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(57) zpusob vyroby diagnostického piriprav- ~ovi . inué 3
ku ke stanoveni o ;- antitrypsinu v bigao- ggsgcgvggéog?nslgg:é?ghpgéSﬁ;Zé
gickém materidlu na zndmém principu imuni- Gm&rnych hmotnosti zvikete. K sé-
zace zvir“‘at, vyznaéeny purifikaci imunogé— ru imunjzovan?ch zvifat se.pf‘jdé
nu pasobenim jednoho a: &tyr hmotnostnich albumin, orosomukoid, nebo jina
dila zvireciho imunoglobulinu na jeden frakce lidského séra: 8 proéukt

hmotnostni dil lyofilizovaného lidského se izoluje,
- antitrypsinu, ziskaného z lidského
sér% dvojim sré%enim balastnich sérovych
bilkovin pevnym siranem amonnym pii kon-
centraci 400 g siranu amonného na 1 litr
roztoku lidskych sérovych bilkovin. Zvi- |
feci imunoglobulin protildtkové aktiv-
ni proti minoritnim komponentdm lidske
K ,- globulinové frakce se vyrobi imu-
niz%ci zvifete surovym nepurifikovanym
lidskym ¢£ ,- antitrypsinem a upravi se
K vysycenim, “tj. pridavkem purifikovaného
lidského o ;- antitrypsinu k antiséru
tak, aby antisérum neprecipitovalo o -
antritrypsin, ale aby precipitovalo mi-
d noritni o4 ,- globulinové Frakce. Smé&s o-
bou lyofilizétd, tj. O(l- antitrypsinu a
imunoglobulinu proti minoritnim komponen-
tom se rozpusti v 0,06 M fosfétovém né-
razniku, profiltruje vrstvou dietylamino-
etylcelulozy pifi pH 6,8 a o ,- antitrypsin
se oddé&li od volné protildtky a od kom-
plexd v rozmezi molarity 0,06 M- 0,3 M,
g¢imz se zbavi minoritnich komponentd,
které rozhoduji o hospodérnosti vyroby.
Imunizace prasat purifikovanym lidskym
oA ,~ antitrypsinem se provede ve t#ech
ai péti dévkach, injikaci po 5 ml alu-
minumhydroxidové suspenze, vpichuje se
0,02% az 1% roztok oX,- antitrypsinu
petkrat fed&ny suspenzi, imunizace koz
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Vynalez uvadi zpdsob vyroby diagnostického pfipravku ke stanovenic(l - antitrypsinu
v biologickém materidlu,u kterése Fe3i dosaZeni poZadované specificity diagnostika pu-
rifikaci antitrypsinového imunogénu a uUpravou diagnostického séra se zifetelea k mino-
ritnim komponentﬁm&(l ~ globulinové frakce séra. Tyto minoritni komponenty lidského sé-
ra kontaminuji preparaty ®; - antitrypsinu, jsou obtiZn& prokazatelné a odstranitelné,
av3ak uplatnuji se rozhodujicim zpisobem v ekonomice vyrobniho procesu a v kvalit& anti-

trypsinového diagnostika.

V soudasné dobé produkuje diagnosticky pfipravek né&kolik pfednich svétovych vyrob-
cd. Z analyz komerénich diagnostik, provedenych v Ustavu sér a. o&kovacich latek v Pra-
ze (odbor imunochemie) vyplyva, Ze pouze piipravek jednoho vyrobce /DAKOPATTS, Dansko/
splhuje poZadavek monospecificity. Ostatni analyzované komer&ni prepardty, a&'deklaro-
vany jako monospecifické, ddvaji v imunbelektroforéze jesSté neZddouci vedlej3i nespeci-
fickou reakci s neidentifikovanym minoritnim proteinem, viditelnym vey - frakci jako
samostatny precipitaéni obloudek. Problematiku odstranéni minoritnich sloZek z<Xl -
antitrypsinu uvddi odbornad literatura /Piero Musiani and Thomas B.Thomasi, Jr.: Isola-
tion, chemical, and physical properties ofcxl -~ antitrypsin. Biochemistry, 15,798
(1978)/.

v USSR byl zptsob vyroby antitrypsinového diagnostika predm&tem ndkolikaletého
vyzkumu, posouzen oponenty a uveden do praxe. Brzy po zahdjeni vyroby se ukazalo, ze
nelze diagnostikum naddle vyrabé&t pro neodstranitelné nespecificity, velmi slaby titr
protilatek a velky podet nelspé&3né imunizovanych zvifat. Byl proto vyhlasen podnikovy
tématicky ukol &. 3/8l "ZvySeni hospodarnosti, produktivity a produkce praseiiho anti-
séra 0& -~ antitrypsin®”, jehoZ reSitelem je autor tohoto vyndlezu.

Podstatou vyndlezu -je zpuisob vy'rob‘y'o(l - antitrypsino&gho diagnostika, zaloZené-
ho. na znamém principu imunizace produké&nich zvifat, vyznadujici se tim, 2e na jeden
hmotnostni dil lyofilizovaného lidskéhotil - antitrypsinu se plsobi jednim a2z &tyfmi
dily zvireciho imunoglobulinu protildtkové& aktivniho proti minoritnim komponent&mcxl -
globulinové frakce lidského séra, roztok obou bilkovin v 0,06 M fosfatovém nirazniku
pH 6,8 se profiltruje vrstvou dietylaminoetylceluldzy, jimaji se vytékajici frakce,
frakce(?(1 - antitrypsinu eluovand ze. sloupce v rozmezi 0,06 a2 0,3 M fosfdtového naraz-
niku se potom injikuje produkénim zvirfatim (kralikdm, kozam, prasatdm, ovcim, nebo ji-
nym zvifatdm)v davkach 0,2ml az 5 ml v koncentraci 0,02 ¥ a2z 1 % antitrypsinu, a to ve
3 az 5 injekcich pro 1 zvire. K séru imunizovanych zvifat se potom p#ida albumin, oro-
somukoid, nebo jinad frakce lidského séra za ucdelem odstranéni (vysyceni) préavodnich
nezddoucich protilatek, které imunizaéni postup prakticky vidy provazeji. Po vysyceni
se produkt izoluje bud v podob& antiséra, nebo se z antiséra izoluje imunoglobulin, po-
pripadé specifickd protildtka. Zvirfeci imunoglobulin protildtkové aktivni proti minorit=-
nim komponentim lidské°<l - globulinové frakce séra se vyrobi tak, Ze produkZnimu zvi-
Feti stejného zivo&idného druhu pouZitému k vyrob& diagnostika, se vpichuje surovy lid-
5k90<l - antitrypsin, alternativné i rozpustnd siranova frakce lidského séra srazeného
siranem amonnym pri 40% nasyceni, a to nejmén& ve 3 aZ S5 injekcich k dosaZeni co nej-
vy$siho titru protildtek. Za 6 aZ 10 dnd po posledni injekci se ziskd zvifeci serum, ke
kterému se pridd co nejmensi mnoZstvi 1idského°(l - antitrypsinu, pravé postadujici
k odstranéni protildtek protio(l - antitrypsinu, prfifemZ ostatni protildtky v antiséru
z8stavaji nevysyceny. PFfitomnost jakychkoli jinych protilatek v antiséru-jinych, neZ
antitrypsinovych-neni na zavadu. Z takto vysyceného antiséra se pFipravi imunoglobulin,
jakymkoli vhodnym zplsobem, napfiklad vysraZenim 2M siranem amonnym, Izolovany proti-
latkovy imunoglobulin proti minoritnim komponentﬁmc<l ~ globulinové frakce séra se po-
tom dialyzuje a lyofilizuje. K oddéleni volné protilatky od rozpustnych antigen-proti-
latkovych komplexd dojde v nejvét3i mife v daldim purifika&nim stupni ve vrs:ivé diety-

laminoetylceluldzy, jak jiZ bylo uvedeno.
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Vyndlez Fe3$i zvlasts obtiZny technologicky problém, majici rozhodujici vyznam pro
pouiitelnostc(l = antitrypsinového diagnostika v kvalitativni i kvantitativni imuno-
diagnostice. Preparétyo(l - antitrypsinu obsahuji vidy 3 a3 4 stopové minoritni kompo-
nenty v oblastia(2 - aio{1 - frakce séra, kterd Jsou velmi nebezpe&né pro zdar vyroby:
Jsou obti2n& prokazatelng pfimou imunoprecipitaci, aviak injikovany zvifatdm, navozu-
Ji u zvirat precipitujici protilatky, Tyto protildtky jsou na rozdil od "benignich*
protildtek, jako je albumin, orosomukoid a vét3ina ostatnich bilkovin, "maligni”, pro-
toZe jsou neodstranitelné, &im: zabranuji dosaZeni poZadované specificity diagnostika,
Koneénym ddsledkem Je pak vyrobek neprodejny, nepouZitelny k specifickym kvalitativnim
a kvantitativnim analyzam, co3 vede k hospodaifskym ztratam, Odvodem neodstranitelnosti
minoritnich protilstek Je absence minoritnich proteind v dostupnych frakcich lidského
séra, vhodnych k Opravé (vysyceni) diagnostika. )

Nu ve volném, nevazaném stavu, neovlivnéném vazbou na pevny nosi&. M4 proto i vétsi va-
zebnou kapacitu, lze Ji dobrfe davkovar a kontrolovat jeji u&innost. Protildtkou vizang
nezadouci konteminanty se spolu s nadbytkenm nevyvazané protildtky odstrani p¥imo v. pu-
rifikaénim stupni, coz Je nemalou vyhodou, protose namistotxl =~ antitrypsinu lze pou2it
k pfiprave imunogénu celkem JednoduSe pripravenou rozpustnou siranovou frakei lidského
séra, ziskanou PFi 40% nasyceni siranem amonnym. Prdvodni orosomukoid a albumin sice
navodi u imunizovanych zvifat precipitadni protildtky, ale ty lze snadno odstranit vy-
sycovénim antiséra; navic tyto frakce maji Znadny stabiliza&ni.vliv a omezuji denatu-
raci antitrypsinu, ke které Jinak ve zna&né mire dochdzi, Oproti protildtce fixovansg
Na pevny nosié& (napfiklad na CN Br/sepharbzu) je volna protilatka pouzitelns v primys~
loveém m&ritku s minimalnimi naklady. Vynalez dosahuje zjednodusenim preparace imunogé-
nu, vysokou produktivitou a dobrou reprodukovarelnos§i vyroby nového a vy$3iho u&inku
v soulasné etapd zpdsobu vyroby antitrypsinového diaénostika.
Priklad 1

Nepurifikovany, surovyo(1 - antitrypsin se vyrobi tak, 2e k 1 litpy smiSeného sé-
ra (odpadniho, tak zvaného sbérového) se prilije 1 litr 0,15 M chloridu sodného a ve
smési se rozpusti pevny siran amonny v hmotnostnim mno2stvi 800 g. SraZenina se odcen-
trifuguje, filtruje se Supernatantni tekutina pfes mikrobiologicky filer, dialyzuje
proti destilované vodé a lyofilizuje se. Tato lyofilizovansa frakce slou2i jednak jako
imunogén k ziskani protildtek proti minoritnim frakcim séra, Jednak jako zaklad k vy~
robé &istého imunogénu,
Priklad 2

Céste&ns purifikovanyCKl - 8ntitrypsin se vyrobi tak, ze 2,5% roztok suiového
CKl = antitrypsinu z pfikladu 1, rozpustény v 0,05 M fosféturpH 6.8 se srazi siranem
amonnym postupem shodnym s pfikladen 1. Lyofilizaci a rozpuSténim se ziska roztok anti-
trypsinu, vhodny k pripravé imunogénu, purifikovaného protildtkou proti minoritnim
komponentam,
Priklad 3 T

Imunoglabulin protilatkové aktivni proti minoritnim komponentﬂmC’(l -~ globulinove

frakce séra byl ziskan tak, Ze produk&ni zvife - prase -~ bylo injikovéno 4x v interva-
lech t#i tydng nepurifikovanym, surovymtxl = antitrypsinem z pfikladu 1, priZem2 kazda
imunizadni davka obsahovala 20 mg frakce z prikladu 1, z3 3 tydny po &tvrté injekci

byl k séru imunizovaného zvifete pridan purifikovany lidskyo(l - antitrypsin v hmotnost-
nim mnoZstvi pravé postadujicim k odstranéni protildtek protio(l = antitrypsinu, a

Z antiséra byl vysolen imunoglobulin 2M siranem amonnym, sraZenina rozpusténa, dialy-
Zovana a lyofilizovana,
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Priklad 4

K 0,5 g lyofilizovaného lidského o(l - antitrypsinu podle pi#ikl.,2 byl p¥idén 1 g
lyofilizovaného prasediho imunoglobulinu proti minoritnim komponentt’nmo(1 - globulinové
frakce lidského séra, smds rozpudtdna v 50 ml 0,06 M fosfétového narazniku pH 6,8 a
profiltrovana vrstvou dietylaminoetylceluldzy, frakce purifikovaného K1 - antitrypsi-
. nu eluovana z vrstvy pfi zvySené molarit& ndrezniku v rozmezi 0,06M a2 O,3M. Frakce
obsahujicio(1 - antitrypsin byla potom pouZita jako imunogén.k injikaci zvifat,

Priklad 5

Injikace prasat byla provadéna ve trech injekcich po 3 tydnech po 5 ml alumini-
umhyd}oiidové suspenze (Al-Span) obsahujici 0,1 mg aZ 0,3 mg purifikovanéhotxl -
antitrypsinu z pfikladu 4, posledni injekce obsahovala 10 mg imunogénu (Stvrtd injek-
ce). Za tyden a® 10 dnG byla ziskana antiséra, vysycena pFidavkem roztoku lidského
albuminu a individualng podle imunoalektroforetického spektra orosomukoidovou, nebo
i jinou frakci lidského séra za Uelem dosaZeni poZadované specifilnosti produktu,

Priklad &

Injikace koz byla provadéna kontinuadlng& po dlouhd &asova obdobi vpichnutim (po
poradé s veterindfem) minimadlniho objemu emulze z pfikladu 5, ktery zpravidla nepfe-
vySoval 2 a% 3 ml, Podle zdravotniho stavu zvifete byly potom provédény odb&ry krve
a pfi pozorovatelném poklesu titru protildtek bylo zvife reimunizovéno. Vysyceni
antiséra provddéno analogicky.

PREDMET VYNALEZU

ZpGsob vyroby diagnostického pfipravku ke stanoveni'?(1 -~ antitrypsinu na princi-
pu imunizace zviFat, vyznadujici se tim,. 2e na jeden hmotnostni dil lidskéhotxl -
\ antitrypsinu se plsobi jednim a2 &tyfmi dily zviFeciho imunoglobulinu protilatkovd
aktivniho proti minoritnim komponent&mo(l - globulinové frakce lidského séra, roztok
obou bilkovin se profiltruje vrstvou dietylaminoetquelulézy, frakceO(l - antitrypsi-
5 nu se vpichuje jako 0,02 aZ 1% roztok v dévkach 0,2 ml a2 5 ml ve &tyFech nebo vice
injekcich kraliku, koze, praseti, ovci, nebo jinému zvifeti, k séru imunizovanych
zvifat se prida albumin, orosomukoid, nebo jind frakce lidského séra, a ziskany pro-
dukt se izoluje,
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