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Vynélez se tyké zplsobu isolace monoklondlnich protilédtek
elektrodesorpci z imobilizovanéhb antigenu ve stejnosmérném
elektrickém poli,

Protilatky slouZici diagnostickym d¥eltm se v ndkterych pii-
padech mohou pouZivat bez Cisténf, tj. jako séra pripadné jako
ascitické tekutiny produkénich zvidat. Pro presné imunochemické
mikroanalysy, pro léfebné udely nebo pro udely isolace antigen=-
nich substanci pomoci imobilizovanych protilédtek je tieba vyro-
bit prepardty protilétek, v nich¥ je obsah balastnich bilkovin
potladen na minimum. Potladenf obsahu balastnich bflkovin v pre-
parétech protilatek se dosud dosahuje nékolika zpisoby. Nespeci-
fickymi metodami,jako je vysolovéni nebo chromatografie na DEAE-
-celulose;se ziskévd mén& Cisty imunoglobulin, v ném# vedle Zé4da-
né protiléatky prevaZuji imunoglobuliny jiné povahy. V takto zis=-
kanych preparétech mohou byt ve stopovych mnoZstvich pfitomny
proteolytické enzymy pochézejici z vychozi t&lni tekutiny; témi-
to enzymy jsou protilétky b&hem skladovéni postupn® degradovény.

Dédle jsou pouZivény zptisoby zalo¥ené na principu afinitni
Chromatografie, Imobilizovanou sloZkou mi%e byt napi. stafylo-
kokovy protein A, na ndj% se vé¥1i tém¥* vIechny imunoglobuliny.
Z afinitniho sorbentu vyt&sn¥ny prepardt je pom&rn& &isty imno-
globulin. Tento postup vSak nerozliduje mezi aktivni protilét-
kou a nespecifickym imunoglobulinem.

Aktivni protildtka se déinn& isoluje pomocivk n{ pfislul-
ného komplementérniho antigenu v imobilizované form&. Zpddoby
vyu¥ivajic{ imobilizovanych antigend poskytuji preparédty zbave-
né vSech primé&si a jsou vhodné jak pro nérodné analytické udely,
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_ tak pro ud&ely preparativni, kde jinak p¥imési citelné& sniZuji
kapacitu sorbentu s imobilizovanou protilétkouja tim nepriznivé
ovlivnujf ekonomiku prepara&niho postupu. Adsorbovanou protilét-
ku je treba z imobilizovaného antigenu uvolnit. NejSetrn&j3i zpi-
sob je vyt&snéni protilédtky nizkomolekulérnim haptenem. Tento
zplisob se dé vSak pouZit pouze u protilétek proti syntetickym
strukturém, kde lze hapten syntetizovat a nemé vyzneam u proti-
létek nejlastdji pripravovanych a v primyslu poufivanych, tj.

u protildtek proti p¥irodnim antigentim. Kromé toho p¥edstavuje
odstranéni haptenu z vazebnych mist protildtky daldf nezbytnou
operaci.

Obecn& pouZitelné zpisoby vytésndni jsou: zména pH eludnitho
pufru, zména iontové sfly eludniho pufru, zména teploty eludnfho
pufru, p¥idavek chaotropnich &inidel nebo detergentd do eludnfho
pufru, pripadnd kombinace uvedenych metod. Spolelnou nevyhodou
uzivanych zplsobt uvolnovéni protilétek je, ¥e po odstrandni di-
sociadniho ageng nebo po neutralizaci ztrati &4st protilétky roz-
pustnost, &im¥ dochézi k citelnym ztrétém, které mohou &init aZ
50 %.

Je zndm té% zplsob elektrodesorpce protilétek z imobilizova-
ného antigenu stejnosmérnym elektrickym polem v homogennim elek-
trolytu. Elektrodesorpce nevyZaduje pridavku Z&dného disociadnf-
ho agens a zpravidla se d& provést v nedenaturujicich podminksach.
Nevyhodou tohoto postupu je pomalé uvolnovéni protilétek ve vel-
mi zted&ném stavu.

Uvedené nevyhody dosud pou¥ivanych zpisobd odstranuje zplsob
isolace monoklondlnich protildtek podle tohoto vyndlezu. Jeho
podstata spodivéd v tom, Ze adsorbované protilétky na imobilizo-
vaném,antigenuvse desorbuji v izotachoforetickém systému elekiro-
lytd. Izotachoforeticky systém elektrolytd se skl4d4 z vedouciho
elektrolytu, jenZ obsahuje vedouci ion s efektivni pohyblivosti
vy$81i, ne% je efektivni pohyblivost protilétky, a protiion s io-
nogenni skupinou, jejiZ pKg je v rozsshu 4,5 aZ 9,5 a z konco-

. vého elektrolytu, ktery obsahuje koncovy ion s efektivni pohyb-
livost{ ni%${f ne? je efektivni pohyblivost desorbované proti-
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latky a libovolny protiion. Koncentrace vedoucfiho iontu je |

v rozmez{ 0,001 aZ 0,05 mol/l a koncentrace koncového iontu
0,001 aZ 0,1jmol/1. Adsorbované protildtky se z imobilizované-
ho antigenu uvolﬁuji do roztoku plsobenim stejnosmérného elek-
trického pole intensity 5 a% 300 V/em v izotachoforetickém sys-
tému elektrolytd,

* Vyhodou zpisobu podle vyndlezu je rychlé uvolnovénf protilé-
tek z imobilizovaného antigenu v nedestruktivnich a nedenaturu-
Jicich podminkdch a moZnost zIskéni roztokd &istych protildtek
v koncentracich a? n&kolika hmotnostnich %, kde koncentraci de- .
sorbované protildtky lze ¥1dit koncentraci vedouctho iontu ve
vedoucim elektrolytu. |

Vynélez a jeho vyhody jsou bliZe vysvétleny pomoc{ déle uve-
denych prikladd jeho provedeni.

Priklad 1
Imunoglobulin ziskany z my3f ascitické tekutiny,obsahujicit
monoklondlni protilédtku podt¥idy IgGl proti prase&fmu transferi-
nqureparatiyni zonovou elektroforesou ve Skrobovém bloku pri
PH 8,6 v 50 mmol/l diethylbarbituratovém pufru /diethylbarbitu-
rét sodny - kyselina diethylbarbiturové/}byl rozpudtén v 0,15
mol/l chloridu sodném na koncentraci 0,28 hmotnostnich %. Odd&-
lené byl pripraven vedouci elektrolyt o pH 5,9 sestévajici z
0,01 mol/l hydroxidu sodného a 0,03 mol/l kyseliny 2-/N-morfoli-
nq/éthansulfonové a koncovy elektrolyt sestévajici z 0,01 mol/l
kyseliny 6-aminokapronové adjustované kyselinou chlorovodikovou
na pH 5,2.0,5 ml roztoku imunoglobulinu bylo smfseno s 5 ml ve-
~douciho elektrolytu a k v¥slednému roztoku bylo ptidéno 100 mg
afinitnfho sorbentu p¥ipraveného z 15 mg prase&fho transferinu
a 85 mg jemn& granulovaného polyethylenglykoltereftaldtu polyme-
rac{ pomoci glutaraldehydu. Po 20 min. pribshu adsorpce protila-
tek za michéni byla tekutina odstran&na a afinitni sorbent s ad-
sorbovanou protilétkou byl promyt 20 ml vedouciho elektrolytu. .
Promyty afinitni sorbent s adsorbovanou protilétkou byl umistén
na rozhrani mezi vedouci elektrolyt a koncovy elektrolyt. Na
tehto systém bylo zavedena stejnosmdrné elektrické poly, anoda
do koncového elektrolytu, katoda do vedouciho elektrolytu. De-
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sorpce probihala p¥i intensit& pole od 8 do 80 V/cm 60 min, p¥i
teploté vrstvy sorbentu 20¢25°C. Z prostoru mezi vrstvou sorbentu
a katodow bylo ziskéno 25ul 1% roztoku protilétky o pH 5,3. Po
z¥eddnf na 0,5 ml a upravé pH na 7,0 zistal roztok protilatky zce-
la ¥iry. Vazebndé aktivita protildtky zdstala zachovéna, jak bylo
ovéPeno imunoprecipitadénim testem.

Priklad 2

Imunoblobulin ziskany z my3f ascitické tekutiny,obsahujici
protilétku podt#idy IgGl proti praseéimu transferinu,byl rozpud-
tén v 0,15 mol/l chloridu sodném na koncentraci 0,28 hmotnostnich
%. 0dd&lené byl pripraven vedouci elektrolyt sestévajici z 0,02
mol/1 hydroxidu sodného a 0,06 mol/l kyseliny 2-/N~-morfolino/
ethansulfonové a koncovy elektrolyt sestévajici z 0,02 mol/1l ky-
seliny 6-aminokapronové adjustované kyselinou chlorovodikovou
na pH 5,2. 0,5 ml roztoku imunoglobulinu bylo smiseno s 5 ml ve-
douciho elektrolytu a k vyslednému roztoku bylo pridéno 100 mg
afinitniho sorbentu piipraveného z 15 mg praseéiho transferimu
a 85 mg jemnd granulovaného polyethylenglykoltereftaldtu polyme-
raci pomoci glutaraldehydu. Po 20 minutdch prdbéhu adsorpce pro-
tildtek za mfichéni byla tekutina odstranéna a afinitni sorbent
s adsorbovanou protilétkou byl promyt 20 ml vedouciho elektroly-
tu. Promyty afinitni sorbent s adsorbovanou protildtkou byl umis-
tén na rozhrani mezi vedouci elektrolyt a koncovy elektrolyt.
Na tento systém bylo zavedeno stejnosmérné elektrické pole, ano-
da do koncového elektrolytu, katoda do vedouciho elektrolytu.
Desorpce probfhala pri intenzité& pole 80§/80 V/em 60 minut pfi
teploté vrstvy sorbentu 20&%500. Z prostoru mezi vrstvou sor-
bentu a katodou bylo ziskéno 25 Ml 2% roztoku protildtky o pH
5,0. Po zFedsni na 0,5 ml a Upravé pH na 7,0 zlstal roztok pro-
tildtky &iry. Vazebnd aktivita protilédtky zdstala zachovéna, jak
bylo ovéreno imunoprecipitadnim testem.

Priklad 3

Imunoglobulin ziskany z myS${ ascitické tekutiny,obsahujici
monoklondlni protilétku podt¥idy IgGl proti lidskému transferi-
nu,byl rozpudtdn v 0,12 mel/l chloridu sodném na koncentraci
1,0 hmotnostni  %. Oddélené byl pripraven vedouci elektrolyt
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o pH‘5,2 sestévajici z 0,01 mol/l hydroxidu draselného adjusto-
vaného kyselinou octovou na ¥4dané pH a koncovy elektrolytaesté-
vajict z 0,01 mol/l -alaninu adjustovaného kyselinou octovou
na pH 5,1. 100ju1 roztoku imunoglobulimu bylo smiseno s 5 ml ve-
douciho elektrolytu a k vyslednému roztoku bylo pridéno 100 mg
afinitnfho sorbentu piipraveného z 15 mg lidského transferim a
85 mg jemn& granulovaného polyethylenglykoltereftalétu pdlymera-
¢i pomoci glutaraldehydu. Po 15 min. prib&hu adsorpce protildtek
za michdn{ byla tekutina odstransna a afinitn{ sorbent s adsor-
bovanou protildtkou byl promyt 15 ml vedouciho elektrolytu. Pro-
myty afinitnf solbent s adsorbovanou protilétkou byl umfstén na
rozhrani mezi vedouci elektrolyt a koncovy elektrolyt. Na tente
systém bylo zavedeno stejnesmdrné elektrické pole, anoda do kon-
cového elektrolytu, katoda do vedouciho elektrolytu. Deéorpce
probihala po dobu 40 minut pfi.}ntensité,pole ed 5 do 50 V/qm
pri teplotd vrstvy sorbentu 18¢20°C. Z prostoru mezi vrstvou
sorbentu a katodou bylo ziskéno 25 1l 1,2% roztoku protilétky

o pH 5,0. Po zfedéni na 0,5 ml a dpravé pH na 7,0 zlstal roztok
protilatky zcela éir&. Vazebnd aktivita protildtky ztstala. za-
chovéna, jak bylo ovéPeno imunoprecipitadnim testem.
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Zpﬁsob isolace monoklon&lnfch protilétek elektrodesorpci
v stejnosmérném elektrickém poli;vyznalujici se tim, Ze proti-
latky adsorbované na imobilizovaném antigenu se desorbuji
v isotachoforetickém systému elektrolytd sklédajicim se z ve-
douctfho elektrolytu, jenZ obsahuje vedouci ion v mno¥stv{
0,001 a¥ 0,05 mol/1 s efektivni pohyblivosti vy33f, ne% je
efektivni pohyblivost protildtky, a protiion s ionogenni sku-
pinou, jejiZ pK, je v rozsahu 4,5 a% 9,5, a z koncového elek-
trolytu, ktery obsahuje koncovy ion v mnoZstvi 0,001 aZ 0,1
mol/l, jehoZ efektivni pohyblivost je niZ8{f neZ efektivni po-
hyblivost desorbované protilatky, a libovolny protiion.

ZpUsob podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze adsorbované proti-
létky se desorbuji z antigenu -dmebilisovaného na rigidnich
¢dsticich noside neprostupnych pro elektrolyt, s vyhodou na
gdsticich z polymerd na bdzi diold a dikarboxylovych kyselin,
napriklad polyetylenglykoltereftalédtu.
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