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Vynédlez se tykd pFfipravku, ktery slouZi
k insolubilisaci wrozpustnych bilkovin nebo
sloufenin bilkovin s jinymi ldtkami, zejmé-
na se sacharidy nebo lipidy. Pf¥ipravek po-
dle vyndlezu je vhodny i k insolubilisaci
dal¥ich forem bilkovin, nap¥. jejich komple~-
xi s ionty kovl nebo s koenzymy.

Insolubilisované bilkoviny a jejich slou~
eniny 8 jinymi létkami nachédzeji ¥iroké
pouZiti jako adsorbenty pro biospecifickou
chromatografii. Dosud se vyuZivd existence
specifickych vazebnych mist na bilkovindch
jako jsou substrdty nebo inhibitory enzymd,
antigeny, protilédtky nebo lektiny k tomu,
aby se l4tka, kterd ¢ vazebnymi misty in-
teraguje, o0dd&lila ze smdsi jinych lédtek,
jako jsou komplexni materidly plvodu
rostlinného, Zivo&i3ného nebo mikrobidlni-
ho. Dosahuje se tak rychlého a d&inného
¢ist&ni ldtek nejrdzndj¥i chemické povahy,
pokud jsou rozpustné ve vodd. Proces bio-
gpecifické adsorpce a desorpce se miZe
provdd&t jak zplsobem sloupcovym, tak vsdd-
kovym.

Insolubilisace se podle dosud zndmych
postupd fe$i bud imobilisaci, tj. navdzdnim
bilkovin na nerozpustny nosi&synebo kopolyme-~
raci rozpustnych bilkovin s bifunknimi niz-
komolekuldrnimi ldtkami. Nej¥astdji se po-
ufivaji nosife na bdzi granulovanych geld
zesifovanych polysacharidd nebo polyakryla-
midu. Tyto gely viak nevykazuji dostatelnou
pevnost p¥i manipulaci a jejich pouZiti
zistdvd omezeno pfevd%n® na laboratorni
prédce. Podobné nepfiznivé mechanické vlast-
nosti maji i nerozpustné kopolymery bilko-
vin 8 nizkomolekuldrnimi létkami.
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V nejnovE&j3i dob& byl vynalezen zpésob
polymerace rozpustnych bilkovin s dialdehy-
dy, ktery se provddi v p¥itomnosti jemnd
granulovanych polyesterd podle &s. autor.
osv&déeni &: 190 863. Kopolymer bilkeviny
s dialdehydem obali &4stice polyesteru
tenkou nerozpustnou vrstvou o velkém po-
vrchu. Vyhodou tohoto postupu je, Ze takto
pfipravend nerozpustnd bilkovina je ve for-
mé rigidnich &dstic a lze ji ze suspenzi
snadno odd&lit filtraci nebo odstfedZnim.
Nevyhodou tohoto postupu vEak je, Ze k je-
ho uskute&n&ni je tfeba pomdrn& vysoké
kvalifikace pracovnikd, kte¥i jej realizu~
ji, nebot jde o reakci v heterogennim sys-
tému za p¥isného dodr¥eni koncentraci 14-
tek. Proto byl tento znimy postup vyu¥itel-
ny pouze na pracoviftich specializovanych
na prdce s biologickymi makromolekulami.

Uvedeny nedostatek tohoto jinak velmi
vyhodného postupu odstranuje pFipravek k
jeho provdd&ni podle vyndlezu. Podstata
vyndlezu spolivd v tom, ¥e p¥ipravek pro
insolubilisaci bilkovin a jejich sloulenin
s jinymi ldtkami, zejména se sacharidy nebo
lipidy sestdvd ze t¥i samostatnyech sloZek,
z nichZ prvni slo¥ka je tvofena 1 aZ 402
hmot. jemnZ granulovaného polyesteru suspen=
dovaného ve vod® nebo ve vodném roztoku
ldtek tlumicich zmEny pH, druhd sloZka
je tvofena 5 a¥ 40% hmot. vodnym roztokem
dialdehydu a t¥eti slo’ka je tvofena 0,1
aZ 5% hmot. vodnym roztokem dialdehydu
vztafeno vidy na hmotnost ka¥dé 2z t&chto
samostatnych sloZek. Je vfhodné, z hledis-
ka dlouhodobé stability p¥ipravku, jestli-
%e prvni slofka je tvofena polyesterem
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aromatickych aminokyselin a ethylenglykolu.
Jako dialdehydu se ve druhé a tF¥eti sloZce
zpravidla pou%ije glutaraldehydu, ale

je moZno pou¥it i jinYch dialdehydd jako
nap¥. glyoxalu, Ddle je vyhodné, jestliZe
vodny roztok ldtek tlumicich zmé&ny pH je
tvofen roztokem primdrniho a sekunddrniho
fosforednanu sodného nebo draselného.

V praktickém provedeni je kaZdd z té&chte
samostatnych sloZek umisténa v samostatné
nddobce a teprve pfi uskutelnéni postupu
dojde k jejich smiseni tak, %e se nejdiive
smisi prvni a druhd slofka a kdyZ probé&hne
aktivace polymeru v prvni sloZce, odstra-
ni se kapalnd fdze a aktivovany polymer se
smisi s roztokem bilkoviny a s t¥eti sloZ-
kou. Reakce se nechd prob&hnout a insolubi-~
lisovand bilkovina se odd&li, nap¥. filtra-
ci a promytim se zbavi rozpustnych reaklnich
produktd., Tim je pouZiti p¥ipravku podle
vynalezu ukonéeno.

Jak je z¥ejmé z uvedeného poplsu pouzi-
ti pFipravku podle vynalezu, je Jeho vyho-
dou pFedeviim to, %e umo’nuje provést podle
shora posledné uvedeného, Jlnak velmi vyhod-
ného, postupu insolubilisaci i pracovnlkum
relativné velmi mdlo kvalifikovanym, coi
" je dlileZité zejména ve zdravotnickych za-

- fizenich a podnicich.
Vynalez je bli%e vysv8tlen pomoci déle
uvedenych p¥ikladd jeho provedeni.

P¥ikilad 1

P¥ipravek pro insolubilisaci podle
vyndlezu sestdval ze 100 mg prdZkového po-
lyethylentereftaldtu suspendovaného v 1 ml
vody. Tato prvni sloZka byla umisténa ve
sklen&né uzaviené nddobce. Druhd sloZka
p¥ipravku byla tvofena 1 ml 20% vodného
roztoku glutaraldehydu umist&ného ve
sklendné ampuli. Tf¥eti slo%ka Byla tvofena
0,5 ml 1% vodného roztoku glutaraldehydu
umisténeho v odd8lenéd sklen&né ampuli.
Vechny t¥i sloXky byly uskladn&ny v chlad-
nici p¥i +4 ©°C.

P¥i vlastunim pouZiti pF¥ipravku podle vy-
ndlezu byla k prvni slo%ce p¥iddna druhd
slo¥ka z ampule a obsah sklen&né nddobky
byl prot¥epdn. Smds prvni a druhé sloZky
byla ponechdna 40 hodin p¥i laboratorni
teplotd. Pak byl polymer ddfiltrovdn, na
filtru promyt 10 ml fosfdtového pufru pH
7,0 a suspendovdn v 5 ml 1% roztoku lidské-
ho imunoglobulinu G ve fosfatovem pufru
pH 7,0. Suspenze byla intenz{vn& michdna
elektrickym michadlem. Za michédni byla
pt¥idédna t¥eti slofka. Michdni suspenze
pokrafovalo dv& hodiny. Polymer s insolu-
bilisovanou bilkovinou byl pak odfiltro-
vén, Ve filtrdtu bylo m3¥enim optické
absorpce pfi 280 nm stanoveno mnoZstvi
nenavizané bilkoviny a z rozdilu vypoltenoy
Ye na ¥4sticich polymeru bylo insolubiliso-
védno 96 % pridaného lidského imunoglobuli=-
nu G.

P¥ik1lad 2

P¥ipravek pro insolubilisaci podle vy-
nédlezu sestdval z 200 mg prédfkového poly-
propylentereftaldtu suspendovaného v 1,5 ml
fosfdtového pufru pH 8,0. Tato prvni slozka
byla umist&na ve sklenéné ampuli. Druhd sloZ-
ka p¥ipravku byla tvo¥fena 2 ml 0,27 vodného
-roztoku glyoxalu umistZného v odd&lené
sklen¥né ampuli. VZechny t¥i slofky byly
uskladndny v chladnici p¥i +4 °c.

P¥i pouZiti byl obsah ampule s prvni sloZ~-
kou a ampule s druhou slofkou smichdn ve
sklenZné nddobce. Uzaviend nddobka byla
umist&na do termostatu s teplotou 40 °C na
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dobu 16 hodin. Pak byl polymer odfiltrovén
a ihned suspendovdn v 5 ml 0,8% lidského
serumalbuminu v octanovém pufru pH 4,0.
Suspenze byla intenzivn& michdna magnetic-
kym michadlem. Za michdni byla po kapkdch
pfiddvéna tfeti slofka. Michdni suspenze po-
kradovalo p¥i laboratorni teplot& t¥i hodi~-
ny. Polymer s insolubilisovanou bilkovinou
byl odfiltrovédn. Ve filtrdtu bylo m&fenim
optické absorpce p¥i 280 nm stanoveno mnoZ-
stvi nenavdzané bilkoviny a z rozdilu vypo-
&teno, %e na &4sticich polymeru bylo insolu~-
bilisovdno 76 % pfidanédho lidského serum-
albuminu.

P¥iklad 3

P¥ipravek pro insolubilisaci sestdval
z 1 g prdSkového polyesteru kyseliny tere-
ftalové a kyseliny sulfoisoftalové s ethy-
lenglykolem suspendovaného ve 20 ml vody,
jejii pH bylo nastaveno primdrnim fosfo-
reédnanem draselnym na 5,2, Tato prvnl slo~-
ka byla umisténa ve sklenene 1dhvi s uzd-
vérem z polyethylenu. Druhd slo3ka byla
tvofena 10 ml 407 vodného roztokun glutar-~
aldehydu umisté&ného ve sklen&né ampuli. Tie-
ti sloZka byla tvofena 1 ml 3% glutaraldehy-
du umisté&ného v oddidlené sklendné ampuli.
Vsechny t¥i sloZky byly uchovdvdny v chlad=-
nici p¥i +4 ©°C,

P¥i pouZiti byl obsah ampule s druhou
sloZkou p¥iddn do ldhve obsahujici prvni
sloZku, sm&s byla promichdna a ponechdna
20 hodin p¥i laboratorni teplot&, Pak byl
polymer odfiltrovédn a po promyti vodou
suspendovdn v 25 ml 17 vodného roztoku
lidského imunoglobulinu A ve fosfédtovém
pufru pH 6,0. Suspenze byla intenzivnd miché-
na magnetickym michadlem. Za michdni byla
priddna tfeti sloZka.. Michdni suspenze
pokradovalo pFfi laboratorni teplot& 4 hodiny.
Polymer s insolubilisovanou bilkovinou byl
odfiltrovdn, Ve filtrdtu bylo méfenim
optické absorpce p¥i 280 nm stanoveno mnoZ-
stvi nenavdzané bilkoviny a z rozdilu vypo-
&teno, %e na &dsticich polymeru bylo inso-
lubilisovdno 89 Z lidského imunoglobulinu A,

Pfiklad 4

P¥ipravek pro insolubilisaci sestdval ze
100 mg prd8kového polyethylentereftaldtu
suspendovaného ve 2 ml fosfdtového pufru pH
7,2, Tato prvni sloZka byla umist@na v uza-
viené sklenéné lahvidce. Druhd sloZka byla
tvofena 0,5 ml 257 vodného roztoku glutar-
aldehydu umisté&ného ve sklen&né ampuli., T¥e-
ti sloZka byla tvofena 0,5 ml 17 vodného
roztoku glutaraldehydu umist&ného v oddé&-
lené sklen&né ampuli, Viechny t¥i sloZky
byly uchovdvdny v chladnici p#i +4 "C.

P¥i pouZiti byl obsah ampule s druhou
slo¥kou p¥iddn do lahvi&ky obsahujici prvni
slozku, obsah byl promichdn a v uzavfené
lahvidce umistén na 10 hodin do termostatu
s teplotou 37 °C. Pak byl polymer odfiltro-
védn a po promyti vodou suspendovdn v 2,5 ml
1%Z roztoku alfa-1 kyselého glykoproteinu
v octanovém pufru pH 4,

Suspenze byla michéna magnetickym michad-
lem. Po 25 minutdch michdni byla po-kapkéch
pi¥iddna t¥eti sloZka., Mich4ni suspenze pokra-
Zovalo je3t& dv& hodiny p¥i laboratorni
teplot&, Polymer s insolubilisovanym glyko-
proteinem byl odfiltrovdn. Ve filtrdtu bylo
méfenim optické absorpce p¥i 280 nm stano-
veno mnoZstvi nenavdzaného glykoproteinu a
z rozdilu vypolteno, Ze na &&4sticich polyme-
ru bylo insolubilisovdno 88 7% alfa-1 kyse-
lého glykoproteinu, \\
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P¥ipravku podle vyndlezu je mo¥no pouZit fické izolaci ldtek, jako nap¥. protildtek
zejména v oblasti zdravotnictvi, farmacie z imunnich sér.

a biologického vyzkumu k selektivai biospeci-

PREDMET VYNALEZU

1. P¥ipravek pro insolubilisaci bilko- - aldehydu, vztaZfeno na hmotnost ka¥dé z t&ch-
vin a jejich sloufenin s jinymi ldtkami, to sloZek.
zejména se sacharidy nebo lipidy, vyznaujici 2. Piipravek podle bodu 1, vyznalujici
se tim, Ze sestdvd ze t¥i samostatnych se tim, Ze prvni sloZka je tvofena polyeste-
sloZek, z nichZ prvni slo¥ka je tvofena ry aromatickjch kyselin a ethylenglykolu,
1 a¥ 40 % hmot. jemnd granulovaného poly- 3. Pripravek podle bod& 1 a 2, vyznalu-
esteru suspendovaného ve vod& nebo vodném jici se tim, Ze vodny roztok litek tlumi-.
roztoku ldtek tlumicich zm&ny pH, druhd cich zmény pH je tvo¥en roztokem primirni-
slotka je tvo¥ema 5 a% 40% hmot. vodnym roz~ ho a sekunddrniho fosfore&nanu sodného
tokem dialdehydu a t¥eti slofka je tvofe- nebo draselného.

na 0,1 aZ 5% hmot. vodnym roztokem di-
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