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Uelem vyndlezu je zplisob ziskévéni
specifickych antiimunoglobulinovych pro-
tildtek s nezm#n&nou aviditou z hyperimun-
nfho séra vhodnych po ozd¥eni radioaktiv-
nim izotopem nebo enzymem k pouZiti p¥i
radioimunoanalyze a enzymimunoanalyze.

Uvedeného d¥elu se dosdhne tim, %e
cely izola¥ni postup probithd v roztocich
o nizké iontové sile 0,001 a% 0,01, Za
téchto podminek je vazba protildtek na
antigen slabd a Setrné je i uvolndni této
vazby pPfi eluci protildtek. Takto izolova-
né protildtky se velmi osv&d&uji p#i-radio-
imunologickych a enzymimunologickych meto-

déch.
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Vyndlez se tykd zphsobu ziskdvéni specifickych antiimunoglobulinovych protildtek s ne-
zm&nénou aviditou, které jsou vhodné k pouZiti zejména pro nejcitlivdjsi radioimunologické
a enzymimunologické metody v humédnni a veterindrnf{ diagnostice, z hyperimunnich sér.

V huménni i veterindérni diagnostice Fady infekénfch onemocndni a patologickjch stavd
Jsou stéle ast&ji pouZivény nové techniky zaloZené na vysoce citlivé a specifické reakci
antigenu s protildtkou. V soudasné dob& jsou pouZivdny imunofluorescen&ni, radioimunolo-
gické a enzymimunologické techniky, u nichZ je pou¥ito protilétek nebo antigend oznadenych
fluorescendnim barvivem, radioizotopem nebo enzymem. '

Imunofluorescendni metoda Je pom&rné mélo citlivd a obtiZn& hodnotitelnd kvantitativ-
n&. VyuZivéd-li oznaené protildtky, pak fluorescendnim barvivem byvé oznadena hrubd izolo-
vand imunoglobulinovd frakce antiséra. V t&chto prepardtech je obsah specifickych protild-
tek vykazujfc{ch poZadovanou imunoreektivitu nizky a velkd v&tSina oznadenych proteind
vykazuje imunoreaktivitu mulovou nebo i nespecifickou. Radioimunologické a enzymimunologic-
ké techniky jsou extrémn¥ citlivé a reskce se daji hodnotit kventitativnd. Na kvalitu indi-
kdtord éntigen—protilétkovych reakei, tj. na znadené protildtky pouZivané pri t&chto meto~
déch, jsou v3ak kladeny velmi p¥fsné poZadavky, protoZe jejich kvalite je primo Um&rné citli-
vosti metody i podtu vySetfeni, kterd je moZno provést.

Dosavadni postup izolace specifickych protildtek navézanych na imunosorbent v rozto-
cich o vy38{ iontové sfle spo¥ivéd v jejich eluci, nap?. pomoci 0,2 M glycinového pufru
o pH 2,8 (Affinity Chromatography, Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden, 1974).
Nevyhodou tohoto postupu je, %e v disledku pPflis pevné vazby mezi protildtkou a antigenem
navdzanym na imunosorbent, dochdzi pfi izolaci k podkozeni molekuly protildtek a tim i k po-
klesu jeji avidity. Pfi daldi{m zpracovéni vypadédvaji ddle izolované protildtky snadno z roz-
toku, coZ se projevi sniZenym vyt&ikem.

K odstrandni shora uvedeného nedostatku sm&Fuje zpisob zfskdvdnl ti#idovd specifickych
antiimunoglobulinovych protildtek s nezmdn&nou aviditou z hyperimunniho séra podle vynédle-
zu, jehoZ podstata spolivd v tom, Ze imunoglobulinovéd frakce, ziskand z hyperimunniho séra
nékterym ze zndmych izoladnich postupl, nap?. precipitaci siranem amonnym nebo iontomdnido-
vou chromatografii, se dialysou nebo gelovou filtracf prevede na roztok o iontové sile v roz-
mezi 0,001 a% 0,01 a hodnot® pH v rozmezf 7,0 a% 8,0, ktéry se uvede do styku s imunosorben-
tem, na ndm%¥ je navdzdn antigen, protildtky sleb® vdézané na antigen se z noside Zetrn&
eluujf roztokem o iontové sfle v rozmezf 0,001 a% 0,010 a hodnot¥ pH v rozmez{ 2,5 a% 3,5,
nejvyhodndji 2,8 a¥ 2,9, a ziskany bilkovinny eludt se po Upravd pH na fyziologickou hodno-
tu pfevede do skladovatelné formy, nap?. zahudt&nim nebo/a lyofilizaci.

Ziskené protildtky rozdslend v ampulich & 0 ,9 a2 1,0 mg je moZno v lyofilizovaném sta-
vu pouéivat n&kolik let. Protildtky jsou pPimo pouZitelné k oznaleni radioizotopem, nap?.

125J nebo enzymem, napi. peroxiddzou nebo alkalickou fosfatédzou.

Uvedeny zplisob izolace je zaloZen na vysledcich autord Hardie, G. a Van Regenmortel,
M. H. V., ktef{ v J. Immun. Meth. 5, 1977: 305 a% 314 popsali izolaci specifickych proti-
ldtek pomoci roztokd o nizké iontové sile z antisér proti viru tabdkové mozaiky, hovdzimu
albuminu a lidskému gamoglobulinu. Vhodnost této metody byla v naSich podminkdch ov&fena
a roz3ifena o pouZiti imunosorbentl CNBr Sepharose 4B (Pharmacia, Svédsko) a Insolmer (Se-
vac, GSSR), o jejl vyuZiti k izolaci specifickych protildtek proti jednotlivym t¥{dém imu-
noglobulind & o zjist¥ni, Ze takto izolované specifické protildtky jsou mimo¥Edné vyhodné
ke znadeni a pouZiti pPi radioimunoanalyze a enzymimunoanalyze.

Pr{klad provedeni

Vychozim substrédtem pro pripravu specifickych antiimunoglobulinovych’ protllatek podle
vynédlezu je hyperimunn{ sérum imunizovanych zvifat, nap¥. krdlikd.
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Pripravae substrétu

Krélfci jsou imunizovéni intradermélnd na Sesti mistech na h¥betd emulsi ve Freundovd
adjuvans. Celkovy objem emulse 1,2 ml, dévka antigenu | % 3 mg. Po uplynuti jednoho m&s{-
ce jsou podény v desetidennfm intervalu 2 intramuskuldrni injekce sntigenu v adjuvens. Nésle-
duji 3 kaZdodenni subkuténni injekce antigenu v solubilni formé. Vykrveni se provede 5. den
po posledni injekci. : .

Zpracovéni substrdtu

Ze 20 ml antiséra se iontomini¥ovou chromatografii nebo sréfenim siranem smonnym izo-
luje imunoglobulinovéd frakce, kterd se zahust{ na objem 10 a% 20 ml a dikladn® dialysuje
proti deionizovené vodé, jeji% pH bylo pfedem upraveno na 0,1 M NaOH na hodnotu 7 aZ 8.

Kolonka CNBr S;pharézy 4B s navdzanym sntigenem (2 x 10 cm) se promyje 100 a% 200 ml
deionizované vody o pH 7 a¥ 8. Na kolonku se pak nanese pripraveny roztok imuncglobulinové
frakce sntiséra a nechd se protékat rychlosti 10 ml za hodinu. Po ddkladném promytf kolon~
ky cca 150 a¥ 200 ml vody o pH 7 a% 8 se protildtky navédzené na antigen eluuji vodou, je-
j1% pH bylo p¥edem upraveno 0,1 M HC1l na hodnotu 2,8.

Ziskeny bilkovinny eludt je tvofen specifickymi protildtkami proti pouzitému antigenu.
Vytd%ek je vy38{i neZ 1 mg protilédtek z 1 ml antiséra.

Eluoveny roztok se upravi na hodnotu pH 7 a% 8, zshust{ na pot¥ebnou koncentraci, na-
ddvkuje do ampuli a lyofilizuje.

PFi ozna¥en{ takto ziskanych protildtek pomoci 125J se bi%nd ziskdvd roztok, v ndm¥
je na 0,5 mg protildtek navézdna ektivita 10 x 107 imp/min. 2 tohoto ¥erstvého zékladnfho
roztoku se pripravi a¥ 20 000 ml inkuba¥niho roztoku, ktery postaduje pro radioimunologic-
ké vySetfeni ve 400 000 mikrozkumavkéch. :

PFi hodnocen{ avidity takto izolovanych specifickych protildtek se pouZivé n&kolik me-
tod. PFi hrubé orientaci se srovnévd precipita&ni aktivita roztokd izolovanych protildtek
s aktivitou antiséra. Ji% roztok specifickych protildtek o koncentraci 0,5 mg protilédtky
v 1 ml pouZity p¥i imunoelektroforéze k precipitaci entigenu vytvér{i dobte viditelné preci-
pita¥ni linie & roztok o koncentraci 1 a? 2 mg protildtek v 1 ml Je srovnatelny s dobrym
a? velmi dobrym antisérem.

Oznadeni specifickyéh protildtek radicaktivnim izotopem, napf. ‘25J, poskytuje Padu
mo¥nosti jednoduchého a piesného kventitativnino hodnoceni jejich avidity. Nap¥. pfi inku-
baci roztoku oznadenych specifickych protildtek s antigenem navézanym na imunosorbent do-
chdzi k reekci antigen-protildtka a tim k vymizeni radioaktivity z roztoku. Po odd¥leni
jmunosorbentu 6d roztoku a urdeni jejich aktivit je moZno presnd urdit aviditu protildtek,
tj. kolik procent protildtek reagovalo specificky s antigenem. Nespecifické vazb¥ protild-
tek na imunosorbent se pPitom Spolehlivé zabréni ptiddnim neaktivni bilkoviny - albuminu.

7 dosshovenych vysledkl vyplyvé, Ze zmindny zplisob izolace protildtek témdd neovliviu-
je jejich aviditu. Gerstvd pripravené roztoky oznafenych protildtek dosshuji aviditu a%
90 %. Po 2 m¥sicich je avidita jestd vy35{ ne¥ 50 %.

V na8ich pokusech se roztoky ‘25J—protilétek pou¥ivaji b&in¥ déle neZ 6 mésicd po ozna-
genf, co¥ je s pfihlédnutim na postupujici redia¥ni a chemické poskozeni protildtek velmi
uspokojivé. V té dobd je jejich imunoresktivita stdle jeBtd vysokd a 26,6 % z celkové radio-
ektivity obsahuje oznalené protildtky precipitujici s danym antigenem.
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Obdobn¥ 2 mg specifickych protildtek ozna¥enych peroxidézou postaduji k provedeni vy-
Setben! nejménd v 50 000 mikrozkumavkéch. Doba pouZitelnosti protildtek oznalenych enzymem
je n&kolik let. Kontrola t#idové monospecificity t¥chto protildtek oznafenych 125J se pro-
v4d! radioimunoelektroforeticky. PFi této metod# je poddtedni postup stejny jako p¥i bé&iné
imunocelektroforéze. Krevni sérum nebo kolostrum nanesené do jamek (startd) v agaru je po
elektroforetickém rozdsleni precipitovéno antisérem proti sérovym a kolostrdlnim biilkovindm.

Antisérum nanesené do %ldbkl vytvaFi s jednotlivymi sérovymi bilkovinami precipitadni

linie. Kvalitni antiséra vytvéteji{ 15 a¥ 20 precipitaZnich linif se v3emi t¥{demi imunoglo-

bulind i ¥adou daldfch proteind od makroglobulini po albuminy. P¥i radioimunoelektroforéze
jsou k antiséru nandSenému do jednotlivych 21ébkd pFidéne nepatrnd mnoZstvi 125J specific~
kfch protildtek. Tyto ozna¥ené protildétky se pak spolui¥astni tvorby precipitednich linif.

Jsou-1i pouzité oznafené protildtky monospecifické, ulastni se tvorby pouze jediné,
presnd urdené precipitadni linie a s jinymi proteinovymi antigeny nereagujf. To znadf, %e
po vypréni je radiosktivita obsa%ena pouze v dené precipitadnl linii. Na vypreny imunoelek-
troforeogrém je pak piilo¥en rtg film na dobu 2 a¥ 3 dny. Linie exponovené na rtg filmu
pPesnd ukazujl, se kterymi proteiny oznalené protildtky reaguji. Touto metodou byly testo-
vény specifické protilétky proti hovdzim i prase¥im imunoglobulinim IgG, IgA a IgM a byla
prokézdna jejich vysoké monospecificita. ‘

PREDMET VYNALEZU

Zpiisob ziskdvédni t¥idovd specifickych antiimunoglobulinovych protilétek s nezméninou
gviditou z hyperimunniho séra, spodivajici v izolaci imunoglobulinové frakce z hyperimunni-
ho séra ndkterym ze znémfch izoladnich postupl, napf. precipitac{ sirenem smonnym nebeo
jontom¥nigovou chromatografii, vyznaleny tim, %e imunoglobulinovéd frakce se dialysou nebo
gelovou filtraci pifevede na roztok o iontové sile v rozmezi 0,001 aZ 0,010 a hodnot& pH
v rozmezi 7,0 a% 8,0, ktery se uvede do styku s imunosorbentem, na ndmZ je navézén antigen,
protildtky vdzané na antigen se z nosile eluujf roztokem o iontové sile v rozmezi 0,001
a¥ 0,010 a hodnotd pH v rozmez 2,5 a% 3,5, s vyhodou 2,8 a ziskeny bilkovinny eludt se
po upravé pH na fyziologickou hodnotu pfevede do skladovatelné formy napfiklaed zahuStdnim
nebo/a lyofilizaci.

Severografia, n. .., zdvod 7, Most
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