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Vynélez se tyka izolace sérového albumi-
nu na modrém celulézovém sorbentu.

Podstatou vyndlezu je zplsob izolace sé-
rového albuminu na sférickém makrcporéz-
nim celulézovém afinitnim sorbentu s na-
vézanou reaktivni mod#i 2 podle &s. AO &.
237 620, vyznaleny tim, Ze se albumin izo-
luje z frakci ziskanych p¥Fi frakcionaci
krevniho séra ethanolovou srdZeci metodou
nebo ionexovou chromatografii tak, Ze se
albumin z roztoku bilkovin zachyti b&hem
pritoku sloupcem nebo rozmichdvéani sus-
penze pfi pH 7,0 aZ 8,5 a iontové sile
odpovidajici 0,01 aZ 0,05 M roztoku chloridu
sodného a uvolni se z vazebného komplexu
eluci vhodnym roztokem o vy3Si iontové sile
s vyhodou 1 M aZ 6 M roztokem chloridu
sodného v octanovém pufru pH az 4,8.

Zplsob podle vynélezu je ddle vyznaten
tim, Ze se ¢&isty albumin ziskdvd z mezifrak-
ce IV—V ethanolové frakcionace. S vyho-
dou 1lze podle vynélezu albumin izolovat i
z ostatnich globulinovych frakci.
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Vyndlez se tykd izolace sérového albumi-
nu na modrém celuldzovém sorbentu.

Pro frakcionaci bilkovin krevniho séra je
vypracovana jiZz fada postupl [Allen P. C.,
Hill E. A., Stokes A. M.: Plasma Proteins,
Analytical and Preparative Techniques
(1977), Curling ]. M.: Methods of Plasma
Protein Fractionation {1980)). K izolaci bil-
kovin pro terapeutické a profylaktické uce-
ly ve vyrobnim méfitku se v3ak stile nej-
gastéji pouZivaji postupy zaloZené na etha-
nolové frakcionaci vypracované Cohnem
(Cohn E. ]. a spol.: J. Am. Chem. Soc. 88,
459 (1946)). Teprve v posledni dobé se i na
tomto poli zacdinajf prosazovat metody chro-
matografické.

Ionexové chromatografie se naptiklad po-
uZivd pii pripravé albuminu a globulinu ja-
ko hlavni purifikadn{ krok nebo pri zlepSo-
vani cistoty a stability u frakc{ ziskanych
vét§inou srdZecimi postupy (Curling J. M.:
Methods of Plasma Protein Fractionation,
str. 77 aZ 158 {1980). PouZiv4 se pfitom vé&t-
Sinou také gelovd filtrace. ZjiSt&ni, Ze =za
vhodnych podminek dochézi k selektivni in-
terakci sérového albuminu s reaktivni mod¥if
2 {Cibachronovd modf 3G-A, Procionov4
modf H, Ostazinovd modf H-3G) navédzanou
na nosiél (Travis J., Panell R.: Clin Chim.
Acta 49, 49 (1973)), vyvolalo zdjem vyuZit
tohoto chovéni pro izolaci albuminu (pseu-
do}afinitni chromatografii (dye-ligand chro-
matography) (Saint-Blancard J., Kirzin J. M,,
Riberon P., Petit F.: v Affinity Chromato-
graphy and Related Techniques, ed. Gribnau
T. C. ]J., Visser ]J., Nivard R. ]. F.-Elisevier
1982 — str. 305).

Rozhodujici roli hraje struktura barviva,
jeho koncentrace a zplsob navdzédni. Z a-
plikadniho hlediska je dileZity také nosié,
ktery urfuje dostupnost funkénich skupin
pri sorpci a desorpci, a jeho nespecifické
sorpce. Jako nosife pro pripravu modrych
afinantnich sorbentll se dosud pouZivaji nej-
tast&ji polysacharidy dextranového nebo
agardzového typu a novéji také syntetické
polymery methakryldtového typu.

Tradi&ni formy celulézy poskytly modré
derivaty s vazbou albuminu pro praktické
tcely nepostaujict (Angal S., Dean P. D. G.:
Biochem J. 167, 301 (1977))}. Tento nedosta-
tek se odstrani pouZitim sférické regenero-
vané makroporézni celulézy jako vychoziho
materidlu. Modré derivaty na této bazi jsou
ve srovnani s dextranovymi mebo agardzo-
vymi mechanicky pevné&jsi, maji lepsi toko-
vé vlastnosti { pfi préci v kolen& s vysokym
sloupcem, jejich objem se pfl zm&ndch pH
a iontové sily prakticky nemé&ni. To spolu
s lep3i dostupnosti umoZiiuje pouZitl i ve
vyrobnim mé&¥tku. Byly pouZity pro separa-
ci a izolaci albuminu z krevnfho séra (Pom-
merening K., Jobsky D., Bene§ M., Stamberg
J.: &s. AO &. 237 620).

Podstata zplisobu izolace sérového albu-
minu na sférickém makroporéznim celuld-
zovém afinantnim sorbentu s navédzanou
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reaktival modfi{ 2 podle &s. AO ¢. 237 620
spoCivd podle vyndlezu v tom, Ze se albu-
min izoluje z frakci ziskanych pfi frakcio-
naci krevniho séra ethanolovou srdZeci me-
todou nebo ionexovou chromatografii tak,
Ze se albumin z roztoku bilkovin zachyt{ b&-
hem pritoku sloupcem uvedeného roztoku
nebo rozmichavani suspenze roztoku albu-
minu a uvedenédho sorbentu, pfitem?Z roztok
albuminu méd pH 0,7 aZ 8,5 a iontovou silu
odpovidajici 0,01 aZ 0,05 M roztoku chloridu
sodného a sérovy albumin se z vazebného
komplexu uvolni eluci vhodnym roztokem
0 vyS$si iontové sile, s vyhodou 1 M a% 6 M
roztokem chloridu sodného v octanovém
pufru pH 5,6 aZ 4,8.

ZplQsob podle vynédlezu je ddle vyznalen
tim, Ze se isty albumin ziskdvéd z mezifrak-
ce IV—V ethanolové frakcionace. S vyhodou
lze podle vyndlezu albumin izolovat z ostat-
nich globulinovych frakei.

Vyhodou zplscbu izolace sérového albu-
minu podle vynélezu je zvySeni vyt&Znosti
pFl vyrobé Cd&istého albuminu z ddrcovské
krevni plazmy nebo nédhradnich surovin po-
uZitim kombinace klasického postupu frak-
clonace s (pseudo)afinitni chromatografii.
Cisty albumin odpovidajici poZadavkim 1é-
kopisu se tak ziskdvd z mezifrakce IV—V
ethanolové frakcionace podle Cohna, z glo-
bulinové frakce nebo z odpadni kapaliny po
odd&leni imunoglobulinové frakce. Odstra-
nénim albuminu ze surového gama globuli-
nu se ziskd produkt o vy3si elektroforetické
¢istots.

Priklad 1

Pres sloupec sférické celuldozy (vyska 35
centimetrd, praimeér 1,35 cm) s vdzanym afi-
nantem reaktivni modPi 2 — color index
61 211 (Cibacronovd modfF) (3,6 umol bar-
viva/mol mokrého nosi¢e) ekvilibrovaného
0,05 M roztokem chloridu sodného, volné&
protékal 8 % roztok bilkovin obsahujici 94
procent gamaglobulinu, 1 % alfa a beta glo-
bulinu a 5 95 albuminu, ktery vznikl pii
provad&ni ethanolové frakcionaci krevniho
séra podle Cohnovy metody. Iontovd sfla
odpovidala 0,08 M roztoku chloridu sodné-
ho.

Hodnota ipH byla upravena na 7,2 aZ 7,5.
Osveédi&il se pomér 100 ml roztoku bilkovin
na 50 ml sorbentu. Po protefeni celého
mnoZstvi roztoku bilkovin byl sloupec pro-
myvan 0,05 moldrnim roztokem chloridu
sodného pokud eludt obsahoval bilkoviny.
Takto ziskany roztok gamaglobulinu, zba-
veny primési albuminu byl ddle zprocovéan
zndamym zplsobem.

Sorbent byl regenerovdn promytim 3,5
moldrnim roztokem chloridu sodného a
ekvilibrovan 0,05 M roztokem chloridu sod-
ného. Po n&kolika t8chto cyklech byl sor-
bent jeSt8 regenerovdn po promyti 3,5 mo-
larnim roztokem chloridu sodného zplso-
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bem zndmym z regenerace iontoménicl za

uziti 0,2 M kyseliny chlorovodikové a 0,1 M

hydroxidu sodného. Potom byl sorbent ekvi-
librovdn 0,05 M roztokem chloridu sodného.

Priklaad 2

Pfes sloupec sorbentu uvedeného v pri-
kladu 1, ktery byl ekvilibrovdn 0,05 M roz-
tokem chloridu sodného, volng protékal 2%
vodny roztok plazmatickych bilkovin obsa-
hujici 80 % albuminu, ktery vznikl rozpus-
ténim mezifrakce IV—V ethanolové frakcio-
nace podle Cohnovy metody nebo jako frak-
ce pfi d&leni smési bilkoviny na iontoméni-
¢i. Hodnota pH rcztoku byla upravena na
8,0 aZ 8,5 a iontovd sila roztoku odpovidala
0,05 M roztoku chloridu sodného.

Osvéddil se pomér 100 :ml roztoku na 130
az 150 ml sorbentu. Pc ukondeni aplikace
celého 'mnoZstvi bilkovin byl sloupec pro-
myvan roztokem 0,05 M chloridu sodného
dokud protékala mnezachycend bilkovina.
Tato vytékajici tekutina neobsahovala albu-
min, nebo jej obsahovala znaln& sniZené
munoZstvi. Potom byl zachyceny albumin de-
sorbovdn promyvanim sloupce 3,5 M rozto-
kem chloridu sodného. Eluce probihala tak
dlouho, pokud se ze sorbentu uvolilovala
bilkovina. Ziskany roztok sérového albumi-
nu byl ddle zbaven nadbytetného mnoZstvi
solf, zahu$tén a dale zpracovidn zndmym
zplsobem.

Priklad 3

Pres sloupec sorbentu uvedeného v prii-
kladu 1, ktery byl ekvilibrovan 0,05 M roz-
tokem chloridu sodného, voln& protékal
roztok bilkovinné mezifrakce ethanolové
frakcionace podle Cohnovy metody obsahu-
jici 19 % ethanolu a 2 % bilkovin, po od-
déleni frakce I—II—III. Hodnota pH roztoku
byla upravena na 8,0 aZ 8,5. Iontovd sila
byla mezi 0,05 aZ 0,1. Aplikace ethanolové-
ho roztoku bilkovin byla provedena pri tep-
loté 0°C. D218{ postup promyvani a deasorp-
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ce albuminu byl proveden stejné jako v p¥Fi-
kladu 2.

Priklad 4

Pres sioupec sorbentu uvedeného v pfi-
kladu 1, ktery byl ekvilibrovdn 0,05 M roz-
tokem chloridu sodného, protékal roztok
odpadni tekutiny po oddé&leni imunoglobuli-
nové frakce obsahujici 0,2 0 bilkovin, z
nichz hlavni €ast tvofil albumin, a 25 %
ethanolu. Hodnota pH roztoku byla uprave-
na na 7,8 aZ 8,0; iontova sila byla 0,08. Apli-
kace roztoku probihala p¥i —1 °C. Dalsi po-
s:tp promyvéani a desoupce albuminu byl
proveden stejné jako v prikladu 2.

Priklad 5

50 ml sférické celulézy s vdzanym afinan-
tem reaktivni mod#l 2 {Cibacronovd modf),
promyté destilovanou vodoy, bylo suspendo-
vdno se 100 ml! odpadni tekutiny, ktera
vznikd po oddéleni imunoglobulinové frak-
ce ethanolové frakcionaCni metody podle
Cohna, obsahujici asi 0,2 % bilkovin, z nichZ
hlavn{ &ast tvofil albumin a kterd obsahuje
25 % ethanolu.

Hodnota pH byla u této tekutiny pfedem
upravena na 7,8 aZ 8,5. Suspenze sorbentu
s roztokem bilkovin byla michdna tak dlou-
ho, aZ se obsah bilkovin pcdstatn& sniZil.
Potom byl sorbent oddélen sedimentaci ne-
bo odfiltrovén, tekutina byla likvidovédna a
sorbent promyt roztokem 0,05 M chloridu
sodného. Zachyceny :albumin byl ze sorben-
tu uvolnén pomoci 3,5 M roztoku chloridu
sodného bud suspendaci sorbentu a dekan-
taci, nebo promyvdnim sloupce na filtru.

Priklad 6

Sérovy albumin zachyceny na sorbent po-
dle ptikladd 2 aZ 5 byl eluovédn vodnym roz-
tokem sestdvajicim z 6 % chloridu sodného
1.6 04 natrium oktanodtu (kaprylanu sod-
ného) a 10 % ethanolu.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob izolace sérovéhe albuminu na
sférickém makroporéznim celulézovém afi-
nitnim sorbentu s navédzanou reaktivnf mod-
I 2 podle &3. AD &. 237 620, vyzna&eny tim,
Ze se albumin izoluje z frakci ziskangych pfi
frakcionaci krevniho séra etanolovou sré-
Zec{ metcdou mebo ionexovou chromatogra-
fif zachycenfm b&hem pritcku roztoku al-
buminu sloupcem uvedeného sorbentu nebo
rozmichdvdnim suspenze roztoku albuminu
a uvedeného sorbentu, pFitemZ roztok albu-
minu m4 pH 7,0 aZ 8,5 a iontovou sflu od-
povidajici 0,01 aZ 0,05 M roztoku chloridu
sodného a sérovy albumin se z vazebného
komplexu uvolni eluc! vhodnym roztokem
o wys8i iontové sile, s vyhodou 1 M aZ 6 M

Severogralia, n. p., zavod 7, Most

roztokem chioridu sodného v octanovém
pufru opH 5,6 aZ 4,8.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznateny tim,
Zze se Cisty albumin ziskdvd z mezifrakce
IV aZ V ethanolové frakcionace.

3. Zpasob podle bodu 1, vyznateny tim,
Ze se albumin odstrarfiuje z globulinové frak-
ce ethanolové frakcionace.

4. Zplusob podle bodu 1, vyznafeny tim,
Ze se albumin izoluje z odpadni tekutiny
vniklé po odd&leni imunoglobulinové frakce
ethanolové frakcionace.

5. ZpGsob podle bodu 1, vyznadeny tim,
7e se albumin izoluje z frakce IV — 1,4 e-
thanolové frakcionace.

Cena 2,40 K&s
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