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Vynélez se tykéd zplsobu separace volneho a véazaného ligan-~
du pii saturadni analyse.

Saturaéni analysa je analyticky postup, ktery vyuZ{ivé prin-
cipu specifické vazby raznych létek,napfiklad hormonti, vitaming,
steroidd, enzymd, alkaloidd, pesticid@, mikroorganismi a antige-
nd na uréitoy) pro tyto létky specifickou bilkovinu. Stanoveni
Je zaloZeno na soutéZeni ligandd, coZ je stanovovans latka, pif-
tomnd ve vzorku a taté? piidand létka znadené naprfklad radio-
nuklidem nebo fluoresceninim &inidlem, ve vazb& na ligat, coi je
specifickd létka, napffklad bilkovina. Podle uspotsdéni analy-
tického postupu mohou byt ligandem nebo ligatem bilkoviny, pepti-
' ay, hormony, vitaminy, steroidy, alkaloidy, pesticidy, toxiny,
mikroorganismy, ale i nizkomolekulérni létky, napPiklad hapten.

Po separaci navézaného ligandu od nenavézaného se dé zméie-
nim radloakt1v1ty, fluorescence ¥i jiné’ vellélny primo urdit
koncentrace stanovované latky ve vzorku. hetoda saturadénf analy-
Sy Jje vysoce specifickd a latky lze” stdnov1t v koncentracichwré-
dd nmold aZ fmold.

K separaci volného a vézaného ligandu je pou¥ivéna celd Pa-
da metod, napr. adsorpce volného ligandu na vhodny adsorbent
/aktivni uhli, silikagel aj./, vysrdZeni ligdtu s navézanym li-
gandem organickymi rozpoustédly, anorganickymi solemi apod. Je-
likoZ je vazba ligét - 1ligand reversibilnf povahy je u té&chto
metod nebezpedi porudeni rovnovéhy voiny - vézany ligand.

Znaéného zjednoduleni separace volného a vézaného ligandu
Je moZno dosdhnout tim, Ze se ligat imobilisuje na nosi&. Nej-
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Jednodu$si formou imobilisace je adsorpce na steny reakéni nddob-
ky. Vazebnd bilkovina se nejdastdji adsorbuje na polystyrenove
zkumavky nebo na mikrotitradni desticky z téhoZ materidlu. Adsorpd-
ni sily, které drid vazebnou bilkovinu na povrchu nosicde, jsou
vSak pomérné slabé a imobilisace je proto mnohdy nedostatelénd.
RovnéZ nizky titr vazebné bilkoviny miZe jedtd déle zhorsit vys-
ledny efekt. Z uvedenych d@vodd se vazebné bflkovina nékdy zesi-
fuje na povrchu nosie rdznymi bifunkénimi &inidly anebo jedts
dastdji se imobilisuje kovalentni vazbou primo na aktivovany nosié.

K imobilisaci vazebhych bilkovin kovalentni vazbou byla po-
uzita Pada materiélﬁ,jako napr. celulosa akiivované bromkyanem,
sklo aktivované Jr’—aminopropyltriethoxysilanem_nebo hydroxysukci-
nimidem, polymerd obsahujicich aktivni isothiokyandtové skupiny, -
Castic vytvorenych polymeraci polystyrenového latexu s glycidyl- _
methakrylétem a styrenem, &&stic vytvorenych polymeraci celulosy,
akroleind a oxidd Zeleza apod.

Zplsob separace volného a vdzaného ligandu podle vyndlezu
spolivd v tom, Ze se vhodny nosny materidl, s vyhodou sklenénd
tyéinka, hlintkova félié, polyethylenové félie, polystyrenovd
zkumavka apod. potdhne tenkou vrstvou polymeru, nebo kopolymeru
obsahujici vhodné reaktivni skupiny, s vyhodou oxiranové skupiny,
aldehydové skupiny, aminové skupiny, karboxylové skupiny, hydro-
xylové skupiny, sulfhydrové skupiny nebo epithioskupiny. Nosid
se zasune do roztoku se stanovovahou ldtkou a po vytvoreni re-
akéni rovnovdhy se vysune z roztoku. Jako polymer se s vyhodou
pouziva poly/2,3-epoxypropylmethakrylét/ nebo poly/2,%-epoxypro-
pylakrylét/, resp. jejich kopolymery nap¥iklad se.styrenem nebo
estery kyseliny methakrylové, resp. akrylové, kde alkoholovd &&st
esteru tvori methylové skupina, ethylovd skupina, propylové sku-
~pina, isopropylové skupina, butylové skupina, terc. butylové
skupina a cyklohexylové skupina. PotaZent nosného materidlu uve-
denymi polymery je dostatedns stélé, aby umoZnilo bud primou vaz-
bu vazebné bilkoviny, p¥ipadn# aktivaci. povrchu naneseného poly-
meru pfevedenim eroxyskupin na aminové skupiny, sulfhydrové
skupiny, karboxylové skupinyﬁi jiné skupiny vhodné k imobilisaci
ligatu na nosié. S vyhodou je mo¥no hydrolyscvat epoxyskupiny

—
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naneseného polymeru a ziskany vicindlni diol jodistanovou oxida-
ci prevést na aldehydové skupiny pro vlastni vazbu ligatu.

Oproti dosud pod?ivanym posiupﬁm'imobilisace ligatu skytéd
zpﬁsob podle vyndlezu tyto vyhody. ZjednoduSuje separaci volny -
- vézany ligand na prosté vyjmuti noside z inkubadniho roztoku,
&im¥ se navic vyluduje poruseni rovnovéhy volny - vézany ligand,
ke kterému mi¥e dojit p¥i.pouzitf jinych technik. UmoZnuje pra-
covat i s vazebnou bilkovinou nizkého titru, kdy p¥i imobilisaci
kovalentni vazbou jé dosaéeno'jejiho'efektivnéjéiho navézéni a
vyuZ¥itfi. Vedle experimentdlniho zjednoduSeni imobilisace kovalent-
ni vazbou je pii zplsobu podle vyndlezu odstranéna préce s vyraz-
A% toxickymi létkami zvladté v pbipadé piimé vazby ligatu na na-
' neseny polymer,

Vyndlez je dokumentovén priklady:

Priklad 1

" Poly/2,3-epoxypropylmethairylét/ pripraveny radikélové ini-
ciovanou polymeraci /iniciétor 2,2- azobisisobutyronitril/,
2,%-epoxypropylmethakryldtu v 1,4-dioxanu pii teplote 60°C, byl
nanesen ve form& 5%nihio roztoku na hlinfkovou f0111410x4 mm. Po
ususent pii teplotd 20°C za tlaku 101 kPa byl naneseny polymer
aktivovén hydrolysou pomoci 0,1 N H,SO, po dobu 3 h pfi 60°C a
poté perjoddtovou oxidaci 0,5 M NaIQO4 po dobu 1 h pri 20°C, Po
promyt{ hlinikovych destidek s aktivovanym polymerem bylo pfi-
déno antiserum proti papainu. Po 18 h p¥i 4°C byly desti&ky pro-
myty 0,1 M fosfétovym pufrem pH 7,4 a pouZity ke stanoveni pa=-
painu. Papain byl stanovitelny v rozmezi 20 a¥ 2000 ng/100 ul.

Priklad 2

Na polyethylenovou folll 10x4 mn byl nanesen kopolymer
2,3-epoxypropylmethakrylédtu /EPLl/ se styrenem s obsahem 50 %
BPM, pripraveny radikélové iniciovanou kopolymeraci EPL se styre-
nem /inicidtor 2,2-azobisisobutyronitril/, shodnym postupem ja-
ko v piixladu 1 ve form$ 10%niho roztoku v o-dichlorbenzenu. Na=
neseny kopolymer byl aktivovén zahiivénim s ethylendiaminem p¥i
60°C po dobu 15 h a po promytf vodou reaké{ s Hunim roztokem
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glutaraldehydu po dobu 2 h pri 37°C. K folifim s aktivovanym kopo-
lymerem bylo pridéno antiserum proti papainu. Po 15 h pri 4°C by~
1y folie dokonale promyty shodnym pufrem a pouZity ke stanoveni
papainu. Papain byl stanovitelny v rozmezi 20 a¥ 2000 ng/100 ul.

Priklad 3

Na skleniné t3c1nky délky 10 mm a prumeru 5 mm byl nanesen
shodnym zptsoben jako v prikladu 1 poly/2,3-epoxypropylakrylét/
pripraveny radikdlovd iniciovanou polymeraci 2,3-epoxypropylakry-~
léatu. Po usuSeni polymeru pii 60°C a tlaku 101 kPa byla zvySena
adhese k nosidi véetnsd prositovéani naneseného polymeru zédhievem
na 180°C. K nosidi s nanesenym polymerem bylo pridéno antiserum
proti papainu. Po.l h zahfivéni na 37°C a ndsledujicim promyt{
0,1 i fosfatovym pufrem pH 7,4 byla takto imobilizovand protilét-
ka pouZita ke stanoveni papainu. Papain byl stanovitelny v roz-
mezi 20 az 2000 ng/100 ul.

Priklad 4

Poly/2,5-epoxypropylakrylat-co-styren/ p¥ipraveny radikdlové
iniciovanou kopolymeraci piri 60°C 2,3-epoxypropylakryldtu se sty-
renem s obsahem 50% styrenu /inicidtor 2,2-azobisisobutyronitril/
byl nanesen ve formé 2%niho roztoku v octanu ethylnatém na vniti-
ni plochu polystyrenovych zkumavek. Nanesend vrstva kopolymeru
byla usudena pri 20°C za postupnd se sniZujiciho tlaku s konednou
hodnotou 0,1 kPa. Do zkumavek s nanesenou vrstvou kopolymeru bylo
pipetovéno 0,5 ml antisera proti papainu. Po 18 h p¥i 4°C byla
zkumavka promyta dixladnd stiidavé 0,1 M fosfatovym pufrem pH 1,4
a 1 il NaCl v tomtéZ pufru. Papain byl stanovitelny v rozmezi 20
a% 2000 ng/100 ul.

Priklad 5

Na polyethylenovou fglii 10x4 mm byl nanesen kopolymer
2,3-epoxypropylmethakrylétu /8PL/ s sethylinethakrylétem s obsahem
70 w EPN, piipraveny radikélovd iniciovanou kopolymeraci EPM
s methylmethakryldtem /inicétor 2,2Zazobisisobutyronitril/, shod-
nym postupem jako v pirikladu 1 ve form$ 10%niho roztoku methyl-
ethylketonu. i £31i{m s nanesenym kopolymerem bylo ptidéno anti-
serum proti tyroxinu. Po 18 h trepsni pFi 49C a promyti 0,1 M
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foSfétovym-pufrem pH 7,4 byl stanoven tyroxin v rczmezi 20 aZ
240 pmoltd/ml.

Pr{klad 6

; Na poiystyrenové destilky o rozmérech 10x4x1l wm byl nanssen

kopolymer 2,3-epoxypropylakrylétu /EPA/ s ethylakrylédtem /EA/

é obsahem 80 % EPA, pY¥ipraveny radikdlové iniciovanou kopolymera-
éi EPA s EA /inicidtor 2,2Zlazobisisobutyronitril/ shodnym zpliso-

bem jako v pPikladu 4. Po pridani vazebngch bilkovin pro kyselinu
listovou a vitamin B 12 v O,l\M lysinovém pufru pH 10, 1 h stén{

pPi 379C a néslédujicim promyti shodnym pufrem byl stanoven obsah
‘kyseliny listové v rozmezi 0,5 a% 20 ng/ml a vitamin B 12 0,05 a¥
1,50 ng/ml. |
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Zpusob separace volného a vdzaného ligandu v saturadni analy-

se, pri stanoveni biologicky udinnych létek soutd¥enim ligandd
stanovované latky a té¥e znadené létky‘napfiklad radionuklidem
nebo fluorescenénim éihidlem, ve vazbé na 1ligét napriklad spe-

- cifickou vazebnou bilkovinu, vyznadujici se tim, Ze ligadt se

kovalentni vazbou imobilisuje na nosi¢ potaZeny vrstvou poly~-

meru nebo kopolymeru obsahujiciho chemicky modifikovatelné re-
aktivni skupiny, s vyhodou oxiranové skupiny, aldehydové sku-

piny,'aminoskupiny, karboxylové skupiny, hydroxylové skupiny,

sulfhydroskupiny a epithioskupiny, ktery se zasune do roztoku

se stanovovanou létkou a po vytvoreni reakéni rovnovéhy se vy-
sune z roztoku.

Zpusob podle bodu 1, vyznadujici se tim, ¥e jako polymer e
pouZije poly/2,3~epoxypropylakrylét/ s hodnotami moldérnich hmot-
nostt 5.10% az 1.10° g.mol‘l

Zpusob podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze jako polymer se
pouzije kopolymer /2,3—epoxypropylakrylét/ se styrenem o obsa-
hu styrenu 5 a¥ 95 % mol. o molérni hmotnosti 5.10% ay 1.10°
g.mol'l.

Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, e jako polymer se
pouZije poly/2, 3-epoxypropy1methakrylat/ s hodnotami moldrnich
hmotnostl 5 104 az 1. 106 g.mol” l

Zpusob podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze jako nandSeny po-
lymer se pouZije kopolymer /2,3~epoxypropylmethakrylét[ se
styrenem o obsahu styrenu 5 aZ% 95 % mol. a moldrni hmotnosti

5.10% a% 1.10° g.mo1-1.

Zplsob podle bodd 1 a% 5, vyznadujici se tim, Ze se polymery
termicky zesftuji po nanesenf na nosid naprlklad na sklené&nou
tyéinku hlinfkovou nebo polyethylenovou folll nebo ooly«tyre-
novou zkumavku.
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Zplsob podle bodd 1 a# 6, vyznacujici se tim, Ze se imoblli=-
sace ligétu provede pifmou reakxci s epoxydovyml skupinami na-
neseného polymeru. |

Zplisob podle bodl 1 aZ 6, vyznalujici se tim, Ze se imobili-
. / v \ ’ v s i .
sace ligatu provede po predchozim prevedeni epoxyskupln nane-

seného polymeru na aminossgupiny, popiipadd aldehydové skupiny.

Vytiskly Moravské tiskaiské zavody, Cena: 240 Kts
provoz 12, Lemninova 21, Oiomouc
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