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(54) Pouziti modrého afinantniho celulézového sorbentu

Vynélez se ty¥ké zpisobu pouZiti mod-
rého afinentniho celulozového sorbentu
késeparaci a izolaci sérového albuminu ze
séra. : .

. Podstata vyndlezu spo¥ivéd v pouZitf
modrého afinantniho celulézového sorbentu
gfipraveného odle &s. autorského osvid-

enl &. 225 971 pro separaci a izolaci sé-
rového albuminu ze séra afinitn{ chroma-
tografii.

- Pou%it{ modrého celuldézového noside
" . ha bdzi makroporézni sférické celulézy
nebo jejich hydroxyalkylderivétd s kova-
. lentné védzenou reaktivni mod¥{ 2 (color
index 61211) vede k téméF 90% separaci
a 72 aZ 90% izolaci albuminu obsaZeného
. v séru.
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Vyndlez se t¥kd poufiti modrého afinantniho celuldzového sorbentu k separaci a izolaci
sérového albuminu ze séra. A

Separace a izolace albuminu ze séna afinitni chromatografii pomoc{ modrého efinantniho
sorbentu se pouZivd jak pro snalytické tak pro ‘preparativni uZely v chemii, biochemii a me-
diciné. )

Sérum obsshuje sm¥s témé 100 proteind rizné struktury a 8 riznou funkef, prifemZ al-
bumin je s pod{lem zhruba 50% hmotnostnich dominentni sloZkou. '

Pro izolsci albuminu bylo vyvinuto vice postupl, které jsou zaloZeny na selektivnim
sréZfenf{ nebo chromatografickych délenich, a Zasto.probihaji v mnoha reakénich krocich. Dnes
neni dlleZité jen zfskéni albuminu v preparativnim m&fitku. Vyznem nd prévé tak jednoduché, .
specifické a témdF kvantitativni odstran¥ni albuminu ze séra predeviim pro medicinsko-dia-
gnostické Wlely nebo pii ziskdni specidlnich sérovych protoin&, napfiklad a-fetoproteinu.

Pro ob& oblasti pouiiti byly v poslednich letech vyvinuty postupy na zéklad® afinitni
chromatografie, které vyuiivnji adsorpci albuminu modrym barvivem oznaéovnnym jako reaktiv-
ni mod® 2 (color index 61 211) (obchodn{ nézvy Cibacronovéd mod:f F3G-A' Ostazinovd modd -
H-3G) navdzanym na polysacharidovém nosigi. .

Pokusy, nahradit tyto nosile celuldzou, kterd je ve srovnéni s ostatnimi polysachari-
dovymi nosi&i ekonomicky vyhodn¥jsi byly dosud nedsp&iné. Ve srovnéni agardzovymi nosi¥i
byla vazba albuminu na odpovidajicim celulézovém sorbentu 10x mendf (S. Angal, P.D. G. Dean:
Biochem. J.167, 301, (1977) nebo nebyla zjiéténa vazba %ddnd (G. Birkenmeyer, Dizertace,
Lipsko 1981)-. Y

Dosavadni nedostatky odstranuje zplsob separace a izolace sérového albuminﬁ ze séra
podle vyndlezu, ktery spodivéd v pouZit{ modrého celuldzového sorbentu pripravenéhé podle
%s. sutorského osvédieni &. 225 971 k separaci a izolaci sérového albuminu ze séra’ afinitni
chromatografii.

Vazba slbuminu na reaktivni barvivo navézané na noaiéi'pfi kontaktu se sérem je spe-
cifickd, vazebnd kapacita je vy¥Si ne% 10 mg albuminu ne ml nosile. Eluce pak probihd o sobg
znémym zpisobem. ’

Adsorpce ze séra nebo zieddného séra se provéd{ pfi pH 5 aZ 9, pPednostnd pfi pH 8, ‘
pri teplot¥ od 1 do 40 9C xolonovym nebo vsddkovym zp&aobem. Sérové proteiny,: které se ne-
sorbujl, se vymyvaji adsorpinim pufrem. .

Desorpce albuminu se provddl pisobenim pufra, které obsahuji ' a% 2 M chlorid sodny
(NaCl) nebo 0,2 aZ 1 M tiokyanatan draselny (KSCN).

>
Vfhodou zplsobu podls vyndlezu je, Ze nosié se miZe pouZit opakované bez ggzorovatel-
ného zhordeni vazebni kapacity. s . .
Pou¥it{ nosile na bdzi makroporézni sférické celulozy nebo jejich hydrdxyalkylderivét&
s kovalentnd vdzanou reaktivni mod#{ 2 (color index 612 11) vede k témst 90% aeparaci a 75

af 90% izolaci albuminu obsaZeného v séru. s

Ve srovnéni s ostatnimi polyaacharidovymi nosi¥i je modry celulozovy nosid na bdzi
makroporézni sférické celuldzy efektivn¥jsl a ekonomicky vjhodnéjéi.

Vynikajfci mechanické a adsorpéni;vlastnoati nosile dqyolgji jeho pouZiti ve velkém
m&F{tku. ‘ : T s .
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Zpisob je objasn&n na nékolika pfipesdech, které v3ak vyndlez nijak neomezuji.

Pr{iklad 1

10 ml mekroporézni sférické modré celuldzy (2,9 aZ 7,3 umol reaktivni mod#i 2 - color
index 61 211 (Cibacronové mod¥/g mokrého nosife) :se ekvilibruje v kolond o prim&ru 1,3 cm
pufrem 0,05 M Tris (HC1) 0,5 M NaCl pH 8, p¥i teplotd mistnosti e psk se na kolonu nanese
2 ml lidského sérového albuminu (40 mg/ml pufru). Eluuje se 25 af 30 ml pufru. Zachyti se
88 az 94 % albuminu. Desorpce se provédl pufrem 0,05 M Tris (HC1l) pH é, ktery obsahuje
0,2 a2 1 M KSCN (vyt&Zek 75 a% 90 %). '

Profklad 2

10 ml mekroporéani sférické modré celulozy (2,9 a% 7,3 ymol bsrvive/g mokrého nosilZe)
se ekvilibruje pufrem 0,05 M Tris (HCl) 0,5 M NaCl pH 8 a nanese 2 ml séra bud pFimo nebo
z¥edéného ekvilibradnim pufrem (! : 5 a¥ 1 : 10). Adsorpce albuminw probihd v kolonovém
nebo vsddkovém uspofdddni (1 aZ 5 hodin) p¥i teplot& mistnosti. Needsorbované sérové pro-
teiny (30 a%Z 45 % celkového obsahu proteind) se eluujf ekvilibradnim pufrem. Zachyti se 93
aZ 96 % albuminu. Eluce adsorboveného albuminu probihé jak je popséno v pifkladu 1.

PREDMET . VYNALEZU

. , &
PouZiti modrého afinantniho:celulozového sorbentu piipraveného podle &s. autorského
osvidteni &. 225 971 pro separaci a izolaci sérového albuminu ze séra afinitn{ chromatografif.
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