) lze popsat
jednoduchou rovnicÌ:

P + L PL

SÌla tÈto interakce je vyj·d¯ena afinitnÌ konstantou KA,
respektive jejÌ reciprokou hodnotou, konstantou disociaËnÌ
KD:
AfinitnÌ konstanta (rovnov·ûn·, asociaËnÌ)

KA = (KA = 104ñ108 molñ1.l)

DisociaËnÌ konstanta

KD = (KD = 10ñ8ñ10ñ4 mol.lñ1)

Hodnota disociaËnÌ konstanty pro danou dvojici bÌlkovi-
nañligand by se mÏla pohybovat ve v˝öe uvedenÈm rozsahu.
Jestliûe je disociaËnÌ konstanta p¯Ìliö vysok·, k afinitnÌ inter-
akci nemusÌ dojÌt, je-li naopak nÌzk·, extrÈmnÌ podmÌnky
pot¯ebnÈ k disociaci komplexu na p˘vodnÌ sloûky mohou
denaturovat danou bÌlkovinu. Velikost disociaËnÌ konstanty
rovnÏû urËuje pouûitelnost p¯ÌsluönÈ afinitnÌ metody pro dan˝
afinitnÌ p·r. Je totiû nutnÈ br·t v ˙vahu, ûe u metod, u kter˝ch
doch·zÌ ke vzniku afinitnÌ interakce v roztoku, musÌ b˝t sÌla
interakce vyööÌ, neû u chromatografick˝ch metod, kde inter-
akce vznik· p¯i pr˘chodu separovanÈ bÌlkoviny chromatogra-
fickou kolonou. P¯ehled nÏkter˝ch ËastÏji pouûÌvan˝ch afinit-
nÌch p·r˘ bÌlkovinañligand4 spolu s hodnotami disociaËnÌch
konstant je uveden v tabulce I.

Pro usnadnÏnÌ separace afinitnÌho komplexu z roztoku je
ligand imobilizov·n na nosiËi, kter˝ m˘ûe b˝t nerozpustn˝,
rozpustn˝, p¯ÌpadnÏ reverzibilnÏ rozpustn˝ñnerozpustn˝. Typ
nosiËe a p¯edevöÌm zp˘sob separace afinitnÌho komplexu jsou

[PL]

[P].[L]

KA
−1
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Tabulka I
P¯ehled nejËastÏji pouûÌvan˝ch afinitnÌch p·r˘ bÌlkovinañli-
gand

BÌlkovina Ligand KD [mol.lñ1]

Polyklon·lnÌ protil·tka antigen 10ñ8ñ10ñ6

Monoklon·lnÌ protil·tka antigen 10ñ12ñ10ñ8

Avidin biotin 10ñ15

Lektin sacharid 10ñ6ñ10ñ3

Vazebn˝ protein hormon, toxin 10ñ12ñ10ñ9

Enzym substr·t 10ñ7ñ10ñ3

Enzym inhibitor 10ñ14ñ10ñ6

charakteristickÈ pro konkrÈtnÌ afinitnÌ metodu. V souËasnÈ
dobÏ je zn·ma cel· ¯ada metod zaloûen˝ch na afinitnÌch inter-
akcÌch. Mezi z·kladnÌ afinitnÌ metody pat¯Ì afinitnÌ chromato-
grafie, afinitnÌ membr·nov· filtrace a ultrafiltrace, afinitnÌ
dvouf·zovÈ separace a afinitnÌ precipitace.

AfinitnÌ chromatografie je zaloûena na interakci mezi bÌl-
kovinou a ligandem imobilizovan˝m na chromatografickÈm
sorbentu5,6. Tento sorbent m˘ûe b˝t umÌstÏn v chromatogra-
fickÈ kolonÏ, na kterou je nanesen vzorek, p¯ÌpadnÏ m˘ûe b˝t
p¯Ìmo p¯id·n do roztoku vzorku. Po vymytÌ balastnÌch bÌlko-
vin je ze sorbentu eluov·na purifikovan· bÌlkovina. DÌky svÈ
vysokÈ selektivitÏ umoûÚuje afinitnÌ chromatografie separo-
vat  sloûitÈ smÏsi bÌlkovin s vysok˝m stupnÏm p¯eËiötÏnÌ.
Nev˝hodou vöak je nÌzk· kapacita a vysok· cena afinitnÌch
sorbent˘. P¯i pr·ci s hrub˝mi extrakty navÌc doch·zÌ k ucp·-
v·nÌ chromatografick˝ch kolon. AfinitnÌ chromatografie je tak
obvykle pouûÌv·na jako jeden z poslednÌch purifikaËnÌch kro-
k˘, kdy se pracuje jiû s mal˝mi objemy vzorku, a jejÌ pouûitÌ
v poloprovoznÌm a provoznÌm mÏ¯Ìtku je omezenÈ. Proto
existuje snaha o integraci afinitnÌch interakcÌ s rozliËn˝mi
separaËnÌmi metodami, jako jsou filtrace a ultrafiltrace, f·zovÈ
separace a precipitace.

AfinitnÌ membr·nov· filtrace kombinuje specifitu afinitnÌ
interakce a rychlost a objemovou kapacitu membr·novÈ filtra-
ce7,8. Ligand  je imobilizov·n  na filtraËnÌ membr·nÏ, p¯es
kterou je filtrov·n roztok vzorku. ZatÌmco nezachycenÈ ba-
lastnÌ bÌlkoviny membr·nou volnÏ proch·zejÌ, purifikovan·
bÌlkovina se na ni nav·ûe a po promytÌ membr·ny je n·slednÏ
eluov·na. PouûitÌ tÈto metody je limitov·no ucp·v·nÌm pÛr˘
membr·ny, jejÌ nÌzkou vazebnou kapacitou a vysokou cenou
doposud pouûÌvan˝ch membr·n.

AfinitnÌ ultrafiltraci lze uûÌt mÌsto afinitnÌ membr·novÈ
filtrace9. Ligand vöak nenÌ imobilizov·n na ultrafiltraËnÌ mem-
br·nÏ, ale na vysokomolekul·rnÌm polymeru, respektive Ë·s-
tici, kterÈ jsou p¯id·ny p¯Ìmo do roztoku vzorku. Pro jeho
ultrafiltraci je pak pouûita membr·na s takovou velikostÌ pÛr˘,
aby balastnÌ bÌlkoviny mohly membr·nou volnÏ proch·zet,
zatÌmco vznikl˝ makromolekul·rnÌ afinitnÌ komplex je zadr-
ûen. Po jejich vymytÌ je vyvol·na disociace komplexu a puri-
fikovan· bÌlkovina jiû volnÏ projde ultrafiltraËnÌ membr·nou.
Jist˝m omezenÌm tÈto metody je st·le jeötÏ vysok· cena po-
uûÌvan˝ch ultrafiltraËnÌch membr·n.

AfinitnÌ dvouf·zovÈ separace vyuûÌvajÌ dÏlenÌ l·tek mezi
dvÏ navz·jem nemÌsitelnÈ f·ze10,11, kter˝mi b˝vajÌ nejËastÏji

vodnÈ roztoky polyethylenglykolu a dextranu. BÌlkoviny se
distribuujÌ mezi tyto dvÏ f·ze podle rozdÏlovacÌho koeficientu.
Tuto distribuci p¯itom lze posunout tÌm, ûe na jednu z f·zÌ se
nav·ûe afinitnÌ ligand. Purifikovan· bÌlkovina se tak distri-
buuje v˝hradnÏ do tÈto f·ze, p¯iËemû distribuce balastnÌch
bÌlkovin se nemÏnÌ. Opakovanou v˝mÏnou f·ze bez ligandu
pak postupnÏ doch·zÌ k p¯eËiöùov·nÌ purifikovanÈ bÌlkoviny,
kter· je potÈ z komplexu s ligandem disociov·na. Nev˝hodou
tÈto metody je kontaminace vyËiötÏnÈ bÌlkoviny stopami po-
lymeru, vysok· cena pouûÌvan˝ch polymer˘ a problÈmy s je-
jich recyklacÌ.

AfinitnÌ precipitace je metoda, p¯i kterÈ doch·zÌ ke vzniku
afinitnÌho komplexu mezi purifikovanou bÌlkovinou a bis-
nebo polyligandem12. Tento komplex n·slednÏ samovolnÏ,
respektive zmÏnou fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlastnostÌ roztoku
precipituje, p¯iËemû balastnÌ bÌlkoviny z˘st·vajÌ v roztoku. Po
centrifugaci a opakovanÈm promytÌ precipit·tu je vyvol·na
disociace afinitnÌho komplexu a purifikovan· bÌlkovina p¯e-
ch·zÌ do roztoku. ProblÈmem u tÈto metody z˘st·vajÌ nespe-
cifickÈ interakce mezi komplexem a balastnÌmi bÌlkovinami,
a tÌm i snÌûen˝ stupeÚ dosahovanÈho p¯eËiötÏnÌ.

3. HeterobifunkËnÌ ligandy

Klasick· afinitnÌ chromatografie st·le jeötÏ z˘st·v· nejpo-
uûÌvanÏjöÌ metodou zaloûenou na afinitnÌch interakcÌch3,13ñ18.
D˘leûit˝m krokem v p¯ÌpravÏ afinitnÌho sorbentu je imobili-
zace  p¯ÌsluönÈho ligandu. KovalentnÌ imobilizace obvykle
vede ke statistickÈ orientaci ligandu, coû se odr·ûÌ v jeho nÌzkÈ
dostupnosti pro purifikovanou bÌlkovinu. Tento problÈm Ë·-
steËnÏ eliminuje imobilizace reverzibilnÌ, p¯i kterÈ je ligand
imobilizov·n prost¯ednictvÌm specifick˝ch nebo nespecific-
k˝ch interakcÌ, p¯ÌpadnÏ prost¯ednictvÌm reverzibilnÌ kova-
lentnÌ vazby19. PomocÌ tohoto p¯Ìstupu lze snadno p¯ipravit
afinitnÌ sorbent poûadovan˝ch vlastnostÌ, jako jsou typ a kon-
centrace ligandu. DalöÌ nezanedbatelnou v˝hodou reverzibilnÌ
imobilizace je moûnost intenzivnÌho promytÌ Ëi dokonce steri-
lizace v˝chozÌho sorbentu bez imobilizovanÈho ligandu p¯ed
jeho opakovan˝m pouûitÌm, coû je nezbytnÈ p¯edevöÌm p¯i
produkci farmakologick˝ch prepar·t˘.

JednÌm z p¯Ìstup˘ pro reverzibilnÌ imobilizace ligand˘
v afinitnÌ chromatografii je vyuûitÌ tzv. heterobifunkËnÌch li-
gand˘20. Tuto metodou zavedl v roce 1989 prof. B. Mattiasson
z univerzity v Lundu ve ävÈdsku. HeterobifunkËnÌ ligandy
jsou molekuly, kterÈ obsahujÌ dvÏ mÌsta schopn· interakce.
PrvnÌ z nich ñ vazebnÈ mÌsto V ñ slouûÌ k reverzibilnÌ imobi-
lizaci tÈto molekuly na p¯Ìsluön˝ chromatografick˝ sorbent.
DruhÈ ñ afinitnÌ mÌsto A ñ je zodpovÏdnÈ za biospecifickou
interakci s purifikovanou bÌlkovinou. Ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ jsou
heterobifunkËnÌ ligandy syntetizov·ny z odpovÌdajÌcÌch slo-
ûek. Mohou vöak mezi nÏ b˝t ¯azeny i nativnÌ molekuly, jako
jsou bÌlkoviny, fosfolipidy Ëi koenzymy, kterÈ obsahujÌ mÌsta
pro obÏ pot¯ebnÈ interakce p¯Ìmo ve svÈ struktu¯e.

3 . 1 . S t r a t e g i e p o u û i t Ì
h e t e r o b i f u n k Ë n Ì c h l i g a n d ˘

P¯i pr·ci s heterobifunkËnÌmi ligandy lze pouûÌt dvÏ stra-
tegie, kterÈ se liöÌ ve zp˘sobu vytv·¯enÌ afinitnÌho komplexu
(obr. 1).
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Tabulka II
P¯ehled aplikacÌ heterobifunkËnÌch ligand˘ vyuûÌvajÌcÌch nespecifickÈ interakce

HeterobifunkËnÌ ligand Interakce Lit.

vazebn· afinitnÌ

Dinonylfenylethoxyl·tñtrypsin hydrofobnÌ trypsinñSTI 25
Brij 76ñtriazinov· barviva hydrofobnÌ triazinov· barvivañRNAsa 26
SÈrov˝ albumin hydrofobnÌ albuminñprotil·tka 27
Protil·tky hydrofobnÌ protil·tkañantigen 28
Lecitin hydrofobnÌ lecitinñfosfolipasa C 29

Tabulka III
P¯ehled aplikacÌ heterobifunkËnÌch ligand˘ vyuûÌvajÌcÌch specifickÈ interakce

HeterobifunkËnÌ ligand Interakcea Lit.

vazebn· afinitnÌ

STIñdextranñCB trypsinñSTI CBñLDH 20
DextranñSTI trypsinñSTI dextranñCon A 30
Ovalbumin protil·tkañovalbumin ovalbuminñCon A 31
Biotinñligand avidinñbiotin ligandñ? 32
NAD, NADP, ATP, UTP bor·t koenzymyñenzymy 33ñ35
α2 Makroglobulin Cu2+ α2 makroglobulinñendopeptidasy 36
Con A Cu2+ Con Añovalbumin 37
Iminodioctov· kyselinañPEGñligand Cu2+ ligandñ? 38
Dextranñligand Con Añdextran ligandñ? 39

a STI ñ inhibitor trypsinu ze sÛji, CB ñ Cibacron Blue 3G-A, LDH ñ lakt·tdehydrogenasa, Con A ñ konkanavalin A, PEG ñ
polyethylenglykol, ? ñ r˘znÈ aplikace

V prvÈm p¯ÌpadÏ je heterobifunkËnÌ ligand p¯id·n p¯Ìmo
do extraktu biologickÈho materi·lu. Po inkubaci, p¯i kterÈ
doölo k vytvo¯enÌ afinitnÌho komplexu, je roztok nanesen na
dan˝ chromatografick˝ sorbent, na kter˝ se tento komplex
nav·ûe prost¯ednictvÌm vazebnÈho mÌsta heterobifunkËnÌho

ligandu. Po vymytÌ balastnÌch bÌlkovin je p¯Ìsluön˝m zp˘so-
bem eluov·na specificky nav·zan· purifikovan· bÌlkovina. Ze
sorbentu je potÈ eluov·n i heterobifunkËnÌ ligand. P¯i tomto
postupu vöak m˘ûe v roztoku doch·zet k vazbÏ balastnÌch
bÌlkovin na vazebnou Ë·st heterobifunkËnÌho ligandu, proto se

Obr. 1. DvÏ strategie vyuûitÌ heterobifunkËnÌch ligand˘ v afinitnÌ chromatografii
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tento postup pouûÌv· mÈnÏ Ëasto. Jeho v˝hodou vöak je, ûe
k vytv·¯enÌ afinitnÌ interakce doch·zÌ v roztoku, ËÌmû jsou
eliminov·ny stÈrickÈ Ëi difuznÌ limitace.

Ve druhÈm p¯ÌpadÏ je heterobifunkËnÌ ligand nanesen na
p¯Ìsluön˝ chromatografick˝ sorbent a zÌskan˝ afinitnÌ sorbent
je pouûit zp˘sobem obvykl˝m v afinitnÌ chromatografii. Ten-
to sorbent lze pouûÌvat opakovanÏ bez dalöÌch manipulacÌ.
V obou p¯Ìpadech vöak nesmÌ b˝t k eluci purifikovanÈ bÌlko-
viny pouûita metoda, kter· by souËasnÏ ze sorbentu uvolÚo-
vala heterobifunkËnÌ ligand.

3 . 2 . R o z d Ï l e n Ì h e t e r o b i f u n k Ë n Ì c h
l i g a n d ˘ p o d l e d r u h u p o u û i t È
v a z e b n È i n t e r a k c e

Pro vazbu heterobifunkËnÌho ligandu na dan˝ sorbent jsou
vyuûÌv·ny nespecifickÈ i specifickÈ interakce. Kaûd· z uvede-
n˝ch variant m· svÈ v˝hody a nev˝hody. Pro nespecifickou
vazbu byly vyuûity hydrofobnÌ interakce. Jako vazebn· Ë·st
heterobifunkËnÌho ligandu byly pouûity kratöÌ hydrofobnÌ ¯e-
tÏzec, neiontov˝ detergent, p¯ÌpadnÏ p¯Ìmo hydrofobnÌ Ë·st
danÈ molekuly. Pro jejich vazbu byly pouûity sorbenty jak pro
hydrofobnÌ, tak pro chromatografii s obr·cen˝mi f·zemi ñ C18.
HlavnÌ v˝hodou tohoto uspo¯·d·nÌ je skuteËnost, ûe uvedenÈ
sorbenty jsou dostateËnÏ chemicky i fyzik·lnÏ stabilnÌ a pro
jejich ËiötÏnÌ lze pouûÌt i drastiËtÏjöÌ metody. ProblÈmem vöak
je rozsah nespecifickÈ vazby balastnÌch bÌlkovin p¯Ìmo na tyto
sorbenty.

Tato nev˝hoda samoz¯ejmÏ odpad· u metod zaloûen˝ch
na specifick˝ch interakcÌch. Pro imobilizaci byly pouûity sys-
tÈmy enzymñinhibitor, avidinñbiotin, protil·tkañantigen, lek-
tinñsacharid, systÈmy vyuûÌvajÌcÌ boron·tovou chromatogra-
fii21,22 a chromatografii na imobilizovan˝ch kovov˝ch ion-
tech23,24. V porovn·nÌ s hydrofobnÌ interakcÌ jsou metody
zaloûenÈ na specifick˝ch interakcÌch mnohem citlivÏjöÌ na
fyzik·lnÏ-chemickÈ faktory prost¯edÌ, a moûnosti ËiötÏnÌ vlast-
nÌho sorbentu jsou tÌm omezenÈ. Tato skuteËnost platÌ p¯ede-
vöÌm v p¯Ìpadech, kdy se na vazebnÈ interakci podÌlÌ bÌlkovina.
Nezanedbatelnou v˝hodou vöak je, ûe se jedn· o orientovanou
imobilizaci, coû se odr·ûÌ v lepöÌ dostupnosti ligandu pro
vyËiötÏnou bÌlkovinu.

NÏkterÈ p¯Ìklady aplikacÌ heterobifunkËnÌch ligand˘ spolu
s pouûitou interakcÌ jsou uvedeny v tabulk·ch II a III.

4. Z·vÏr

ReverzibilnÌ imobilizace pomocÌ heterobifunkËnÌch ligan-
d˘ p¯edstavuje jednoduchou metodu p¯Ìpravy sorbent˘ pro
afinitnÌ chromatografii. TÌmto zp˘sobem lze velice rychle p¯i-
pravit sorbent poûadovan˝ch vlastnostÌ, jako jsou typ a kon-
centrace p¯ÌsluönÈho ligandu. Po eluci heterobifunkËnÌho li-
gandu a regeneraci lze sorbent vyuûÌt pro dalöÌ aplikace, ËÌmû
je eliminov·na hlavnÌ nev˝hoda afinitnÌ chromatografie, tj.
pot¯eba mÌt pro kaûdou aplikaci nov˝ chromatografick˝ sor-
bent. Nezanedbateln· je rovnÏû moûnost d˘kladnÈho pro-
mytÌ z·kladnÌho sorbentu bez nebezpeËÌ zniËenÌ p¯ÌsluönÈho
ligandu. Tato skuteËnost by mÏla napomoci vÏtöÌmu rozöÌ¯enÌ
afinitnÌ chromatografie do poloprovoznÌch a provoznÌch mÏ-
¯Ìtek.

LITERATURA

1. Dwyer J. L.: J. Biotechnol. 1, 3 (1984).
2. Ngo T. T. (ed.): Molecular Interactions in Biosepara-

tions. Plenum Press, New York 1992.
3. Turkov· J.: Bioaffinity Chromatography. Elsevier, Am-

sterdam 1993.
4. Labrou N., Clonis Y. D.: J. Biotechnol. 36, 95 (1994).
5. Campbell D. H., Luescher E. L., Lerman L. S.: Proc. Natl.

Acad. Sci. U.S.A. 35, 575 (1951).
6. Cautrecasas P., Wilchek M., Afinsen C. B.: Proc. Natl.

Acad. Sci. U.S.A. 61, 636 (1968).
7. Champluvier B., Kula M.-R., v knize: Separations for

Biotechnology (Pyle D. E., ed.), str. 295. Elsevier, Lon-
don 1990.

8. Champluvier B., Kula M.-R.: Biotechnol. Bioeng. 40, 34
(1992).

9. Glatz Z.: Chem. Listy 94, 490 (2000).
10. Albertsson P.-A.: Partition of Cell Particles and Macro-

molecules. Wiley ñ Interscience, New York 1971.
11. Walter H., Brooks D. E., Fisher D.: Partitioning in Aque-

ous Two-Phase Systems: Theory, Methods, Uses and
Applications in Biotechnology. Academic Press, Orlando
1985.

12. Glatz Z.: Chem. Listy 94, 389 (2000).
13. Lowe C. R.: An Introduction to Affinity Chromatography.

North Holland Publishing Company, Amsterdam 1979.
14. Scouten W.H.: Affinity Chromatography. Wiley, New

York 1981.
15. Gribnau T. C. J., Visser J., Nivard R. J. F. (ed.): Affinity

Chromatography and Related Techniques. Elsevier, Am-
sterdam 1982.

16. Chaiken I. M., Wilchek M., Parikh I. (ed.): Affinity Chro-
matography and Molecular Recognition. Academic
Press, Orlando 1983.

17. Dean P. D. G., Johnson W. S., Middle F. A. (ed.): Affinity
Chromatography ñ A Practical Approach. IRL Press,
Oxford 1985.

18. Turkov· J., v knize: Separation Methods (Deyl Z., ed.),
str. 321. Elsevier, Amsterdam 1984.

19. Glatz Z.: Chem. Listy 94, 314 (2000).
20. Mattiasson B., Olsson U. J.: J. Chromatogr. 370, 21

(1986).
21. Beneö M. J., ätambergov· A., Scouten W. H., v knize:

Molecular Interactions in Bioseparations (Ngo T. T.,
ed.), str. 313. Plenum Press, New York 1992.

22. Psotov· J., Janiczek O.: Chem. Listy 89, 641 (1995).
23. Kleinmann I., ämidl P., Plicka J.: Chem. Listy 85, 500

(1991).
24. KuËerov· Z.: Chem. Listy 85, 526 (1991).
25. Kaul R., Olsson U. J., Mattiasson B.: J. Chromatogr. 438,

339 (1988).
26. Sing Y. L. K., Algiman E., Kroviarski Y., Massot C.,

Dhermy D., Bertrand O.: J. Chromatogr. 558, 43 (1991).
27. Mattiasson B., Linne E., Kaul R., v knize: Molecular

Interactions in Bioseparations (Ngo T. T., ed.), str. 395.
Plenum Press, New York 1992.

28. Chiong M., Lavadero S., Ramos R., Aguillon J. C., Fer-
reira A.: Anal. Biochem. 197, 47 (1991).

29. Chan E. C. S., Siboo I. R., Siboo R.: J. Chromatogr. 568,
85 (1991).

Chem. Listy 96, 127 ñ 131 (2002) Refer·ty

130



30. Olsson U. J., Mattiasson B.:  J. Chromatogr. 370, 29
(1986).

31. Turkov· J., Pekov L., Sajdok J., K·ö J., Beneö M. J.: J.
Chromatogr. 500, 585 (1990).

32. Bayer E. A., Wilchek M.: J. Mol. Recognition 3, 102
(1990).

33. Maestas R. R., Prieto J. R., Kuehn G. D., Hageman J. H.:
J. Chromatogr. 189, 225 (1980).

34. Bouriotis V., Galpin I. J., Dean P. D. G.: J. Chromatogr.
210, 267 (1981).

35. Westmark P. R., Valencia L. S., Smith B. D.: J. Chroma-
togr. 664, 123 (1994).

36. Wunderwald P., Schrenk W. J., Port H., Kresze G.-B.: J.
Appl. Biochem. 5, 31 (1983).

37. Anspach F. B., Altmann-Haase G.: Biotechnol. Appl.
Biochem. 20, 323 (1994).

38. Ehteshami G., Porath J., Guzman R.: J. Mol. Recognition
9, 733 (1996).

39. Glatz Z., Psotov· J., Janiczek O., Novotn˝ M. V.: Int. J.
Biochromatogr. 1, 143 (1994).

Z. Glatz (Department of Biochemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Brno): Application of Heterobifunctio-
nal Ligands in Affinity Chromatography

A very important step in the design of affinity sorbents is
the choice of an appropriate method for immobilization of the
affinity ligand. Covalent immobilization usually leads to sta-
tistical orientation of ligands and a part of the ligands is not
accessible for binding. An alternative to covalent immobi-
lization is reversible immobilization, which leads to orienta-
tion of affinity ligands. The immobilization can be reversed
and the column after regeneration can be employed in immo-
bilization of a different ligand and used in another application.
A choice for reversible immobilization is the use of heterobi-
functional ligands. The ligands are molecules having two
binding sites ñ one for the molecule of the substance to be
purified and the other binding to the affinity support. Basic
principles of such use of heterobifunctional ligands in affinity
chromatography are given together with their applications in
protein purification.
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