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_Zplsob vyroby Eistych specifickych-protildtek k rychlému
kvantitativnimu stanoveni koncentrace bilkovin

(57)  zpusob vyroby k ziskdni vybérovych
soubor( protildtkovych molekul s vysokou
Eistotou a specifitou, univerzdlné pouzi-
telny pro celou fadu protilédtek proti bil-
kovindm normdlnim i patologickym podle dru-
hu vstupnich materidld. Na lidské sérum
normdlni nebo patologické nebo na 10% vodny
roztok lyofilizovanych bilkovin modovych
nebo jinych se pisobi v rozmezi pH 8,0 az
9,0 jednou setinou aZ jednou desetinou ob-
jemu 25% vodného roztoku glutaraldehydu pii
18 aZ 28 OC 1 az 3 hodiny, ke smési se pfi-
déd 1/20 a% 1/5 objemu 10% vodného roztoku
siranu hlinitodraselného, vzniklé vlotky se
izoluji a promyji vodovodni vodou. Poté se
ponofi do trojndsobného aZ desetindscbného
objemu specifického hyperimunniho séra. Po
1 az 3 dnech sledovdni poklesu protilédtek
v tekutingé nad vlotkami se vlo&ky promyji
vodovodni vodou a eluuji se v 0,2M vodném
roztoku kyseliny octaové s 2 % sacharozy.
Eludt se upravi do neutrdlni reakce kon-
centrovanym vodnym roztokem amoniaku a pro-
tildtky se srazi rozpudténim 350 g pevného
siranu amonného na litr eludtu. Po 16 hodi-
ndch stdni pfi +5 OC se §iry supernatant
dekantuje a sraZzend protildtka se rozpusti
v 0,15M vodném roztoku chloridu sodného,
dialyzuje se a lyofilizuje. Ziskany produkt
je vhodny v3ude tam, kde se pozaduje vyso-
kd citlivost a rychlost pfi stanoveni bil-
kovin normdlnich i patologickych, napfiklad
v metoddch imunoiluorescenénich, imunoadhe-
renénich, nefelometickych a konjugaénich.

V metoddch imunoprecipita&nich eliminuje

napf. vypirani bilkovin z agarového gelu,
protoZe nerusi palastni proteinové pozadi
v reakcich.
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Vyndlez feSi na bdzi polymerace bilkovin glutaraldehydem zplsob vyroby Ziroké pale-
1ty diagnostickych protildtek k rychlému stanoveni koncentrace bilkevin, technicky a eko-
nomicky vhodny k vyrobé Eistych specifickych protilétek v primyslovém méritku.

Dosud nejkvalitn&jsi precipitaéni diagnostické protildtky produkuje firma Dakopatts,
Dédnsko, v podob& purifikovaného imunoglobulinu s relativn® vysokymi titry protilétek. Vé&t-
8§ina ostatnich svE&tovych vyrobcl vyrdbf obdobnd diagnostika v podob& jen &4steéné purifi-
kovanych imunoglobulind, nebo jen riznym zplsobem stabilizovand zvifeci séra s obsahem
specifickych protildtek. PfidruZené balasty neid&innych bilkovin sniZuji vyrazné& hodnotu
diagnostika v citlivosti prﬁkaiu i rozsahu pouZiti. Toto omezen{ je vyrazné jen z&édsti
u Spitkovych produktd firmy Dakopatts, avSak i zde je pfevédind €4st imunoglobulind neiddin-
nd, tj. protildtkov& neaktivni.:Navic je purifikace t&chtoc imunoglobulini pracovnZ a eko-
nomicky pro vyrobce nevyhodnd, protoZe vyZaduje opakovand pfesrdZenf zvifeciho séra sira-
nem amonnym pFi znadném objemovém ndristu. Centrifugace velkych objemd je energeticky né-
ro&nd a také dochdzi. ke zfrétém imunoglobulinu v. dalSich fézich purifikace na iontoméni-
tich, které jsou pro do&ist&ni produktu nezéytné. NejzdvazZnéjsim nedostatkem je, Ze k do-
saZzeni konkurenceschopného produktu je nutno expedovat purifikovany imunoglobulin mnohdy
aZ v 5 a 10% vodném rozicku, pfitemZ obsah d&inné protildtky, kterd je jen &4stf dhrnného
Ig6, je vlastn& jen zlomkovy.- Preparace specifickych protildtek v Eistém stavu technikami
afinitni chromatografie je sice teoreticky zn&ma a technicky dob¥e propracovédna, ale jeji
nevyhodou je pouZitelnost spiSe jen v m&fitku laboratornim. RozZffeni vyroby v mEE{tku
primyslovém brani technickd ndrodnost, pracnost a vysoké ndklady spojené s pouZivédnim dos-
ti drahych sorbentdi, purifikaci navdzanych imunogénii, uvolnovdni protildtek eluci v &istém
stavu a Fada dalSich technologickych tkond. Dikazem toho je skute&nost, Ze preparity spe-
cifickych protildtek jsou na_svétovém trhu jen omezens dostupné, nékteré v podob& monoklo-
ndlnich protildtek, jejichz vyuiiti'je-napfiklad v technikdch imunoadherenénich ne v3ak
v technikach imunoprecipitaﬁnfch. S :

Prfedmétem vyndlezu je zpﬁéob vyroby €istych specifickych protildtek uréen}ch k rych-
1ému kvantitativnimu stanoven{ koncentrace bflkovin, zaloZeny na principu polymerace bil-
kovin glutaraldehydem. Postup. je vyznagen tim, Ze na lidské sérum normélni, nebo patologic-
ké, nebo na 10% vodny roztok lyofilizovanych bilkevin moSovych, nebe jinych,: se plsobi
v rozmez{ pH 8,0 aZ 9,0 jednou setinou a% jednou desetinou objemu 25% vodného roztoku glu-
taraldehydu p¥i 18 aZ 28 ¢ po dobu jedné aZ tfi hodin, ke sm&si se pfidd jedna p&tina ob-
Jjemu 10% vodného roztoku siranu hlinitodraselného, vzniklé vleZky se promyji, a na sit& se
pfenesou do troj- aZ desetindsobného objemu specifického hyperimunniho zvifeciho séra, pff-
padné& do 0,01 aZ 10% vodného rozioku zvifecich protildtek. V dob& jednoho aZ tFf{f dnd se na
vlotky vyvdZi protildtky, pfiemZ pokles protildtek se sleduje imunochemickymi metodami.
Potom se vlotky promyji vodovodni vedou, eluuji se v 0,2M vodném roztoku kyseliny octové
s 2 % sacharozy, eludt se upravi vodnym kancentrovanym roztokem amoniaku na pH 6,5 az 7,5
a ziskany roztok protildtky, kterd je prakticky jiz v &istém stavu, se srazi pFfdavkem
350 gramu siranu amonného na litr elu&ni kapaliny, sraZenina se ponechd ustdt a po dekan-
taci firého supernatantu se sraZenina rozpustf v 0,15M vodném roztoku chloridu scdného,
dialyzuje se a lyofilizuje.

Novost vyndlezu spofivd v tom, Ze jednotnym pracovnim postupem (a to bez pouZiti spe-
cidlnich sorbentd s vdzanymi izolovanymi bflkovinami) umoZnuje efektivnf vyrobu Siroké
palety nejrdzné&jSich specifickych diagnostickych protildtek v primyslovém m&F{tku, normil-
nich i patologickych podle vychoziho materidlu pouzitého k vyrob&. Nejvhodndjsim materis-
lem je odpadni (tzv. sb&rové) lidské sérum, lze v3ak pouZft i plazmu, nebec nejrizndjsi
10% vodné roztoky lyofilizovanych bilkovin. PoZaduje-1i se vyroba specifickych &istych
protildtek proti bilkoving patologické, napfiklad myelomové, je vstupnim materidlem sé-
rum patologické, napfiklad myelomové, sérum se zvySenym obsahem beta-2 mikroglobulinu
ziskané plazmaferézou, pfipadné& i sm&s séra s 10 % lyofilizdtu moe obsahujici poZadova-
nou patologickou slozku. V pribshu pracovniho procesu vznikaji G&inkem siranu hlinitodra-
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selného na polymerovanou bilkovinu vledky s pfiznivymi vlastnostmi, které jsou mnohondsob-
né opakovang pouzitelné k vychytdni protildtek z hyperimunniho zvifeciho séra obsahujici-
ho specifickou protildtku proti poZadované bilkoviné. Eludni systém je volen co nejvyhod-
néji k dosaZeni co nejvyééich vytézkd Eisté protildtky, kterd je dostatetnd stabilni pro
komeréni vyuziti. VytéZek tisté protildtky se pohybuje podle druhu hyperimunniho séra

v rozmezi 75 a% 85 % veSkeré protildtky obsaZené v hyperimunnim séru. ZvySeny G&inek vy-
ndlezu spofivd v pfiznivé ekonomické efektivnosti vyroby, .z velkych objemi hyperimunniho
séra se zkoncentruji specifické protildtky na relativn& maly objem pouhou dekantaci, a
zdroven odpadd nutnost pouziti drahych dovozovych sorbentd. Centrifugace se pak jiZ ome-
zuje jen na hustou sﬁspenzi siranové sraZeniny po dekantaci supernatantu. Vyndlez byl pro-
zkousen na vice neZ patndcti druzich specifickych hyperimunnich sér: alfa-1 antitrypsin,
orosomukoid, transferrin, hemopexin, IgG, IgA, Ig komplexni, Gc globulin, alfa- 2 T glo-
bulin, F ab fragment, prealbumin, € 3 globulin, a dal3i. Vyhody Sistych protildtek se
projevuji viude -tam;, kdeﬁse‘pdiadujeécitlivé=a tychlé ‘stanoveni- bilkovin bez rusivého po-
zadi zplsobeného bilkovinnymi balasty, tedfev metoddch imunoflusrescen&nich, nefelometric-
kych, imunoadherengénich, konjuga&mich, atd. V raketkové technice podle Laurella a v jedno-
duché radidlni imunodifdzi odpadd vypirdni agarového gelu, vzhledem k nizké Koncentraci
bilkovin v gelu. K novosti a vysokému GEinku vynidlezu lze pfipsat jiz i skute&nost, ze
prepardty této kvality nejsou na sv&tovém trhu b&iné dostupné, protoZe izolace &istych
protildtek je v laboratornim méfftku jiZ Fadu let vyuzfvdna. Vyrobni ndklady p¥i pouziti
uvedeného postupu jsou soum&fitelné nebo-i ni%%i, neZ ndklady vynaklidané k primyslové
produkci diagnostik typu purifikovaného IgG, pifitom vZak preparéty vyrobené podle vynsle-
zu pfedstihuji sv&tovou 3pitku, napifiklad Dako. Dal3i rozséhlou moZnosti spojenou s reali-
zacl vyroby &istych specifickych protildtek podle vyndlezu je piiprava &istych imunogént
pro vyrobu specifickych zvifecich antisér. Disociaci imunoprecipitdtu lze ziskat imunogé-
ny v &istém stavu, coZ umeZnuje eliminovat ndkladné a Gasto velmi obtiZné postupy izolace
a purifikace imunogénd z lidské piazmy a jinych biolegickych materidld. Byle by tak moZno
snizit vyrobni ndklady spojené s produkci specifickych hyperimunnich sér, a nahradit do-
savadni technologie vyhodnym a jednoduchym postupem. '

Pfiklad 1

Ke 3 litrtm smiSeného séra darch krve bylo postﬁpné»bfidéno 66 ml 25% vodného rozto-
ku glutaraldehydu a za 3 hodiny sténi pi#i 21 % bylo pfilito 600 ml 10% vodného.roztoku
siranu hlinitodraselného. Sm&s byla promichdna, vlogky zachyceny sitem a v pribdhu 24 ho-
din nékelikrit promyty nadbytkem vodovedni vody. Vlie&ky byly pak zachyceny sitem a pono-
feny do 0,15M vodného roztoku chloridu sodného s 0,1 % azidu sodného.

P¥iklad 2

K 1 kg vlhkych vlotek z pfikladu 1 byly pfidény & litry prase&iho hyperimunnfho séra
precipitujfciho specificky alfa-1 antitrypsin. Smés byla ponechdna pii +5 % 72 hodin,
ptitemZz vlotky byly ob&as rozmichdny a denné sledovén pokles alfa-1 antitrypsinovych pro-
tildtek v tekuting nad vlotkami. Poté byly vloZky zachyceny sitem, promyty ndkolikrat ba-
hem 24 hodin vodovodni vodou, a izolovény sitem.

Pfiklad 3

Promyté vledky z pfikladu 2 byly eluovany 2 hodiny dvéma litry 0,2M vodného roztoku
kyseliny octové s 2 % sacharézy a eluétvneutralizovén koncentrovanym vodnym roztokem amo-
niaku na pH 6,5. Eluované vlotky byly pak znovu eluovany opét 2 litry elugniho roztoku
26 hodin pfi +5 OC, eludt neutralizovén, a pFilit k eludtu prvnimu.

Priklad 4

Ke zméfenému objemu eludtu z pfikladu 3 byl pfiddn pevny siran amonny v mnoZstvi
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350 g na litr eludtu, rozpuitén michdnim, a suspenze ponechdna pfi +5 9C 16 hodin. Ciry
[supernatant byl dekantovédn, hustd sraZenina odstfed&niz zbavena pfebyteéné kapaliny, roz-
puitdna v 0,15M vodném roztoku chloridu sodného, dialyzovéna v nadbytku 0,15M vodném roz-
toku chloridu sodného a lyofilizovédna.

PREDMET VYNALEZU

Zpiisoh vyroby &istych specifickych protildtek k rychlému kvantitativanimu stanoveni
koncentrace bilkovin na principu polymerace bilkovin glutaraldehydenm, vyznateny tim, Ze
na lidské normdalni nebo patologické sérum nebo na 10% vodny reztok bilkovin mo&ovych ne-
bo jinych, se plsobi v rozmezi pH 8,0 aZ 9,0 jednou setinou aZ jednou desetinou objemu
25% vodného roztoku glutaraldehydu pfi 18 aZ 28 %¢ po dobu jedné aZ tfi hodin, ke smési
se pfidéd jedna dvacetina aZ jedna p&tina objemu 10%. vodného -reztoku siranu hlinitodrasel--
ného, vlodky se izeluji, promyji, pfenesou‘%e do trojnidscbnéhoe aZ desetindsobného objemu
zvifeciho hyperimunniho séra nebo do 0,01% aZ 10% vedného roztoku protildtek, poté se
vlotky promyji, eluuji se v 0,2M vodném roztoku kyseliny octové s 2 % sacharozy, eludt
se upravi na pH 6,5 aZ 7,5 koncentrovanym vodnym roztokem amoniaku, roztok protilédtek se
srazi 350 g pevného siranu amonného na litr eludtu, produkt se izeluje, dialyzuje a lyo-
filizuje. )



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

