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(54) Zplsob vyroby diagnostického aérs k prikazu HB' Ag /hepatitis B povrchového antigenu/

® k produkci HB.Ab /protilatky/

Vynélez tedf zplsob vyroby diagnostického séra vhodného jak k prikazu HB.AQ imuno-
precipitatnimi metodami /protismérnou elektroforézou,imunodifuzi/, teak i k produkeci
pFotilatky proti NB'Aq,stanovt konkretni vyrobni podminky,nutné k vylouleni neiédoucich
imunogend z imunizadntho materidlu a k dossieni specifity diagnostika.Vyndlez uvadi
rovnél altcrna@ivn1 zjednodudeny vyrobni postup pro ptipad vyhradniho pouliti disgnostic-
kého séra jen k prlkazu NB‘Ag,nikoli k produkci HB Ab,

Melartinové s Blumberg /Nature 210,3tr.1340,1966/ ziskali fmunfzaci kralikd Lidskym
HB‘Ag pozitivnim sérem krdlitd sérum, které po smisent s normélni HB.Ag negativnid lid;kou
plasmou m¥lo vliastnosti diagnostika,vhodného k prikazu HB_Ag.Vyhodou tohoto zédkladnthg,
postupu je jednoduchost v provedni,nevyhodou je nepoulitelnost sér nikterych imunizovanych
zvifat,tim2 se vyrobs prodraiuje a je obti!n‘ reprodukovatetnou.Lidské sérum totil
.obsahuje plevéinou tést mnohem silnéjdich imunogend,nel je uB‘Ag a vzaniklé silné
nespecitické protilatky se v mnoha plfipadech nepodali z disgnostika odstranit ani
smisenim kriliéiyo séra s normélnd Lidskou plasmou v objemovém poméru 1:1,PFitinou této
zdvady jsou jednak Lipoproteiny,jednsk ndkteré "kritické” imunogeny, t.j. takovb,ktcrt
jsou velmi cizorodé pro imunizovaného zviteciho jedince,plfitem? jsou obsaleny jen v nizké
al stopové koncentraci v normalni Lidské plasmd.vzniklé silné protilatky nelze pak
z disgnostika odstranit pro nedostatek vysycovaciho materidlu,» to ani tehdy,je~li Lidské
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plasma pridéna k diagnostiku v nadbytku.V soulasné dobd. jsou proto k vyrobd HB'AQ

diagnostika pouiviny sloZité nékolikastupnové vyrobnt postupy,;ojich! nejdile2itéjis
f4249 je purifikace HB.Ag,sostivnjici 2 ultracentrifugace séra v hustotnim gradientu po
dobu 24 hodin,majict odstranit zejména Lipoproteiny.Nésleduji pak dali¢ purifikalni
opsrace,2pravidla chromatografické,potom-jmunizace produkinich zvifat /mortat, kralikd,
koni,ovct a pod./.Imunochemickd tistota HB‘Ag byvéd navzdory purifikainim snahém spiide
jen ideélem,takie poslednim vyrobnim stupném obvykle byvd vysycent nespecifickych
protilatek HB'Ag negativnim Lidskym sérem,nebo jeho frakcemi . Nevyhodou tdchto modernich
zplsobl oproti postupu klasickému je slo2itost,nédkladnost » omezend vyrobni kapacita,
uvidiime=-Li nutnost centrifugace /ultracentrifuga/ po dobu 24 hodin,Vyrobené disgnostické
séram se poulivé bud primo v metodéch prikazu HB‘Ag,nobo slou2d jako vychoz$ surovina

k vyrobd HB.Ab,t.j. protilatky proti HB‘Ag.Tnto protilétks je zpravidls komerind
vyuiivéna v soupravich,vhodnych k citlivému prikazu HB.Ag,viztna enzymem 8 krvinkemi,
radioaktivnim jodem,fluoresceinisocyandtem a pod.,v metodich "tfeti generace”.Ve viech
uvedenych pPipadech je zékladem vyroby diagnostické sérum,pitisné specificky reagujfict

s HB Ag. '

Podstatou vyndlezu je srhZeci GEZinek chlortetracyklinu v ptitomnosti viépenatych
iontd jodnnk na lipoprotéiny a Lipidické Latky s afinttou k HB.Ag,jodnak na kritické
vysokomolekulérni bilkoviny,migrujici{ v oblasti startu v imunocelektroforéze v rozmezi
alfa=2 a2 betaglobulinové frakce Lidského séra,které jsou siln¥ imunogenni pro pokusnéd
2vitata,Podstatou vyndlezu je vhodnd kombinace zmindného sréieciho postupu s chromato~
grafif na sloupct dextranového nebo sgardzového gelu,umolnujicé podstatné zdlent
bitlkovinného spektra se soulassnym odstrandnim volného i na bilkoviny vézsného tetra-
cyklinu.Filtrat,obsahujict Ig6,IgA,IgM a nékteré dalit bilkoviny se zahustt a injikuje
se produkinim zvitatim ve tFech postupnych dévkadch.Ze ziskanych hyperimunnich sér se
odstrani nclpccificfi protilatky bitkovinami,vyviotkovanymi G&inkem subgelifikainiho
pfidavku glutaraldehydu s nésledujicim pFidavkem siranu hlinitodrasetlného k Lidské
HB.Ag negativni plasmé.Sorbent se plfidivd k hyperimunniau séru ve formé promytych viotek,
Po 24 hodindch sténd pii +4 %¢ se viotky sorbentu s navézanymi nespecifickymi protilétkami
odstrani pouhym prolitim suspenze silonovym sitem.V pFipadé,Ze konelny vyrobek,t.j.
diagnostické sérum mé byti vyuZlivéno vyhradné jen k prdkezu HB‘Ag » nikoli k vyrobd
Eistého imunoglobulinu,odstranuji se nespecifické protilétky z diagnostika pouhym phlidavkem
tekuté Lidské Ha'Ag negativni plasmy s nésledujicim odstledénim vzniklého imunoprecipi=-
tdtu po 24 hodinach stini sm#si pki +4 °c,

Vyndlez dosahuje nového a vyd#iho GEinku v tom,2e odstranuje nutnost ultracentri-
fugace HB‘Ag séra v hustotnim gradientu po dobu 24 hodin,plfilen: purifikalni dkony,
2aji¥fufict plnou reprodukovatelnost vyrobniho postupu a pFisnou specifitu vyrobku jsou
redukovidny na rychle a snadno proveditelné operace.Vyrobas diagnostika podle vynélezu
zémérné ponechivé nékteré sérové bilkoviny v imunizatnich dévkach,aviak Sen takové,vidi
nind vzniklé zvifeci protilétky jsou snadno odstranitelné z diagnostika plidavkem Lidské

plasmy.Lipoprotéiny a kritické silnd imunogenni sérové proteiny jsou chlortetracyklinem
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a chromatografii odstran¥ny,pltilem? imunochemické viastnosti HB‘Ag jsou plné& zachoviny,
ProtoZe imunogen je oprodtd¥n od vétdiny sérovych bilkovin,lze jej aplikovat v z2ahultiné
koncentrované formé a doséhnout tak priznivou protilatkovou odpoviéd imunizovanych zvitat
na NB.Ag.K adsorbei nespecifickych protilatek se pouiivad t.zv.sbirovd plasma,col je
v podstatdé odpadovy materidl,vznikly slitim velkého podtu individudlnich Lidskych plasenm,
zbyvajicich po rlznych vyketFenich,Sbdr této odpadni plasmy je organizovén v ramci vyroby
gamaglobulinu, takie tento materidl je dosaiitelny levn& v objemech,plné pokryvajicich
potFobu.Pfoto!e plasma se k diagnostiku pFidavad v témé# nerozpustnénm stavu,je stupen
kontaminace diagnostika Lidskymi bilkovinami zanedbatelny.,Je-Lli viak konelny vyrobek
t.ej. diagnostické sérum urleno vyhradné jen k prukazu HB.Ag a nikoli k vyrobd tistého
imunoglobulinu,je velmi vyhodné pfidat Lidskou plasmu v tekutém stavu a vznikly imuno-
pracipitét odcentrifugovat.Kontaminsce diagnostika je v tomto plipadd velmi znalng,
aviak k uvedenému Glelu neni na z&vadu a vyrobni postup se jc!f& vice zjednoduii,
piagnostikum ,vyrobené podle vynilezu je plnd& vyhovujici k prikazu HB’Ag dvojitou
imunodifuzi a protismérnou elektroforézou.Podle vysledkd kontrol diagnostika,vyrobeného
podle vyndlezu,provedenych specializovanym pracovidtim,dosahuje identity linii.v imuno-
difuznich testech se viemi testovanymi leltnbctiidiognostiky domdciho i zahranilintho
pﬁvodulanhéing,Hylnnd,lnuno-wion atd./ a dévé naprosto spravné vysledky s panelem
znémych,standartnich HB'Ag negativnich a positivnich sér.Souhrnnd Lze Fici,2e vyndlez
stutuje viechny vyhody dosavadnich vyrobnich postupl/ t.j. jednoduché a snadné provededni,
ekonomicky vyhodné,velkd,prakticky neomezend vyrobni kapacita,nezivadnost imunogenu po
strénce antigenniho stimulu,uspokojivé parametry vyrobku.,Velkou vyhodou je moZnost kryt
potfeb zdravotnického terénu,vyndlez umoinuje depistd? Haskg v masovém méfitku,col by phti
slo2it#js4 technologii bylo st&2i moiné.Vyndlez je po;socktivni,ncbof z vysledného
disgnostického séra Lze snadno izolovat imunochemicky Zisty Ig6,konjugovatelny s fluores-
ceinisocyandtem,enzymen apod, a vyzkoudet jej v progresivndjdich metodédch prikazu HB'AU.

ne! jsou metody imunoprecipitalni,

Konkretni priklad vyrobniho postupu

100 ml Lidského HB.Ag pozitivniho séra/smés nejménd 60 rhznych malych zbytkd sér
z rlGznych vydetteni/ ;e smist se 40ml 1% vodného roztoku chlortetracyklinu pti 20 °c,
a po kapkéch za stalého michani se pFridéd 1 mL 1M chloridu vapenatého,plfitem? vanikne
sralenina.Smés se poté neché stat p#i 20 %c 30 minut a po této dob¥ se odstfedi nebo
sfittruje. liry,2luté zbarveny filtrat se pak tittruje v trubici 60x 3 cm silnou vrstvou
dextranového nebo agarozového gclu,auupondovanbho v 0,15 M chloridu sodném,upravenyn
fostatovym tlumivym roztokem na pH 6,8.Tekutina,profiltrovand verstvou getu,se jimé
v podilech 5 mL a2 do té doby,kdy z trubice poéq& vytékat intenzivné 2lutd kapalina,
obsahujici tetracyklin,vazany ne sérové bilkoviny.2iskané podily filtratu se analyzuji
protismérnou oloktrofoszou na pfitomnost MB'Ae & podle vysledkd analyzy se sloult
pouze ty frakce,které obsahuji HB‘Ao.Zilkant smés se zahusti na objem 10 ml tak,Ze se
vio2i do kolodiovych sdtk(/membrénovych filtrl/ a sdlky se zasunou do suspenze sodné

soli karboxymetylcelulozy medové konzistence s ponechaji stét pli +4 O v Lednici
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nejménd 24 hodin,resp.tak dlouho,aby celkovy objem kapaliny v sdlcich byl menii nei 10 ml,
Mno2stvi suspenze karboxymetylcelulozy je v #irokych mezich Libovolné,podminkou viak je,
aby kaidy kolodiovy sélek byl obklopen nejménd 2 cm silnou vrstvou suspenze.Hustota
suspenze md byt co nejvitidi,aviak nesmi brénit nendsilnému zasunuti kolodiového séiku
do prostifedi.Vyslednou zahudténou kapalinu pak upravime na objem 10 ml @ injikujeme ji
produk&nim z2vitatim/veptim/ intramuskulérné.Imunizujeme soulasnd 10 vepll,kaZdému zvilteti
1 mlL po malych davkéch do nikolika mist t¥#la.Objem {kjikovonb frakce s vyhodou zvitiujeme
ptidavkem vhodného adjuvens,napfiklad adjuvans s hydroxydem hlinitym,Za ti#{ tydny
injikaci stejnym zplsobem opakujeme 8 nové plipravenym imunogenem a 20 daldi t#i tydny
podédme jedtdé treti imunizalni dévku.Za 7 a% 10 dnl zvitate vykrvécime,odebrané krev se
poneché ustét 24 hodin pti +4 % a vyloutené sérum od krvinek oddélime odstiedinim,
Sérum jednotlivych imunizovanych zvifat se slouli{ dohromady a» zmdl1 se celkovy objem,
Nespecifické protilétky z diagnostika se odstrant timto zplsobem:K souhlasnému objemu
Lidské plasmy se za stélého michdni plids 0,012 objemu vodného 25Xniho roztoku glutar-
aldehydu piti 20 Oc a ke zhoustlé smiési po 30 minutéch sténi se za stédlého michént plilije
0,24 objemu 10X roztoku siranu hlinitodraselného,ptilem? smés violkuje v kyprych violkéch,
Vzhpdti,jak smés vyvlolkuje,plilije se za stalého michéni pEtindsobek objemu dest,vody
a violky se zachyti plelitim smési sitem s otvory 0,3 a 0,5 mm.Viotky,zachycené sitem
se pak promyji pétindsobkem objemu 0,15 M chloridu sodného,zachyti se sitem o promyti se
jeldté jednou opakuje,tentokrét pki +4 % po dobu 24 hodin.,Vlolky se pak zachyti sitem
a ptidajt se k diagnostiku.Vysycovdni diagnostika probihd 24 hodin pti +4 °c.Po této dobd
se viotky 2z diagnostiks op&t odd&Li,produkt se filtruje bakteriologickym filtrem,konzer-
vuje se plidavkem azidu sodného v‘koncontraci 0,01%,rozplni se do ampulek/na pF.v objemu
po 1 mt/ a usuli se mrazovou sublimaci.Vysledny produkt je vyhovujici,je=Ll{1 kontrola
imuncelektroforézou s pouiitim panelu znémych,standartnich HB.Ag negativnich a pozitivnich
sér ve shodé s olekdvanymi vysledky.tj.diagnostikum musi s Ha.Ag pozitivnimi séry v imuno-
elektroforatické analyze reagovat za vzniku precipitatni Llinky,zetimco 2adna Ha‘Ag séra
negativni nesmi v imunoelektroforéze pozitivné reagovat.Polet kontrol,uznidvany:-jako
minimum, je 15 sér od obou skupin,doporuluje se viak viti#i polet,nejlépe,providi-Li
kontrolu specializované pracovidt® na klinickém a dércovském materidlu,V plipadd,2e diag~
nostické sérum je urleno vyhradnd¥ jen k prikazu Ha‘Ag a nend urleno k vyrobd® &istého 1g6
Iprotillikyl,zjodnodulujo se vyrobni postup ve fézi odstranini nespecifickych protilétek:
namisto vlotek bilkovin,imobilizovanych sré2ecim postupem se k diagnostiku pPidé tenty?
objem Lidské plasmy tekuté,smés se ponechd 24 hodin.stét pPFi +4 % a vanikly imunoprecipi~
tét se odcentrifuguje,Ostatni féze vyroby jsou shodné,vietnd zévérelné kontroly,
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ZpGsob vyroby diagnostického séra k prikazu HBsAg/hcpatitis B povrchového antigenu/
a k produkei HB.Ab/protithkyl,vyznaécny tim,%e se na Lidské HB'Ag pozitivni sérum,
ziskané nejménd od 60 pozitivnich jedincly plisobi roztokem chlortetracyklinu v pFritom~
nosti vépenatych iontl,vznikl4 sraeninas se odfiltruje a filtrét se profiltruje
vrstvou dextranového nebo agardzového gelu,podily filtradtu,obsahufict HB Ag se
zahusti 8 infikujt produkinim zvitatim napFiklad vepkim,konim, kratikim, mor&atam,
ovcim a sérum imunizovanych zvitat se upravi ptidavkem Lidského HBsAg negativniho
séra nebo plasmy v tekutém nebo viotkovaném stavu,pltilem? viotkovéni se dosdhne
postupnym plsobenim glutaraldehydu a sfranu hlinitodraselného na smident MBsAg
negativni sérum nebo plasmu.

Zplsob vyroby diagnostického séra podle bodu 1,vyznaleny tim,3e na 1 objemovy dil
HBsAg pozitivniho séra se plisobi pFidavkem 0,4 objemu 1Xniho vodného roztoku
chtortetracyklinu pki 20 % po dobu 3 a% 5 minut,po kapkach se pFida 0,01 objeau
roztoku 1M chloridu vépenatého,smés se ponechd 30 minut stat v klidu pti 20 °c,naée!
se sraienins bilkovin odfiltruje a &iry filtrdt se dale zpracuje;

Zpisob vyroby diagnostického séra podle bodu ;,vyznaéeny tim,2e filtrét ekvivalentnt
0,1 Litru vychoziho HB,Ag pozitivniho séra se profiltruje vrstvou 60x3 cm suspenze
dextranového nebo agarozového gelu,pFilemi se jimaj4 podily po 5 ml do té doby,ne?

z vrstvy polne vytékat intenzivnd 2lutéd kapalins,obsahujict chlortetracyklin,vazany
na sérové bilkoviny,

Zplsob vyroby diagnostického séra podle bodu 3,vyznaleny tim,2e jednotlivé podily
filtrdtu se analyzuji na obsah HB‘AQ,pozitivni podily se slouli,zahusti se na objem
10 mL a injikuji se produkinim zviFatim,napriklad vephim.

Zpusob vyroby diagnostického séra podle bodu 4,vyznateny tim,2e 1 ml zahulténého
HB'Ag se injikuje vepli intramuskuldrn& do riznych mist téla,injikace se jedts
dvakrét opakuje v intervalu t#i tydni,pritem? se soulasnd imunizuje skupina nejméné
deseti zvitat,

Zplsob vyroby diagnostického séra podle bodu S,vyznateny tim,%e za tyden a2 10 dnl po
poslednt injekct HB'Ag se zvitata vykrviceji, krev se ponechd ustat nékolik hodin,a?
se vylouti sérum,sérum se od krvinek oddéli odstFradénim,séra viech zvifat se slijd
dohromady a zméFi se vysledny objem.

Zplsob vyroby diagnostického séra podle bodu 6,vyznateny tim, Ze diagnostické sérum
se ze zvitectho sérs ziské pridavkem souhlasného objemu Lidské HB‘Ag negativni plasmy
nebo séra,vyviotkovanych glutaraldnhyden a siranem hlinitodraselnym, '

IZpisob vyroby disgnostického séra podle bodu 7,vyznateny tim,Ze vyvlotkovani Lidské
MB.Ag nogativqi plasmy nebo séra se dosahuje pridavkem 0,012 objemového dilu

25%niho roztoku glutaraldehydu p#i 20 % s nésledujicim pFidavkem 0,24 objemového
dilu 10Xntho roztoku siranu hlinitodraselného,vzniklé viotky se promyji nadbytkem
destilované vody a 0,15 M chloridem sodnym po dobu 24 a3 48 hodin pfi +4 °c,oddit1
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se sitem od promyvaci kapaliny a ptenesou se do z2vifeciho séra,

9. Zplisob vyroby diagnostického séra podle bodu 8,vyznateny tim,3e v pFipadd vihradntho
vyu2iti diagnostického séra k prikezu HB Ap o nikoli k produked HB'Ablprotilttkyl,
ziské se diagnostické sérum ze zvifeciho sérs plidavkem souhlasného objemu Llidského
HB'Ag negativniho séra nebo plasmy,smés se ponechd 24 hodin a2 tyden pli +4 Oc ustat
a vznikly imunoprecipitét se odstrani filtract nebo odstfedinim,
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