PRIPRAVA PROTILATEK




Vznik protilatek

setkani antigenu s antigen citlivymi bunkami IS

Tvorba protilatek \ |
* prirozena (béhem vyvoje jedince) 5 .,
“ umeéla (ockovani, imunizace)

W d
Vyznam tvorby protilatek
v’ pro élovéka - ochrana pred nemocemi
v pro zvirata: - ochrana pred nemocemi

- ziskani protilatek



Priprava imunitnich sér

v" pro laboratorni Gcely (kralici, mySi apod.)

vstfiknuti antigenu A pozdéjsi odebrani krve




Protilatky v antiséru

v monospecifické pritomen jeden
jednoduchy antigen
v polyspecifické pouzit komplexni antigen,

smeés antigenu

Schopnost tvorit protilatky
je geneticky podminéna: druhové i individualne

Vyznam pri vybéeru vhodného zvirete pro imunizaci
znat puvod a druh antigenu

u zivocisného antigenu pouzit zvire:

v fylogeneticky, co nejvzdalenéjsi druh

v stejny druh, ale chybi mu prislusny antigen

v" zvirata geneticky riznoroda — imunizovat vétsi pocet




Vysledek imunizace zavisi:
v zpusob aplikace

v charakteru antigenu
v davka antigenu

v forma antigenu



Misto aplikace Intradermalni + subkutalni

v intravenézné +|n_tramuskularn|' '

v’ intraperitonealné antigen se vychytava
Intraperitonea v nejblizsich lymfatickych

v intradermalné uzlinach

v subkutalné nejvy$si imunitni odpovéd]

v' intramuskularné

Intravenézné + intraperitonealné
antigen se vychytava z krevniho
obéhu v jatrech a ve slezine
stimuluje lymfatické tkané
maximalni imunitni odpoved’

je ve slezine




Pocet davek

v’ Jedna davka  protilatky s nizkym titrem
(primarni odpoved)

v" Vice davek v ruznych éasovych intervalech
(nékolik mésicu az pul roku)
rizna imuniza¢ni schémata
hyperimunni séra
(vysoky titr protilatek)

Pri opakovaneé imunizaci se musi pocCitat s moznosti
anafylaktického soku.



Charakter antigenu pro imunizace

v Korpuskularni
cizi erythrocyty, mikroorganismy, jiné bunky
imunizace primo (15 % suspenze ve fyziologickém roztoku)
0,2 - 0,5 ml na 1 kg zive vahy
4 - 5 davek v dvoudennich intervalech
titr 7 - 10 dni po posledni davce

v Biologicka kapalina
krevni sérum
antigeny v 5 % koncentraci (zahustit)

v' Tkdnové a organové (lipidy mohou maskovat antigeny)
rozbit tkan -ultrazvukem
-vicenasobné rozmrazovani
-homogenizatorem
-extrakci odstranit lipidovy podil



Problemy pri imunizaci

v autoimunizacni proces

podavané antigeny jsou shodné s antigeny zvirete
autoimunitni procesy mohou:

- poskodit nekteré organy zvirete

- mohou zpusobit smrt

v imunologicka tolerance
nektery zivocisny druh neni schopen odpovidat
na urcity antigen
je treba vybrat jiny zivoCisny druh
-mala nebo vysoka davka antigenu (antigen-polysacharid)
(u proteinovych antigenu lze imunizovat v Sirokém
koncentracnim rozsahu)



Priprava specifického séra

] pripravit antigen v absolutni éistoté (slozité, nakladné)

 postupné vysycovani polyspecifickych sér
jednotlivymi antigeny, az zustane jen Ab proti
pozadovanému antigenu

Vysycovani polyspecifickych ser
v’ pridavaji se k antiséru postupné
jednotlivé antigeny, vysrazené
protilatky se centrifuguji
v imobilizované antigeny
v IgA novorozencll nemaji (imunizace kralika IgA)




Rozpustné antigeny:

slabsi odpoved’

Imunizace je delsi a musi se vicekrat opakovat

Pro zvyseni imunogennosti se pridavaji adjuvantni
latky.

Adjuvantni latky

v’ zvy$uji afinitu antigenu k buiikam lymf. systému

v chrani antigen pred degradaci
(prodluzuji dobu pusobeni)

v aktivuji mechanismy zapalové reakce (poskytuje
amplifikacni latky podilejici se na intenzite
imunitni odpovedi)




Adjuvantni latka

v’anorganicky nosi¢
Al(OH),, AIPO,, Ca,(PO,),, Be(OH),

v'Liposomy (vaéky vazané na membranu majici na povrchu
antigeny)

vISCOMS (imunitu stimulujici komplexy)

lipidové nosice ve formé micel saponatove latky, které
ve svém nitru obsahuji virové proteiny

Princip:
mineralni nosi¢ adsorbuje antigen

na svuj povrch a tim zpomali degradaci
a vylouceni z organismu

Koncentrace mineralniho nosice
0,1%v1ml2-5mg proteinu

Bordetella pertussis



Freudovo adjuvans
Nejpouzivanéjsi adjuvantni latka

v'mineralni olej s emulgatorem
vusmrcené mykobakterie

(Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
butyricum, Mycobakterium smegmatis,
Corynebacterium parvum..)

d Freudovo adjuvans kompletni (s mykobakteriemi)

d Freudovo adjuvans nekompletni (bez mykobakterii)



Priprava Freudova adjuvans

Parafinovy olej

Emulgator

Bayol F nebo 55
n-hexadekan
lanolin

Agquaphore

Arlacel A
glycerolmonooleat

Nekompletni FA:

3 - 4 dily oleje + 1 dil emulgatoru

Kompletni FA. Pridaji se 1 - 2 mg vysusenych a
usmrcenych mykobakterii na 1 mli
NA IMUNIZACI: FA : (1 az 5 % antigenu)

(pH=7,2 -7,4)
1:1az1:2




Imunizace

Antigen + Nekompletni FA: subkutalne
intramuskularne
Antigen + Kompletni FA: intramuskularne

Délka imunizace

v’ Kratkodoba tfidenni intervaly
celkova delka 2-3 tydny
v' Déletrvajici kazdy druhy az treti tyden
nékolik mésicu
(minimalné 4 az 5 davek)
1. davka se navic kombinuje
s intraven6znim nebo
intraperitonealnim podanim
cistého antigenu
(nebo adsorbovaném v mineralnim nosici)




Freudovo adjuvans toxicke
SRN —zakazaneé
na imunizaci lidi se nepouziva

humalni medicina typ hydroxidu hlinitého

ziskani FA:
komercnéeé pristupné
fa Difco

Jednotné imunizacni schéma neexistuje



Dynamika tvorby protilatek

v Primarni odpoved’ prvni kontakt hostitele s uréitym
antigenem
uréitda LATENTNI (indukéni) faze
ktera je zavisla: - vlastnostech antigenu
- formé imunizace
- citlivosti metody pro stanoveni Ig

v' Sekundarni odpovéd’ organismus se setka s antigenem
podruhé
provokacni (anglicky booster)
indukcéni faze je kratsi
imunitni odpoved’ je silnéjsi
Pricina: imunitni systém si uz pamatuje a pohotovéji reaguje.
Nejprve se vytvori IgM (u sekundarni odpovedi),
ale brzy je vystridaji IgG.




MNOZSTVO PROTILATOK V SERE

PRIMARNA ODPOVED

SEKUNDARNA ODPOVED

PRODUKCNA
FAZA
. A

|
INDUKCNA FAZA|
= —

PRODUKCNA FAZA
r=— - ——f

|
|
|
INDUKCNA
FAZA
—-

PRIMARNA
IMUNIZACIA

CAS

SEKUNDARNA
IMUNIZACIA

Indukcéni faze doba od podani
antigenu a objeveni se protilatek

Produkcni faze v organismu lze dokazat
pritomnost protilatek, vykonnych lymfocytu
nebo jejich produktt.




titr protildtek v séru

sekundammi
primarni protilatkova protilatkova odpoved
odpoved } i
|

druha expozice
antigenu

prvni expozice
antigenu



http://www.wikiskripta.eu/images/8/80/Protil%C3%A1tkov%C3%A1_odpov%C4%9B%C4%8F.gif

Imuniza€ni schéma pripravy protilatek

proti rostlinnym aminoxidasam

Tyden Antigen Freundovo adjuvans | Misto vpichu

0. 1 mg/250 ul 250 pl kompletni Intramuskularné
1. 1 mg/250 ul 250 pl kompletni Intramuskularné
4 0,5 mg/250 ul 250 pl nekompletni | Intradermalné

10 dni od posledni

imunizace odbér
krve

6.

0,5 mg/250 pl

250 ul nekompletni

Intradermalné

10.

0,5 mg/250 pl

250 pl nekompletni

Intradermalné




Ziskani krevniho séra = antiséra
Odbér krve
s z ucha — malé mnozstvi, malé zvire
(titr protilatek)
*» ze zily — vétsi zvirata (vice antiséra)
** vykrveni — zabiti a ziskani veskereé krve.

Dalsi postup

v’ krev se necha srazit v odbérové nadobé
(1/2 hod)

v srazenou krev (krevni kola¢ + sérum) nalijeme
na porcelanovou fritu umisténou ve vétsi kadince
a nechame pres noc v ledni¢ce volné odkapavat
krevni sérum

v krevni sérum centrifugace pri 3000 g




Uchovavani a skladovani antiser

v skladovani pri -80°C nekolik let

v" bakteriostaticka latka
mertiolat (0,005 %) nebo azid sodny (0,05%)

v" inaktivace komplementu pfi 56°C po dobu
10 - 20 minut



Purifikace protilatek

|lzolace ze séra (zridka z jinych telovych tekutin)

v’ patii mezi nejzasaditéjsi globuliny krevniho séra
v' pri elektroforéze se pohybuji ve frakci y

Heterogenni skupina makromolekul, ktera se lisi:
v" elektrickym nabojem

v’ relativni molekulovou hmotnosti

v biologickou aktivitou



Metody purifikace

v Nespecifické klasické biochemické metody

v Specifické imunoafinitni chromatografie
Imunoadsorpce



Nespecifické metody

Izoluji se imunoglobuliny urcité
tridy nebo podtridy

(heterogenni smés molekul

s ruznou specifitou vazebnych mist)

Specifické metody

Pouziva se jeden antigen k izolaci, coz umoznuje
izolaci polyklonalnich protilatek z izce vymezenou
specifitou.




Nespecifické metody

v’ frakéni precipitace

v zénova elektroforéza

v’ chromatografie na ionexech

v gelova filtra€ni chromatografie
v hydrofébni chromatografie

v ultracentrifugace



Precipitace

v siran amonny (33%)
v' siran sodny (18%)

rozpustnost proteint je zavisla na velikosti solvatacnich oball,

které vznikaji na zakladé elektrostatickych sil mezi elektricky nabitymi
c¢astmi proteinové molekuly a dipdély vody

pridani neutralni soli do roztoku proteinu, snizi tloust’ku solvatacniho
obalu, a tim se snizi rozpustnost proteinu

Postup:

*srazeni

ecentrifugace

‘rozpustéeni v PBS

dialyza nebo gelova filtrace

Postup lze jednou nebo 2x opakovat.

IgG lidské nebo kralici pomérneée Cisté preparaty.



Vsechny Ig:
siranem amonnym na 45 - 50%

IgM:
siranem amonnym na 50 az 60 %
pH 7,3

Srazeni organickymi latkami:

v rivanol (3-etoxy-6,9-diaminoakridinlaktat)

v" kyselina kaprylova

v polyetylénglykol (6000) 7 % IgM, pfi 14 % IgG a IgA

Srazeni organickymi rozpoustédly:
COHNOVA FRAKCIONACE ethanolem IgG -Cisty
prisna kontrola teploty (za chladu)



Elektroforetické metody

Separaci latek nesoucich elektricky naboj
v ionty
v' amfolyty (maji kladné i zaporné naboje)

lg = amfolyty
Pusobeni elektrického pole:
pohyb molekul podle: - velikosti naboje
- tvaru molekuly
- velikosti molekuly
velikost naboje ovliviuje: - stupen ionizace

- pH
- iontova sila prostredi



Elektroforéza

v’ volna volny elektrolyt, frakce nejsou od sebe
oddéleny,nakladné zarizeni)
Tiselius, Kabat elektroforéza krevniho séra

v' zénova elektroforéza probiha v poérovitych

nOSiéiCh, které jsou nav|héené GELOVA ELEVKTROFOBUEZA
elektrolytem) cidi i




GELOVA ELEKTROFOREZA

vzorek se nanasi na gel
specialni pipetou

plastova komora

&

pufr




Elektrolyty: - uréita koncentrace soli
- pH
- ijontova sila
- vodivost
- viskozita
- dielektricka konstanta

Hlavni funkce elektrolytu:
v udrzovat konstantni pH
v’ vést proud
v roztok elektrolytu je vodic 2. tridy, pfi prachodu
proudu klade odpor (prevracena hodnota vodivosti)
pFi prichodu proudu vznika teplo
- shnizeni iontové sily
- shizeni potencial. spadu
- chlazeni LEDNICE




Vyhodnoceni elektroforézy
Barveni (na bilkoviny)
- amidocern B
- Coomassie Brilliant Blue R250
- Ponceau S
- Nigrosin WS
Elektroforéza Ig -vyuziti

- duikaz pritomnosti

- ur¢eni zmeén hodnot

- preparativni izolace
jednotlivych trid ve velkém
mnozstvi

Proteiny lidského séra se na agarézovém gelu mohou délit az
na 9 frakci. Imunoglobuliny se nachazeji ve dvou
v—globulinovych frakcich.



Elektroforéza krevniho séra

Elektroforéza v agarozovéem gelu

Albumin 50-62 %
a,-globulin 3-6%
a,-globulin  7-13 %
B-globulin  9-15%
v-globulin  14-22 %




Preparativni elektroforéza

Nosic: - Skrob (drive)
- Pevikon (kopolymér polyvinylchloridu a
polyvinylacetatu)
- agarozovy gel

Tloustka: 0,5 - 1,5 cm umoznuje frakcionovat velké
mnozstvi vzorku

Rozdeleni: molekul, které jsou stejné velke, ale lisi
se nabojem

Priklad: a,-makroglobulin a IgM

gelova chromatografie na Sephadexu G-200 eluce
v jednom piku

preparativni elektroforéza sance pro rozdeéleni




SDS elektroforéza

Ke smési proteinu se prida SDS (dodecylsiran sodny),
navaze se na vsechny peptidoveé vazby a zasadité skupiny
proteint, tim vSechny proteiny ziskaji stejny zaporny naboj
a pak se pri elektroforéze pohybuji jen na zaklade

velikosti molekul.

Vétsinou se provadi v polyakrylamidovém gelu

Pouziti: - urceni molekulovych hmotnosti pomoci
standardnich proteint
- rozdéleni lehkych a tézkych retézcu Ig po
hydrolyze




©

Izoelektricka fokusace

stabilni gradient pH
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Elektroforéza v prostredi gradientu
pH. Latky se rozdeéluji podle
izoelektrickych bodu (pl).
Imunoglobuliny se v elektrickém

poli pohybuji podle naboje az

na misto, kde pH = pl.

Naboj ma nulovou hodnotu a tam
zUstavaji stat.

IEF fokusace patri mezi metody
s nejveétsi rozlisovaci schopnosti
Gradient pH se tvori pomoci
amfolytu (komercéné dostupné)
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Chromatoqrafie

rozpoustédlo IoneXOVé
renssony el Gelova
vzorek  rezervoaru Hyd rofo b n i
Afinitni

porézni
zatka

zkumavka

cas proteiny vytékaji jednotlivé
a jsou tady sbirany



lonexova chromatografie

lonex = ménice iontl
chemicky inertni matrice
s kovalentné navazanymi

tok rozpoustédia

o ¥ yadns skupinami atomu, kter_e
S & GREEG 48 nesou elektr_lcky na!o_o;
ey os o o+ navizans s volné menitelnymi ionty.
T gt g v Na matrici pevne navazaneé
i . + . G o
o ¥ oy & molekis skupiny +, pak ménitelné -
o N volna i} ,
o 0 ° @ _Kkladné jedna se o ANEX
® o nabita

molskula obracené: KATEX



lonexovy nosic- polysacharidy (celulosa, dextran,agarosa)
- syntetickeé zivice
- nékteré polymery (polyakrylamid,
polystyrén, hydroxyethylmetakrylat)
FunkcEni skupiny na nosici

Katexy - hydroxylové
- fenolické
- karboxyloveé
- siranove
Anexy - alifatické aminoskup.

- aromatické aminoskup.
Silny ionex - siranove skupiny
- kvartérni aminoskupiny
Stredni a slaby ionex - ostatni skupiny
Aktivace ionexu aktivuje se zfredenou kyselinou a
hydroxidem tzv. ,, dostat se do cyklu*
navaze se vhodny ion: anex = Cl- katex = Na*



|Izolace imunoglobulinu

DEAE-celulosa
DEAE-Sephadex
vhodné pro izolaci IgG




Lidské sérum se dialyzuje proti 0,01 M K-Pi pH 8,0
precipitat se centrifuguje a supernantant se aplikuje
na kolonu DEAE-celulosy, ktera se ekvilibrovala stejnym

pufrem. Séroveé bilkoviny se eluuji gradientem
0,015az 0,3 M K-P, pH 8

0,02 M : 1. vrchol cisty IgG
2.vrchol B-globuliny a a-globuliny
3. vrchol albumin
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Gelova filtracni chromatografie

Pouzivaji se porovité gely, kdy se latky rozdeluji
podle velikosti molekul.

tok rozpoustédia Nosice: Sephadex (dextran)
Sepharosa (agarosa)
Bio-Gel P
(polyakrylamid)
| porézni zrnka Sp hero 1]
T AN Ultrogel
%o @ t.  mimvne
& @ ‘ & volnf“a prochazejic
& @ velké molekuly




Gelova chromatografie lidskeho séra

Sephadex G-200 (Mr 5 000 - 600 000)
3vrcholy: 1.I1gMa a,-makroglobulin, nejaké lipoproteiny
2.1gA algG
3. Albumin a sérové proteiny
Pokud molekuly IgG agreguji na dimeéry, nedosahne se
uspokoijivé rozdéleni prvnich dvou vrcholl

Vyuziti gelove chromatografie:
- stanoveni Mr
- méfeni mnozstvi komplexi
- urceni pritomnosti fragment
makromolekul (Fc a Fab)



Hydrofobni chromatografie

Latky se rozdeluji na zakladeé interakce hydrofobnich skupin
s hydrofobnimi skupinami chromatografickeho nosice.

Sila interakce - iontova sila prostredi
- charakter ionta (SO, PO, 3> NH,")
- teplota
- pH
Proteiny se vazi na hydrofobni sorbent v okoli pl
Nosic: matrice agarosa na ni navazane: oktyl-

fenyl-
Pouziti: Na hydrofobni sloupec se nanese vzorek s vysokou
iontovou silou a pH blizké pl proteinu, ktery se ma izolovat.
Po navazani vzorku a promyti balastnich slozek, se protein
uvolni z vazby snizenim iontoveé sily, zameénou za ion s nizsi
vysolovaci schopnosti, snizenim polarnosti elucniho roztoku.



Izolace lidského IgA hydrobni chromatografii

Na kolonu Phenyl-Sepharose CL 4B se nanese
lidské séerum v 1 M (NH,),SO,, adsorbuje se hlavne IgA.
Ostatni séroveé proteiny se nezachyti.
Adsorbovany IgA se z kolony vymyje 0,8 M (NH,),SO,.
Ziska se pomernée Cisty preparat IgA.



Specifické metody

Zaklad: biospecificka vazba dvou latek:

enzym - substrat

enzym - inhibitor

polynukleotid-komplementarni usek DNA nebo RNA
antigen (haptén) - protilatka

vazba (imobilizace) jednoho z dvojice na pevny nosic.
Kdyz se imobilizovany ¢len dostane do kontaktu
z ruznymi latkami, budou se vazat jen molekuly
druhého ¢lenu dvojice.



tok rozpoustédla
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DVE ZLOZKY REAGUJUCE IMUNOSPECIFICKOU VAZBOU

e + & = (O£

IMOBILIZACIA LIGANDU

) > Mustky:
M . .
ALEBO 1,6-diaminohexan '
k. 6-aminokapronova

SPECIFICKA VAZBA DRUHEJ ZLOZKY (ADSORPCIA)

%/\/\Q + O —_— %/v@ + NECISTOTY

VYMYTIE NECISTOT UVOLNENIE NADVIAZANEJ ZLOZKY (DESORPCIA)
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Obr.72. Princip imunoafinitnej chromatografie

Ag — kompletny antigén, H — haptén (determinant), 4b— protilatka, VM — viizbové miesto, N — nosi¢, L

ligand,
M mostik (ramienko)



Imunosorpce

** Ligand = antigen (izoluje protilatka)
*+ Ligand = protilatka (izoluje antigen)
** NosiC s navazanym ligandem = imunosorbent

NosicCe
v’ polyakrylamidové

v polymetakrylové
v dextranové (Sepharose 4B nebo 6B)

Vazba antigenu nebo protilatky na nosic kovalentni



Provedeni:

v Nosi€ s kovalentné navazanym ligandem se vlozi
do kolonky, necha se protékat protilatka
nebo antigen, mala prutokova rychlost.

v Kolona se proplachne tlumivym roztokem.

v Nasleduje eluce.

Nespecificka eluce:

Pouzivaji se roztoky kyselin, tlumive

roztoky s kyselym pH a vysokou iontovou silou

rychle odstranit dialyzou

Specificka eluce:

Navazana protilatka se vytésni vysokou

koncentraci volného ligandu ( haptéen, antigen)

v eluénim roztoku.




Vyhoda:

izolace specifickych protilatek proti pozadovanému
ligandu a ne heterogenni populaci molekul

urcité tridy imunoglobulint s ruznymi protilatkovymi
aktivitami.

Pozadavky na nosic -imunoadsorbent:

- dobré prutokové vilastnosti

- odolnost vic¢i chemickym a mechanickym vlivim

- nesmi mit gelove filtracni ucinek

- nesmi mit ionexovy charakter

- nesmi mit adsorpcni charakter

- musi mit dost aktivnich skupin pro vazbu antigenu
nebo Ig

- castice nosice musi mit trvanlivy tvar




Vazba ligandu na nosic se uskutecnuje:

v fyzikalni adsopci (nepravé imunoadsorbenty)

v zapolymerovani afinantu (ligandu) do gelu

v kFizova vazba pomoci glutaraldehydu a jinych latek
v kovalentni vazba (pravy imunoadsorbent)

V praxi posledni dve.



AGAROZOVE IMUNOADSORBENTY

Agarosa ma velky pocet malo reaktivnich
alkoholovych skupin, musi se pred vazbou ligandu aktivovat
pomoci bromkyanu (CNBr)

agarosa(-OH), + n CNBr — agarosa(-O-C = N), +nHBr

derivat agarosy reakce s aminem (proteinovym
antigenem nebo protilatkou) prostrednictvim volné koncové
aminoskupiny nebo ¢-aminoskupiny lysinu v jejich molekulach
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Komercné dostupné imunosorbenty

Niektoré adsorbenty pre imunoafinitni chromatografiu

Nosic Funkcna.s'kupma Funkc':na skupina i
nosica ligandu
ﬁBr-activated
aroz: — = —N '
Agardza O—C=N H, < Sepharess 4B®
Agardza N-hydroxysukcinimidovy —NH, Afh- .
ester Affi-Gel 15D
Agardza —NH(CH,);,-COOH —NH, Activated
CH-Sepharose 490
Agaroza —NH(CH,),-COOH —NH, CH-Sepharose 4B,
) ECH-Sepharose 4@
Agaréza —COOH —NH, Affi-Gel 202,
CM Bio-Gel A9
Agaréza | —NH, —COOH Affi-Gel 1029
Agaro6za —NH(CH,)¢—NH, —COOH AH-Sepharose 4B,
EAH-Sepharose 4@
Polyak- —NH, —COOH Aminoethyl
rylamid Bio-Gel P-2@
Aminoethyl
Bio-Gel P-150
Agarodza —DEAE a Cibacron viaZe vietky DEAE Affi-Gel
Blue F3GA sérové proteiny, Blue®
okrem IgG
a transferinu
Agardza —CM a Cibacron viaze, albumin, CM Affi-Gel Blue®
Blue F3GA sérové proteazy
a komplement

@ Ligand sa viaZe na adsorbent spontanne.
@ Na viizbu ligandu treba pouzit karbdiimidovii metodu.
® Vhodny na izolaciu IgG zo séra jednokrokovou operaciou, priom IgG neobsahuje nijaké proteazy.
@ Vhodny na pripravu globulinovej frakcie Cistej od albuminu a proteaz.




PRIPRAVA IMUNOADSORBENTU
z CNBr-aktivované Sepharosy:

Pracovny postup nadviazania ligandu na CNBr-activated Sepharose 4B (Pharmacia)

Stupen

UskutoCnenie

Navazit potrebné mnozstvo Sepharosy
aktivovanej CNBr

Napucanie gelu

Premyt na sklenom filtri

Rozpustit ligand v timivom roztoku

PremieSavat roztok ligandu so suspen-
ziou geélu (opatrne miesat, nepouzit
magnetickeé mieSadlo)
Zablokovat nezreagované volné hydro-
xylové skupiny nosica

Vymytie nezreagovaného ligandu a blo-
kujaceho aminu

1 g suchého prasku napuci na 3,5ml gelu

15min v 1 mol/L HCI

pouzit 1 mol/L HCl — asi 200ml na 1g
suchej Sepharosy

0,1 mol/L NaHCO, tlmivy roztok,

pH 8,3, obsahujuci 0,5 mol/L NaCl

2 h pri laboratornej teplote alebo cez noc pri
4°C

preniest gél do timivého roztoku s blokuja-

cou latkou — napr. 1 mol/L etanolamin,
pH9,0 alebo Tris-HCl tlmivy roztok,
pH 8,0

aspon 5 x striedavo premyt 0,1 mol/L ace-
tatovym tlmivym roztokom, pH 4,0, obsa-
hujuacim 1 mol/l NaCl a boratovym tlmivym
roztokom, pHS8,0, taktiez obsahujicim
1 mol/L NaCl




CH-Sepharose 4B ma volné karboxylove skupiny a
v pritomnosti karbodiimidu vaze ligandy, které maji volné
primarni aminoskupiny:

AH-Sepharose 4B ma volné -NH,, proto bude vazat ligandy
s karboxylovymi skupinami:
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Vhodné pouzit karbodiimid rozpustny ve vode, vytvari
mocovinu,ktera je také rozpustna ve vode.




Dalsi imunosorbenty

Glutaraldehydové sorbenty

v Podstatou neni kovalentni vazba, ale imobilizace
ve formeé polymeéru.

vV pritomnosti glutaraldehydu polymeruji a stavaji se
nerozpustnymi proteiny s volnymi a—aminoskupinami a
g-aminoskupinami (kdyz se pH roztoku blizi jejich pl).

v Imobilizované proteiny jsou stabilni i v prostredi mocoviny
nebo dodecylsulfatu sodného.

v Glutaraldehydovy polymér se zhomogenizuje a pouzije
se jako napln do sklenéné kolony.
Lze primichat inertni nosic (Sephadex G-25).



Protein A
pseudoimunoadsorbent

v" Protein A ma Mr 41 000, je navazany
v peptidoglykanové vrstvé bunéecné stény vsech
plazmové koagulozovych pozitivnich stafylokoku.
v Specificky se vaze s casti Fc.
v Jedna molekula proteinu A vaze 2 molekuly IgG,
vznikaji pseudoimunokomplexy.
(protoze se na vazbé nepodili vazebné misto IgG)
v Reaguje s zivo€isSnymi IgG
ale takeé (slabeji) s IgA a IgM.
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Kolonka s pseudoimunosorbentem:

Navazani proteinu A na Sepharosu
(komercni: Protein A-Sepharose CL-4B fa Pharmacia)

Lidske IgG jen s IgG1, IgG2 a IgG4 se zachyti,

ostatni do eluatu (PBS)

1 ml gelu vaze 20 mg IgG

eluce: 0,1 M glycin-HCI s pH 2,4 nebo
0,5 M kyselina octova

95 % IgG pritomného v séru

Kombinace:

lonex DEAE-celulosa + Protein A - Sepharose CL-4B
1zolace IgG3



