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(54) Zpuhsob izolace imunoglobulinu afinitni chromatografil

ResSen{ se tyk4d zpisobu izolace plaz-
matického imunoglobulinu afinitn{ chroma-
tografif na substituovanych poréznich
gférickych celuldzédch s imobilizovanym
ligandem histidinu, lysinu, reaktivnf
Z£luti 13 (C.I. 18 990) nebo 2-(4-amino-
fenyl) sulfonylethylskupinami a produkty
jejich diazotace a samovolné p¥em&ny.
Princip postupu, kter$ je zalofen na ne-
specifické imunoafinit& vyznafenych funk-
&nich skupin k imunoglobulinu, je zaloZen
na jeho sorpci, odd&leni nezachycenych bfl-
kovin a nésledné desorpci koncentrovanym
roztokem solf, s vfyhodou 3,5M chloridu
ho¥e¥natého nebo vépenatého. Pro zv§feni
i&inku se doporufuje p¥iddni 1,4-dioxanu,
p¥ipadn& stabilizujfci sloZky, jako je
octan sodny, glukéza nebo maltdza. Ziskany
eludt se zbavi nadbyte&ného mnoZstvi soli
dialyzou nebo diafiltrac{. Uvedenym zpi-
sobem je moZné p¥ipravit pilné nativni
elektroforeticky &istou imunoglobulinovou
frakei t¥idy IgG.
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Vyndlez se tyk& izolace imunoglobulinu t¥{dy IgG metodou afinitn{ chromatografie z roz-
tokd obsahujfcich uvedenou imunoglobulinovou frakci ve sm&si bflkovin, jako je krevni plazma,
sérum nebo roztoky vzniklé jejich frakcionact.

Zpisobl, vhodngch pro izolaci imunoglobulinové frakce z krevn{ plazmy nebo séra, je
znédma celd ¥ada. Tyto postupy jsou podrobn& popsény v p¥ehlednych monografifch (H. E. Schult-
ze, J. F. Heremans: Molecular biology of human proteins, Elsevier, Amsterodam 1966), (F. W.
Putnam: The plasma proteins, vol III, Acad Press, New York (1977}, (P. Allen, E. A. Hill,

A. M. Stokes: Plasma proteins, Blackwell Sci. Publ., Oxford 1977). Pro izolaci imunoglobulinu
z lidské krevni plazmy ve v§robnim m&¥itku je nejlast&ji vyuZivéna metoda etanolové frakcio-
nace za chladu (Cohn a spolupracovnici: J. Amer. Chem. Soc 72, 465 (1950)). VZechny tyto
postupy, které lze oznadit za klasické, majf pom&rn& nizk§$ rozdélovac{ G&inek a proto je
tfeba zpisoby d&lenf vhodné& kombinovat nebo opakovat, aby bylo dosaZeno poZfadované &istoty
kone&ného produktu. Jako vysoce G&innd a vfhodnd z hlediska selektivity z pohledu zachovénf
tercidrni{ struktury izolovanych bflkovin a jednoduchosti provedeni se osv&d¥uje metoda afinit-
ni chromatografie. Metoda je zalofena na principu interakce vazebného ligandu imobilizovaného
na pevném nosi&i s p¥isluinym mistem na molekule izolovaného proteinu. Postup se nap¥fklad
velmi osv&dduje p¥i izolaci enzyml. O této pomErn& nové metod® pojednédvad ¥ada obsé&hlych publi-
kac{ (Ch. R. Lowe, P. D. G. Dean: Affinity Chromatography, ed. J. Wiley Ltd. London 1974),

(J. Turkovd: Affinity Chromatography, Elsevier Sci. Publ. Co. Amsterodam 1978), (S. P. Colo-
vick, N. O. Kaplan, W. B. Jakoby: Methods in enzymology-Affinity Chromatography vol. 104,
Part. C, Acad. Press INC 1984). Specifitou uvedené metody je skute&nost, Ze kaZdy p¥fklad
d&lenf vyZfaduje vlastnf{ specifickou volbu optimdlnfch podminek po&inaje vyb&rem vhodného
nosife a p¥fsludného vazebného ligandu a kon&e podmf{nkami sorpce a desorpce d&lené létky.
Zvléstni skupinou vazebngch ligandd jsou imobilizovan& barviva (P. D. G. Dean. F. Qadri:
Affinity Chromatography on imobilized dyes, Solid Phase Biochemistry, ed. W. H. Scouten,

J. Wiley 1983). Typickym p¥fkladem jejich vyuZit{ je izolace sérového albuminu na sorbentu

s imobilizovanou reaktivn{ mod¥{ (Procion Blue H~B) (J. Saint-Blacard, J. M. Kirzin, P. Ribe-
ran, F. Petit: Affinity Chromatography and Related Techniques, ed. Elsevier 1985 str. 305),
{K. Pommerening, D. Jobsky, M. Bene%, J. Stamberg:.AO &. 237 620), (M. Pokorny, M. Benes,

M. Holinka, K. Pommerening, §. Ulrych: Cs. AO 257 930). Jinym p¥fkladem je uZit{ reaktivni
%¥luti HAC1l imobilizované na Sepharosu k izolaci imunoglobulinu (P. G. H. Bylield: Mol. Immu-
nol. 21(7), 647 (1984)),. (G. Birkenmeier: FEBS Letters 174(1), 162 (1984)). Jinym p#¥fkladem
kovalentn® vAzaného afinitnfho ligandu jsou n&které aminokyseliny. Napfiklad k izolaci plazmi-
nogénu bylo ufito Arginin-Sepharosy 4B (M. Wu, G. K. Azimura, A. A. Yunis: Biochemistry 16,

1 908 (1977) nebo Lysin-Sepharosy 4B (D. G. Deutsch: Science 170, 1 095 (1970)). O moZnostech
vyufit{ sorbentu s vézanym histidinem na matrici Sepharosy nebo porézniho skla bylo hovofeno
na mezindrodnim Symposiu o bioafinitn{ chromatografii v Praze (L. Amourache. S. Kanoun, -

S. Krishnan, M. A. Vijayalakshni: Abstracts of 6th International Symposium on Bioaffinity
Chromatography, September 1985 Praha str. 149). 2Zvlé&Stnim pf¥{ipadem jsou postupy zaloZené

na principu imunocafinitn{ chromatografie. Jako p¥iklad miZe slouZfit izolace imunoglobulinu

se specificky zvySenym obsahem antitetanickfch nebo antistafylokokovych protilatek. (M. Po-
korn§, S. Ulrych, M. Bene#, M. Kyselov4, N. Odehnalovd, J. Renovd: AO &. 256 654).

Pro praktické vyu%itf jakéhokoli postupu afinitn{ chromatografie je t¥feba zvolit opti-
m&lni podminky v celém procesu d&lenf. Je to p¥fedeviim volba vhodného pevného nosife, vazebné-
ho ligandu, postupu p¥i sorpci %édané l&tky, elu®nf médium a ¥ada dal¥ich podminek, které
umo#n{ ziskéni nativniho, plnd G&inného produktu v pofadované &istotd a p¥i dostatelné vyt&i-
nosti. teprve p¥i souhfe viech faktort se v plné mi¥e uplatni p¥ednosti postupu afinitni
chromatografie. Metody afinitnf chromatografie lze vyufit i p¥i izolaci imunoglobulinu ze
smé&si daldich bilkovin. '

Tohoto principu vyuffivé zpisob izolace imunoglobulinu t¥1dy IgG z krevni plazmy, séra
nebo roztokd obsahujicich krom& imunoglobulinové frakce sm&s dalZich b{lkovin metodou afinitn{
chromatografie vyznaujicf se tim, %e porézni sférické celuldéza obsahujici kovalentn& imobi-
lizovany histidin, lysin, reaktivnf %lut 13 GGL nebo 2-{(4-aminofenyl)sulfonyletyl skupiny
nebo produkty jejich diazotace a samovolné p¥em&ny se uvede do styku s roztokem sm&si bilko-
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vin, nejlépe za chladu +4 °C, nade? se o0dd&l{ roztok obsahujic{ nezachyceny podil bflkovin,
sorbent se promyje dostatefnym mnoZstvim roztoku o nizké iontové sfle, kterd odpovid4 kon-
centraci 0,1 aZ 0,01M roztoku chloridu sodného nebo 0,05M bor&tového pufru pH 8,0 a% 8,5

a zachyceny imunoglobulin se desorbuje pomoci 3,0 a% 3,5M roztoku chloridu ho¥e&natého nebo
vépenatého, ktery miZe ddle obsahovat 0,1 a% 0,2M octan sodny, 1 a%Z 5 % maltGzy nebo glukézy
ala¥ 5 % 1,4~dioxanu, nafe¥ se takto ziskany eludt obsahujfcf imunoglobulin zbavi soli
dialg¥zou nebo diafiltraci.

Uvedeny zplsob izolace imunoglobulinu je zaloZen na principu nespecifické imunoafinity.
Pfi porovnévéni s ostatnfmi frakcionadnimi postupy mé p¥ednosti, kterymi se vyznaduje metoda
afinitni{ chromatografie, to jest vysokd selektivita, spolehlivost, jednoduchost v provedeni,
energetickd nendro&nost, nizkd pracnost, maximdlnf{ snifen{ rizika p¥i prdci s infek&nim mate-
ridlem a moZnost automatizace celého procesu. Podmfnkou v3ak zlstdvd dodrfeni postupu p¥i
proveden{.

vyuZit{ sférické celuldzy jako noside k imobilizaci histidinu, lysinu, reaktivnf Zluti
13 GGL a 2-(l-aminofenyl)sulfonyletyl skupiny m& vfhodu oproti jinym podobnym sorbentim v dob-
rych pritokovych vlastnostech, stabilit&, nepatrné zmén& objemu p¥i kolisédni pH a iontové
sily, v nedkodnosti pro p¥ipad jejich vyu¥it{ pro p¥{pravu lé&ebnych preparitd a v jejich
dostupnosti. NavrZenym postupem lze ziskat imunoglobulinovou frakci o vysoké elektroforetické
Cistotd, kterd odpovidd t¥{d& IgG. Lidsky imunoglobulin p¥ipraveny tfmto zplsobem je pln&
nativni bez agregovanych pod{ld a projevuje nf{zkou antikomplementdrni aktivitu. Sorbent je
moZné opakovan& regenerovat.

P¥iklaad 1

Sloupcem 12x1 cm sférické celuldzy s imobilizovanym histidinem (30 mmol/g) v prost¥edi
0,05M bordtového pufru se nechd protékat rychlostf 10 ml za hodinu 11 ml 1lidské krevnf{ plazmy
p¥i teploté& 4 %c. Sloupec se promyje 30 ml 0,2M roztokem chloridu sodného rychlostf 40 ml
za hodinu, &im¥ se odd¥lf nezachyceny podf{l bflkovin. Desorpce se provede 30 ml 3,5M rozto-
kem chloridu ho¥e&natého v 0,2M octanu sodném, do néhof bylo pfidéno 5 % 1,4-dioxanu a 1 %
glukézy. Eluce se dokon&i promytim destilovanou vodou. Regenerace sorbentu se provede prom§vé-
nim 0,05M louhem sodnym v 1M chloridu sodném, destilovanou vodou a stabilizacf v 0,05M
bordtovém pufru pH 8,5. Eludt obsahujicf{ imunoglobulin se dialyzuje proti 0,2% chloridu
sodnému, pokud roztok obsahuje hofe&natého ionty a ddle se zahust{ ultrafiltrac{ na poZadovanou
koncentraci bflkoviny. Takto bylo zfskéno 775 g bflkoviny, kterd odpovidala elektroforeticky
98,8 % imunoglobulinu t¥f{dy G (IgG).

P¥iklagdg 2

K 10 ml sférické celuldzy s imobilizovanym lysinovym ligandem (30 umol/g) se p¥idd 30 ml
2% roztoku biflkovin, ktery vznikl p¥i rozpu¥t®ni sraZeniny frakce II-III etanolového frakcio-
naénfho postupu dle Cohna. Suspenze se michd za chladu dv& hodiny. Poté se odd&l{ tekutina
na sklen&né frit& a sorbent se promyje roztokem 0,2M octanu sodného tak, aby byla odd&lena
nezachyéené &4st bilkovin. Sorbent se pfevede do chromatografické kolony a navizand bilkovina
se desorbuje ‘3,5M roztokem chloridu vépenatého. Ziskany eluit se dialyzuje tak dlouho, a%
necbsahuje vépenaté ionty. Nakonec se roztok usu¥{ lyofilizacf{. Takto bylo ziskéno 45 mg
bilkoviny, kterd odpovidala elektroforeticky 96 % IgG. ‘

PE{klaa 3

Sloupcem 40x1,5 cm sférické celuldzy s navézanou reaktivnf %lutf{ 13 GGL (C. I. 18 990)
se nech& zvolna protékat p¥i 20 ©¢ 50 ml filtrovaného séra. Sloupec se promyje. 0,05M bordto-
v¢m pufrem pH 8,5. Prv{ podfl bflkovny se uvolni eluc{ pufrovanym fyziologickym roztokem
pH 7,2. Zachyceny imunoglobulin se desorbuje pomoci 40% roztoku chloridu ho¥e&natého. Eluce .
se dokon&f prom§vinim vodou. Ziskan§y roztok obsahujfci imunoglobulinovou frakci se diafiltra-
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ci zbavi nadbyte&ného mnoistvi soli a usulf{ se lyofilizaci. Takto bylo zfskdno 575 mg bilko-
viny, kteréd odpovidala elektroforeticky 91 % IgG.

Pffklad 4

Na sloupec 7,5x1 cm celuldzy s imobilizovanymi 2-(4-aminofenyl) sulfonylethyl skupinami
a produkty jejich diazotace a samovolné p¥em&ny se aplikuje 10 ml krevn{ plazmy. Dali{
postup déleni je stejny, jako je uvedeno v pfikladech 1, 3, 4 nebo 5. Takto bylo ziskéno
40 mg bflkoviny, které odpovidala elektroforeticky 95 & IgG.

PREDMET VYNALEZU

Zplisob izolace imunoglobulinu t¥{dy IgG z krevnf plazmy, séra nebo z roztokd obsahujf-
cich krom& imunoglobulinové frakce smé&s dalX¥fch bflkovin metodou afinitnf{ chromatografie
vyznadujfci se tim, %e porézni sférickd celuldza obsahujic{ kovalentn& 1mobilizovanylhiati-
din, lysin, reaktivni #luf 13 GGL nebo 2-(4~aminofenyl)sulfonyletyl skupiny nebo produkty
jejich diazotace a samovolné pfem&ny se uvede do styku s roztokem sm&si bflkovin s vfhodou
pfi teploté& +4 O¢, nadef se 0dd&ll roztok obsahujfc{ nezachyceny podfl bilkovin, sorbent se
promyje roztokem o nf{zké iontové sf{le, kterd odpovid4 koncentraci 0,1 a% 0,01M roztoku chlo-
ridu sodného nebo 0,05M boradtového pufru pH 8,0 aZ 8,5 a zachyceny imunoglobulin se desorbu-
je pomocf 3,0 aZ 3,5M roztoku chloridu ho¥e&natého nebo vépenatého, ktery miZe ddle obsahovat
0,1 a% 0,2M octan sodny, 1 a% 5 % maltdzy nebo glukdzy a 1 a% 5 % 1,4-dioxanu, nade% se
takto ziskany eludt obsahujic{ imunoglobulin zbavi solf dial§zou nebo diafiltracf.

Seerografia, n. p., MQST Cena 2,40 Kés
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