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Vyndlez se tyka zplsobu pfipravy
imunoreagencii obsahujicich protilatky,
které jsou universdlné pouZitelné pro
kvalitativni a kvantitativni laboratorni
techniky stanoveni lidskjych plazmatickjch
bilkovin v t8lnich tekutinach.

Zpusob piipravy imunoreagencii obsahuji-
cich protilatky se vyznaduje tim, Ze k
hyperimunnima zvifecimu antiséru se pii-
daji solubilni antigeny aZ do vysyceni
balastnich protiladtek a nésledné se izo-
luje imunoglobulinovad frakce opakovanym
vysolovanim, iontoménidovou chromatogra-
fii a néslednd dialyzou do progtiedi o
nizké iontové sile.
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Vyndlez se tykd gplsobu pfipravy imunoreagencii obsahujicich proti-
l4tky, specifické proti lidskym plazmatickym bilkovindm a pfitom nevykazu-
jicich pritomnost nadbyte&nych antigenti, rozpustnych imunokomplexii a lipo-
proteinti a proto vhodnych pro kvalitativni i kvantitativni immochemické
diagnostické metody: imunoprecipita&ni techniky, radioimunoanalytické tech-
niky, enzymoimunoanalytické teclmiky, aglutinafni techniky, nefelometrie,
turbidimetrie, histologickd vyZetfeni,

\

‘ Obecné lze tyto imunoreagencie obsahujici protilédtky p¥ipravit ze
surovych zvifecich antisér obsahujicich specifické a balastni protilédtky,
odstranénim neZddoucich protildtek pomoci nerozpustnych antigenii, vdzanych
obvykle.na vhodny nerozpustny nosil., Timto postupem se zajisti nepritommost
nadbytednych antigend pouZivanych k odstranéni balastnich protildtek a roz-
pustnych immokomplexi, Lipoproteiny se odstrani z hyperimunnich sér bud
delipidainimi &inidly a nebo izolaci imunoglobulinové frakce z vysyceného

antiséra,

P¥iprava nerozpustnych antigenli vyZaduje velmi kvalitn{ nosi& s vysokou
porezitou, aby se antigen mohl vidzat nejen na povrchu partikuli gelu, ale i
uvnitd partikuii. Tyto kvalitativni néroky splnuje Sephardza 4B aktivovand

bromkyanem (bromkyanem aktivované sférické agarozové gelové Eéstice),
kterd je viak velice drahd a tim obtiZné dostupnd, Nédhrada bromkyenem akti-
vované Sepharozy 4B neaktivovanou Sepharozou 4B a jej{ p¥imd aktivace brom-
kyanem je sice levnéjsS{, ale tato prdce je spojena 8 rizikem prédce s prudce
jedovatym a silné t&kavym jedem, Gely Zeskoslovenské vyroby Insolmer (synte-
ticky polymer na bazi esteru aromatickych kyselin), Spherony (hydrofilni
makroporesni glykolmethakryldtové gely) nemaji vliastnosti srovnatelné s
vlastnostmi Sephardzy 4B pii vyvezovdni bilkovin, véZ{ antigeny pouze na
svém povrchu a uiinnost takto vdzaného antigenu je Fddové niZi{ neZ p¥i
pouziti rozpustnych antigeni, '

Odstranovdnf balastnich protildtek insolubilnimi antigeny z hyperw
ipunnich gvifecich antisér je obecnd zdlouhavy proces, je nutno provddsdt
regenerace nosilll promfvédnim a centrifugaci{ (energetickd ndrofnost) a pro
velkovyrobni{ pouZit{ je obtiZné, P¥i tomto zplisobu vysycovdni{ hyperimmnich
sér vzriustaji ndroky na vybaveni praccviéz pristroji a zafizenimi, rostou
poZadavky na pracovni sily, dochdz{i k omezovdn{ objemu vyroby a nartstd 1
&as potFebny k vyrobé prepardti.

Tyto vyjmenované nevvhedy edpadaji p¥i pouZiti rozpusinfch antigand
k odstrandni balastnich protildtek z hyperimunnich gviFacich antisér,
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Podstatou vynilezu je jednoduchy zplisob p¥ipravy immoreagencii
obsalujicich protildtky, ktery k odstrandni balastnich protildtek ze zviie-
cich hyperimunnich antisér vyuZzivd piidédvédni solubilnich antigenl aZ do
jejich vysycemni a ndsledn# izolace immoglobulinové frakce opakovanym Vyso-
" lovénim, iontoméniSovou chromatografii a dialyzou do prostiedi o nizké
dontové sile I=0,005 al 0,02. Solubilni vysycovaci materidly jsou pied Jejich
poufitim kontrolovény imumoelektroforeticky na pF¥itoomost antigenu imuno-
globulinu G, ktery p¥i vysycovacim postupu nesmi byt do antiséra wvnesen v
nadbytku, ale pouze do ekvivalence antigen IgG- protildtka anti IgG, V pii-
padd, Ze po odstranini ostatnich balastnich protildtek v antiséru gbyvd jestd
protilédtka protilimunoglobulinu G, odstran{ se pfiddnim &istého antigenu
imunoglobulinu G do akvivalence,
Cilem uvedenych principl vysycovén{ balagtnich protilédtek z hyperimunniho
antiséra je kromd odstran®ni neZddouoich protilétek zabrénéni{ zaneseni nad-
byteiného antigenu imumnoglobulimu G do vysycovaného hyperimmniho antiséra.
Zaneseni ostatnich nadbyte&nych antigend neni na zdvadu, nebol dojde k jejich
odstranéni pii izolaci imunoglobulinové frakce g vysyceného hyperimunnihe
antiséra, Analytickd kontrola pouZivanych antigenii a gpracovdvanych hyper-
immnich antisér se provddi s vyhodou imunoelektrotéreticky.

P74 nésledné izolaci imunoglobulinové frakce z vysyceného hyperimum-
nfho antiséra dojde k odstrandni nadbyieénych antigenl pouZitych k vysyco=-
vani balastnich protilétek, lipoproteind a rozpustuych imunokomplexi, p¥i
gsoulasném zachovdni vysoké Eistoty a vyt&inosti immoglobulinové frakce a
vysoké avidity specifickych protildtek, Izoléce imunogl obulinové frakce %
hyperimunniho antiséra predstavuje purifika&ni proces, kdy se po filtraci
vysyceného hyperimunniho antiséra pies fefici filtr (na p¥. Seitz K 5)
opakovanym vysolenim(s vyhodou siranem amonnym do 40% nasyceni u praselich

antisér a do 45% nasycenf ® krdlifich, kozich, oviich, konskych, hovizich,
mordecich a mySfch antisér) a ndslednou chromatografii.na iontomdni&d
(dietylaminetyl celulése @ vyhodou na p¥, DEAE celuldse DE 52) p¥i pH = 5,7
pro praseli a 7,0 pro ostatn{ druhy antisér, izoluje immoglobulinovéd frakce,
kterd se néslednd dialyzuje do prostfedi o nizké iontové sile (s vyhodou
proti 0,603 M monohydrofosforefnanu sodnému) a filtruje pies husty &Seiici
tiltr (na p¥. Seitz K 5). '

Timto postupem se odstrani naibyteiné antigeny zaneSemné do hyperimmnniho
séra pil odstranovéni balastnich protilédtek a také rozpustné imunokomplexy
& linoprateiny, BEventaelnd piitcmny nadbytefny antigen immoglobulimu G,

by se timto krokem neodstranil,
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Takto izolovand imumoglobulinovd frakce z hyperimummiho antiséra se lyofili-
zuje a skladuje déle pi¥i teploté +4%c,

Z lyofilizované imunoglobulinové frakce se piipravi sterilni roztok se stan=-
dardnim titrem specifickych protilédtek, ktery je pouZitelny jak pro klasické
1uunoprnc1p1ta6qi techniky, tak pro moderni analytické metody: radioimmo-
analyzu, engymoimmoanalyzu, nefelometrii, turbidimetrii, aglutinadni tech-
niky, histologickd vydet¥eni a pod,

Sirokd 3kdla pouZitelnosti imunoreagencii obsahujicich protildtky pri-
pravenych uvedenym zplsobem je ddna jejich vlastnostmi, t.j. standardnim
titrem specifickych protildtek, absenci nadbyteinych antigent pouZitych k
odstranovdni balastnich protildtek, nep¥itomnosti rozpustnych imunokomplexii
a lipoproteini., ‘

Zplisob piipravy imunoreagencii je osvétlem na ndgledujicich p¥ikladech:

Priklad 1,
Piiprava prase&f imunoglobulinové frakce proti lidskému imunoglobulinu M,

Surové hyperimunni praseli antisérum proti lidskému imunoglobulinu M
obsahuje kromd protildtky anti-IgM také neZddouci protildtky pfoti alfa 2
makrogl obul imu (AZM) a imunoglobulinu G (IgG). Surové antisérum se titruje
roztokem antigenu alfa 2 makroglobulinu tak, Ze se vidy k 1 ml surového
antiséra pridd stoupajfici mmoZstvi roztoku antigenu alfa 2 makroglobulinu
a to 0,05 ml, 0,1 ml, 0,2 ml atd, Titrace se provdd{ za imunoelektrofore-
tické kontroly., K surovému hyperimumnnimu an%iséru se piidd takové mmoZstvi
antigenu alfa 2 makroglobulihu, aZ zcela vymizi protildtka proti alfa 2
makroglobulinu, ProtoZe roztok antigenu alfa 2 makroglobulinu obsahuje
vidy 4 stopy jinych antigend, zand¥i se p¥i vygcovdni protildtek proti
alfa 2 makroglobulinu do surového hyperimunniho antiséra nadbytefné anti-
geny.

Ddle se provede titrace surového hyperimunnfho antiséra roztokem
immoglobulinu G a gtanovi se optimdlni mmoZstvi antigenu imunoglobulinu G,
které je potieba dodat k hyperimunnimu surovému antiséru, aby vymizela
protildtka proti imunoglobulinu G a do antiséra nebylo zaneSeno nadbytené
mozstvi antigenu imunoglobulinu G, Titrace se provddi za imunoelekirofore-
tické kontiroly,

Po odstrandni balastnich protildtek re surového hyperimunnihe antiséra se

vysycené antisérum zfiltruje pfes vrstvu Seitz K 5 a izoluje se z néJ
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immoglobul inovd frakce t¥ikrdt po sobd opakovanym sréfenim nasycenym rozto-
 kem siranu amonného do 40% nasyceni., Sediment obsahujici surovou imunoglobu~-
linovou frakci se dialyzuje proti 0,03 M acetétovému tlumivém roztoku pH =
5,7 pFi +4 Oc a# do vymizeni pozitivni reakce na amonné ionty. Vydialyzovand
immoglobulinové frakce se do¥isti vsé.dkovou chromatografii na DEAE celulo-

se DE 52 (10 g celuldsy na 1 g hilkcviny) a filtrdt obsabujici &istou imumo-
globulinovou frakci se dialysuje proti O, 003 M monohydrofosforeinanu sodnému
(Na HPO, ) po dobu t¥{ ae¥ p¥ti dn{ za vymdny dialyzatniho roztoku dvakrdt
denné. Vznikli precipitdt se odstrani filtraci pFes vrstvu Seitz K 5 a filtrdt
se lyofilizuje,

Priprava diagnostika:

Ze ziskaného lyofilizétu se pFipravi 5% roztok praseti imunogl obul inové
frakce proti imunoglobulinu M ve fyziologickém rozieoku pH = 7,2 (PES) s

0,1% azidem sodnym, Stanovi se titr specifickyoh protildtek proti immo-
globulinu M metodou jednoduché radidlni immodifuze (modifikace Becker,W.:
Immmochem, 6, 539, 1969) a koncentrace bilkoviny pfipraveného roztoku.
Omérou se vypo&te potifebné mmozstvi lyofilizdtu pro piipravp gvoleného mmoZ-
stvi diagnostika tak, aby byl dodrZemn standardni titr specifickych protilédtek, .
u prasei imunoglobulinové frakce proti imunoglobulinu M je to 6,9 mg/ml,
Roztok se zfiltruje pres vrstva K 5, wmdf{ se pH., Neni~li pH v rozmez{ hod=-
not 7,2 = 7,4 upravi se bud 1 N roztokem hydroxidu sodného nebo 1 N roztokem
kyseliny chlorovodikové,

Opétovné se provede kontrola titru specifickych protildtek metodou jednoduché
radidini 1munod1fuze, vyslednd hodnota se md shodovat 8 piredem provedenym
vypodtem, Neni-1i tomu tak roziok diagnostika se na¥edi nebo se p¥idd dalsi
lyofilizét immoglobulinové frakce podle posledniho vypoftu, opakuje se mé-
feni pH a kontrola titru apecifickfch'protilétek aZ je dosaZeno jeho poZado-
vané hodnoty,

Roztok imuncglehb ové prase¥i frakce proti imunogl obulinu M se sterilné
zfiltruje neJlépe nenbrdnovym filtrem (0,22 u) a sterilnd rogplni po alik-
votnich mmoZstvich do sklen&nych lahvilek,

Takto pFipravené diagnostikum mé Siroké spektrum upot¥ebeni, Lze jim dete-
kovat imunoglobulin M ve viech pouZivanych druzich kvalitativnich imunopre-
cipitainich testl na p#. Ouchterlomyho dvojitd immodifuze, irmmoelek tro-
foréze, protismirnd imunoelektroforéza.

Diagnostikum p¥ipravené vyde uvedemym zplisobem lze vyuZzit plnd p¥i kvantita-
tivnich immoprecipita&nich testech jako je na pf. metoda jednoduché radidlni
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V citrdt-veronal-oxalétovém pufru pi = 8,6, 1ontové sfle I = 0,05 se rozvafri
agaréze na 1% koncentraci a po schladnuti na 50°C se k roztoku piidéd 0,10 ml
praseli imumoglobulinové frakce proti immoglobulinu M na 30 ml gelu, Smés

se promichd a naleje ve vodorovmné poloze na diapozitivmni sklo 8,5 x 18 cm,

Po zatuhnuti gelu (asi 30 minut) se zabrouSenou transfuzni jehlou vykroj{
startovmi{ jamky o priméru 2 mm a aplikuji se do nich standardni roztoky a
vySetfované vzorky (5x Fedsné) lidskych sér. Po prob&hnuti 48 hodinové pre-
cipitaci p¥i laboratorni teplotd ve vlhké komiirce se destilka vymyje fyzio-
logickym roztokem, usuii se, obarvi a hodnoti, Hodnoty obsahu imumnoglobulinu M
've vySetiovanych vzorcich se odeiitaji z kalibra&ni kiivky sestrojené jako
gavislost &tverce priméri precipitatnich prstencti na koncentraci standardnich
vzorkl, Ve variantd metody jednoduché radidlni immodifuze, kdy se nered{
vySeifovand 1idské séra, se k naliti jedné immodifuzni plotny o rozmirech
8,5 x 18 em, t.j. 30 ml gelu, pou¥ije 0,25 ml praseXi imunoglobulinové
frakce.,

Pomoci diagnostika pFipraveného podle uvedeného zplsobu lze kvantifikovat
imunoglobulin M v lidskych t&8lnich tekutindch na p¥. metodou nefelometrickous

Praset{ imunoglobulinovd frakce proti imunoglobulinu M se naiedi 100x 4% roz-
tokem polyenthylenglykolu 6000 a zfiltruje se pies Ze¥ici vrstvu na p#¥,

Seitz K 5. Pripraveny roztok se rozplni do kyvet nefelometru po 1l ml a k Jed-~
notlivym mnoZstvim diagnostika se pFidd standardni nebo vySetfované lidské
sérum,

Jednotlivé smési roztokdi se promichaji a po 30 minutdch stdni se zm&#{ roz-
ptyl svétla ma laserovém nefelometru., Z namdfenych hodnot rozptylu standard-
nich vzorkd se sestroji kalibra¥ni ki¥ivka, na které se odeiitaji hodnoty
obsahu 'imunoglobulinu M ve vySetfovanych lidskych sérech,

Detekci obsahu imunoglobulinu M 1lze provést i metodou terbidimetrie:

Prasel{ imunoglobulinovd frakce proti imunoglobulinu M se na¥edi 20x 4% roz~
tokem polyethylenglykolu 6000 a zfiltruje se pies Sefici vrstvu na p¥, Seitz
K 5, Pripraveny roztok se rozplni do kyvet spektrofbtometru pol ml a k
Jednotlivym mnoZstvim diagnostika se piidé4 standardni nebo vySetfované 1lidské
sérum,

Jednotlivé smési roztokl se promichaji a nechaji{ stét 30 minut, MS¥{ se ab~
sorbance p#i 340 mm na UV spektrofotometru,

Praseti imunoglobulinovou frakci proti imunoglebulinu M lze pouzit ke kvanti-
tacl fmunoglobulinu i metodou imunoenzymostanoveni a radioimunostanoveni,
Prase{ imunoglobulinové frakce proti imunoglobulinu M se zied{ tisickrdt
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0,05 M bikarbondtovym pufrem pi=9,6 a aplikuje se po 0,1 ml do jamek mikro-
titrafnich destifek., Po probdhnuti inkuba¥ni doby (zpravidla 60 minut) se
jednotlivé jamky promyji tiikrét promyvacim roztokem a aplikuji{ se standardni
a vySet¥ované vzorky. Po prob&hnuti inkubatni doby (30 aZ 60 minut) se jamky
opét t¥ikrdt promyj{ promyvacim roztokem a aplikuje se znalend protilédtka
(enzymem nebo radioizotopem), Po inkubaci 13 minut se vyvold barevnd reakce
enzymu a méii se pak absorbance nebo v piipadd radioizotopického snaleni se
m3¥{ pifimo radioaktivita. |
7 namdfenych hodnot standardnich vzorkd se sestroji kalibraini k¥ivka, ze
které se odeiitaji hodnoty m&Fenych vzorki,

Principielnd stejmym zplisobem jJako Je uvedeno na pfikladu 1 lge pripravovat
dald{ gvifeci imunoglobulinové frakce proti bilkovindm lidského sére na pfe
immoglobulinu G, immoglobulinu A, sekreinimu imunoglobulinu A, C3 a C4
sloZce 1idského komplementu, alfa 2 makroglobulinu, transferimu, fragmentu
téZkého Fetdzce imunoglobulinu G, fragmentu lehkého Fet¥zce immoglobulinu G,
albuminu, orosomukoidu, ceruloplazminu, prealbuminu, alfa 1 antitrypsim,
hunopexinu, haptoglobinu, sekre&ni komponenté, fibrinogenu, fetoproteinu,
ferritinu a dalim,

7 uvedemych p¥ikladd piipravy a pouZiti je patrma &irokd 8kdla pouZitelnosti
immoreagencii obsahujicich protilétky piipravenych vyie uvedenym zpisobem
pro detekci a kvantitaci rizmych druhid plazmatickych bilkevin. Siroké spek-
trum pouZitelnosti je ddno vlastnostmi p¥ipravenych diagnostik, t.j. stan-
darnim titrem specifickych protildtek, nepf'itmosti.nadbyte&x)"ch antigend,
imunokomplexti a lipoproteind, ‘
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Zplisob p¥ipravy immoreagencii obsahujicich protildtky, vhodnych pre
immoprecipitaini techniky, radioimmoanalytické techniky, imumoenzymo-
analytické techniky, aglutina&ni techniky, nefelometrii, turbidimetrii

a histologickd vydetfen{, vyzna¥ujic{ se tim, Ze se k hyperimmnimu zvife-
cimu antiséru pi¥idaji solubilni antigeny aZ do vygyceni balastnich proti-
létek a ndslednd se izoluje imunoglobulinovd frakce vysolovdnim, potom
iontoménidovou chromatografii a nédsledné dialyzou do prostifedi{ o nizké
iontové sile I = 0,005 az 0,02.

Zpﬁsdb pF¥ipravy immoreagencii obsalujicich protildtky podle bodu 1,
vyzmeadujici se tim, fe v hyperimumnim zviFfecim antiséru pi¥{tommd proti-
1ldtka proti imunoglobulinu G se odstrani pFidénim akvivalentnfho mmoZstvi
¢istého imunoglobulinu G, ‘

Zptsob pripravy immoreagencii obsahujficich protildtky podle bodu 1,
vyznadujici se tim, Ze se k pFipravé immoreagencii pouZivéd surové prase-

&{ é.ntisé:mm.

4, Zpusob piipravy imunoreagencii obsalujicich protildtky podle bodu 1 aZ 3,
~yjvyznadujici se tim, Ze se dialyza provddi do prostiedi v iontové sile

Ie 0,005,
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