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ReSeni se tyka zplsobu p¥ipravy imuno-
reagencii obsahujicich protilatky, ktéré jsou
univerzdln& pouZitelné pro kvantitativni a
kvalitativni laboratorni techniky stanoveni
lidskych plazmatickych bilkovin v té&lnich
tekutinach. :

Zplsob pripravy imunoreagencii obsahu-
jicich protilatky se vyznaCuje tim, Ze k
hyperimunnimu zvifecimu antiséru se pfi-
daji glutaraldehydem polymerované antige-
ny Kk vysyceni balastnich protildtek a néa-
sledn& se izoluje imunoglobulinovd frak-.
ce opakovanym vysolovdnim iontoméniéo-
vou chromatografii a nédsledné& dialyzou do
prostiedi o nizké iontové sile.
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Vynalez se tyka zptisobu piipravy imuno-

_reagencii obsahujicich protilatky, specific-
ké proti lidskym plazmatickym bilkovindm

a pritom nevykazujicich pritomnost nadby-
_teénych antigend, rozpustnych imunokom-.

plexd a lipoproteind, a proto vhodnych pro

kvalitativni i kvantitativni imunochemické

diagnostické  metody: imunoprecipita&ni
- techniky, radioimunocanalytické techniky,
enzymoimunoanalytické techniky, aglutinac-
ni techniky, nefelometrii, turbldxmetru his-
tologicka vy3etfeni. :

Obecné lze tyto imunoreagencie obsahuji-

ci protilatky pt¥ipravit ze surovych zvifecich -

" antisér obsahujicich - specifické a balastni
protilatky odstran&nim neZddoucich protilé-
tek pomoci nerozpustnych antigenl véza-
nych .obvykle na vhodny nerozpustny -no-
si¢. Timto zpiscbem se zajisti nepFitomnost
nadbytednych antigenl pouZivanych k od-
strané&ni balastnich protildtek a rozpustnych
imunokomplexf. Lipoproteiny se odstrani z
hyperimunnich antisér bud delipidatnimi
-8inidly, nebo izolact 1n1unoglobulmove frak
. ce z vysyceného antiséra. :

Pfiprava nerozpustnych antigenil vyzadu- .
je velmi kvalitnf nosi€ s vysokou porézi- - .
- tou, aby se antigen mohl véazat nejen na po~ - -

vrch partikuli gelu, ale i uvnitF partikuli.
Tyto kvalitativni ndroky spliiuje nosi¢ Sepha-
réza 4B aktivovand bromkyanem
kyanem aktivované sférické agar6zové ge-
lové Céstice), kterd je v3ak velice drahd a
tim obtiZné dostupnd” (dovoz). Nahrada
bromkyanem aktivované Sephar6zy 4 B ne-
aktivovanou Sepharézou a jejl primé akti-
vace bromkyanem je sice levné&jsi, ale ty-

to préce jsou spojeny s rlzlkem prace S.

prudce t&kavym ;edem.

Gely éeskoslﬂvonske vyroby Incolmer
(synteticky polymer na bazi esteru aroma-
_ tickych kyselin), Spherony (hydrofilni mea-
- kroporesni glykolmethakryladtové gely) ne-
maji vlastnosti srovnatelné s vlastnostmi Se-
pharézy 4B pf¥i vyvazovéni bilkovin, vazi
antigeny prevéin& pouze na svém povrchu
a atinnost takto vdzaného antigenu je Féa-
‘dove niZ8i neZ pri pouZiti polymerizovanych
antigend. A

Odstrariovani balastnich protildtek inso-

lubilnimi antigeny z hyperimunnich zvife- |

cich imunnich antisér je obecné& zdlouha-
vy proces, je nutno provadét regenerace no-
si¢l promyvénim a centrifugaci (energetic-
ké ndroky) a pro velkovyrobni pouZiti je
nevyhodné a obtiZné. PFi tomto zplisobu vy-
sycovani balastnich protilatek z hyperimun-

nich zvifecich antisér vzriistaji naroky na -

vybaveni pracovi§t pristroji. a zafizenimi,
rostou poZadavky na pracovni sily, doché-
z{ k omezovani objemu vyroby a narusté i
tas potfebny k vyrob& preparati.

Tyto vyjmenované nevyhody odpadaji pfi
pouZiti antigent polymerizovanych glutar-
aldehydem u t&ch druhd hyperimunnich
zvifecich antisér, kde 'z divodu obtiZnosti ¢i
nemoZnosti = pripravy vhodné kombinace

(brom-,

. prostfedi o nizké iontové sile I =

4
rozpustnych. antigenli nelze tuto formu od-
strafiovdni balastnich protildtek pouZit
(AO €. 240 831).

‘Podstatou vyndélezu je tedy zplsob pfipra-
vy imunoreagencii obsahujicich protildtky,
vhodnych pro imunoprecipitatni techniky,
radioimuncanalytické techniky, imunoenzy-
moanalytické techniky, aglutina&ni techni-
ky,, nefelometrii, turbidimetrii a histologic-
kéa vySetfeni, vyznadujicl se tim, Ze k hyper-
imunnimu zvifecimu anti$éru se pf'idaji an-
tigeny v polymerované formé& aZ do vysy-
ceni balastnich protildtek a nédsledné se izo-

Juje 1munoglobu11nova frakce vysolovanim

a potcm.iontomé&Fi€ovou chromatografii a
nésledné& dialyzou do prostfedi o nizké ion-
tové sile 1 = 0,05 aZ 0,2.

Zplsob pripravy imunoreagercii se vy-
znaduje tim, Ze prisludny antigen pouZity
k odstraném balastnich protildtek se poly-
merizuje glutaraldehydem a vysycené-an-(
tisérum se srézi opakované& sirahem amon-
nym do 45 0, dialyza se provédi do pro-
stfedi o iontové sile I = 0,15.

Cilem uvedeného postupu je kromé& od-
stran&ni neZddoucich protilatek z hyper-

_imunnich zvifecich antisér zabrdn&ni zane-
-seni. nadbyte¢néhe imonoglebulinu G do vy-

syceného hyperimunniho antiséra, zanese-
ni ostatnich nadbytetnych antigenlti nenf
na zédvadu, nebot{ dojde k jejich-odstrané&ni

 pfi izoloci 1munoglobuhnové frakce.

Protilatka proti imunoglobulinu G, pfi-
padné daldi protilatky, se pFi aplikaci po-
lymerizované smési antigendi neodstrani, a
kde antigeny k témto protildtkdm jsou-izo-
lovatelné bud jednotlivé, nebo ve vhodné .
smési, se odstrani v posledni f&zi vysyco-
vactho procesu priddvadnim ekvivalentniho

mnoZstvi solupilnfho istého imunoglobuli- ~

nu G, pfipadné& solubilnich jednotlivych ne- -
bo smé&snych antigendi, odpovidajicich zby-
lym balastnim protildtk4m.

Analytickd kontrola pouZivanych antige~
nd. a zpracovavanych hyperimunnich anti-
sér se provadi s vyhodou imunoelektrofo-
reticky. PPi nésledné izolaci imunoglobuli-
nové frakce z vysyceného hyperimunniho
antiséra dojde k odstran&ni nadbyteénych
antigendl pouZitfch k vysycovéni balastnich
protilatek, lipoproteind a rozpustnych imu-
nokomplexli, pFi socufasném zachovéani vy-
soké gistoty a vyt&Znosti imunoglobulinové
frakce a vysoké avidity specifickych proti-
latek. Izolace imunoglobulinové frakce a pii-
prava,diagnostika, tj. zvifeci imunoglobuli-
nové frakce proti prislusné lidské bilkovi-
né se provadi opakovanym vysolov&nim, ion-
teméniCovou chromatografii a dialyzou do
0,05 aZ
0,20. .

" Priklad 1l

PFiprava prase¢i imunoglobulinové frakce
proti lidskému imunoglobulinu D,
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-Surové hyperimunni antisérum proti lids-
kému- imunoglobulinu D obsahuje kromé&
protildtek proti imunoglobulinu D neZadou-
ci protildtky proti imunoglobulinu A, 'imu-
noglobulinu G, imunoglobulinu M, alfa 2
makroglobulinu a dal3fm neidentifikgvatel-
nym bilkovindm, Surové hyperimunni anti-
sérum se titruje lidskym sérem norméjnim
(imunoelektroforeticky je -zjiSténa -nepfi-
tomnost imunoglobulinu D v pouZitém lids-
kém séru normdélnim) tak, Ze ,vidy k 1 ml
surového antiséra se prida stoupajici mnoz-
stvi lidského séra normélniho: 0,05 'mi, 0,10
mililitrd, 0,15 ml atd. Titrace se provadf
za imunoelektroforetické kontroly. K suro-
" .vému hyperimunnimu séru se pfid4 takové
mnoZstvi lidského séra norméinfho, aby by-
la- odstranéna vétSina neZddoucich protila-
tek, ale aby v antiséru zbyla velmi slaba
protildtka proti imunoglobulinu G. Obvykle
zbyvéa jeSt& nékolik dalSich protildtek pro-
ti neidentifikovatelnym bilkovindm. PFipra-
vi se imunosorbent polymeraci lidského sé-

ra glutaraldehydem (na 100 ml lidského sé-

ra normélniho se pouZije 2 ml 25% glutar-
aldehydu). Tento imunosorbent se pouZije v
nadbytku k odstranéni vSech zbyvajicich
balastnich protilatek v antiséru v¢etné& zby-
lych protilatek proti imunoglobulinu G.

Vysycovdni opé&t probihd& za imunoelek- .

trické kontroly. Po odstran&ni balastnich
. protildtek ze surového hyperimunniho an-

tiséra se vysycené antisérum zfiltruje pres -
vrstvu Seitz K 5 a izoluje se z né&j imuno-

~ globulinova frakce t¥ikrat po sob& opakova-
nym sréZenim nasycenym roztokem sira-

nu amonného do 40%. nasyceni. Sediment

obsahujici surovou imunoglobulinovou frak-

ci se dialyzuje proti 0,03 M acetdtovému

tlumivému roztoku pH = 5,7 pfi +4 °C aZ
do vymizeni pozitivni reakce na amonné
ionty. Vydialyzovana imunoglobulinova frak-
ce se dofisti vsddkovou chromatografn na

' DEAE celulose DE 52 (10 grami celulosy na °

1 gram bilkoviny) a filtr4t obsahujici jen
gistou imunoglobulinovou frakci se vydia-
lyzuje proti 0,003 M monohydrofosforeéna-
nu sodnému (NayHPO4) po dobu t¥i aZ pé-
ti dni za vymény dialyza&niho roztoku dva-
krat denn&. Vznikly precipitat se odstrant
filtraci pres vrstvu
lizuje.

Priprava diagnostika:

Ze zrskaného lyofilizatu se pfFipravi 5%
roztok imunoglobulinové frakce proti imu-
noglobulinu D ve fyziologickém roztoku
pH == 7,2 s 0,1% azidem sodnym {PBS). Sta-
povi se titr specifickych protildtek proti
imunoglobulinu D metodou jedneduché ra-
dilni imunodifize (modifikace Becker, W.:
Immunochem. 6,539,71969) a koncentrace
bilkoviny pFipraveného roztoku. Umérou se
vypodte potfebné mnoZstvi lyofilizdtu pro
pfipravu zvoleného mnoZstvi diagnostika tak,
aby byl dodrZen standardni titr specific-

K 5 a filtrat se lyofi-

6
kych protilatek, u praseci 1munoglobulmové
frakce proti lidskému imunoglobulinu D ]e

to 1,9 mg/ml.
Roztok se zfiltruje pres vrstvu Seltz K5,

zmé&Fi se pH. Neni-li pH y rozmez{ hodnot-
- 7,2—7,4, upravi se bud 1N roztokem hyd-
roxidu 'sodného nebo 1N roztokem kyseli-,

ny chlorovodikové. Opét se. provede kon-
trola titru specifickych protilatek metodou
jednoduché radidlni imunodifize, vysledn4
hednota se mé shodovat s pfedem provede-
nym' vypoftem. Neni-li tomu - tak,

lyofilizdt . imunoglobulinové frakce podle
posledniho. vypoltu, opakuje se mé&feni pH
a kontrola titru specifickych protildtek aZ
je dosaZeno jeho poZadované hodnoty. Roz-

- tok praseCl imunoglobulinové frakce proti

imunoglobulinu D se sterilng zfiltruje nejlé-
pe membranovym filtrem (0,22 u} a steril-
né se rozplni po alikvotnich mnoistvich do
sklenénych lahvigek.

Takto pripravené dlagnostlkum mé Siro-
ké spektrum upotfebeni. Lze jim detekovat
imunoglebulin D ve viech pouZivangych dru-

zich kvalitativnich imunoprecipitaénich tes- -

td napF. Ouchterlonyho dvojitd imunodifi-
ze, imunoelektroforéza, protismérnd imuno-
elektroforéza. Diagnostikum pfipravené vy-
Se uvedenym zplsobem lze vyuZit pin& pfi
kvantitativnich imunoprecipita¢nich testech
jako je napf. metoda jednoduché radidini
imuhodifdze:

V citréat-veronal- oxalatovem pufru pH=
= 8,6, iontové sile I = 0,05 se rozvafi aga-
réza na 1% koncentraci a po zchladnutf na
50 °C-se k roztoku pridd 0,08 praseéi imu-

noglobulinové frakce proti imunoglobuylinu |

D na 30 ml gelu. Smés se promichi a na-
leje ve vodorovné poloze na sklen&né dia-
pozitivni sklo 8,5 x 18 cm. Po zatuhnut! ge-

lu (asi 30 minut) se zabrouSenou transfiz- -

ni jehlou vykroji startovni jamky o prime-
ru'2 mm a aplikuji se do mch standardni

roztoky a 2Zkrat Fedéné vysetrované vzorky:

lidskych sér.

Po prob&hnuti precipitace (48 hodin) pri
laboratorni teplot& ve vlhké komfirce se
destitka vymyje fyziologickym roztokem, u-
su3i se, obarvi & hodnoti. Hodnoty ‘obsahu
imunoglobulinu D ve vySetfovanych vzor-
cich se odegitaji z kalibra&ni kFivky sestro-
jené jako zdvislost ¢tverce primérl preci-

s pita¢nich prstenclt na koncentraci, stadard-

nich vzorkl. Ve varianté metody }ednodu-
ché radiilni imunodifize, kdy se nefedi vy-
Setfovanéa lidska séra se k nalitif jedné imu-
nodifazni plotny o rozmérech
tj. 30 ml gelu pouZije 0,30 ml prasedi imu-

Pomoci diagnostika pFipraveného podle
uvedeného zplsobu lze kvantifikovat imu-
noglobulin D v lidskych t&lnich tekutindch
nap¥. metodou nefelometrickou:

Prasefi imunoglobulinovd frakce proti

i roztok -
diagnostika -se nafedi nebo se prid4 dalsi -

8,5 x 18 cm,

noglobulinové frakce proti imunoglobulinu
-D. :
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imunoglobulinu D se nafedf 100x 4% roz-
tokem polyethylenglykolu 6000 a zfiltruje
se pfes Cefici filtr napf. Seitz K 5. Pfipra-
veny roztok se rozplni do Kyvet nefelome-
tru po 1'ml a k jednotlivim mnoZstvim
diagnostika se pnda standardni nebo vyse-
tfované sérum lidské.

Jednotlivé smési roztokd se promichajf a
po- 30 minutdch st4ni se zmé&f{ rozptyl svét-
la na laserovém nefelometru. Z namé&fenych
hodnot rozptylu standardnich vzorkid se se-
stroji kalibraéni k¥ivka, na které se odeéi-
taji hodnoty obsahu imunoglobulinu D ve
vySetfovanych lidskych sérech.

Detekci. obsahu imunoglobulinu D pfi po-
uZitf zvifeci imunoglobulinové frakce proti
imunoglobulinu D lze provédét i metodou
turbidimetrie:

Prasefi imunoglobulinovd frakce proti i-
~munoglobulinu D se nafFed{ 20krat 4% roz-
tokem polyethylenglykolu 6 000 a zfiltruje se
pres- &efici vrstvu nap¥. Seitz K 5. Priprave-
ny roztok se rozpln{ do kyvet spektrofoto-
metru po 1 ml-a k jednotlivgm mnoZstvim
diagnostika .se pfidd standardni nebo vy-
Setfované lidské sérum. Jednotlivé smési
roztokl se.promichaji a nechaji se stat 30
minut. M&F{ se absorbance pfi 340 nm na
UV spektrofctometru.

Praset{ imunoglobulinovou frakci . proti
lidskému imunoglobulinu. D' lize  pouZit ke
kvantitaci metodou’ imunoenzymostanoveni
a radioimunostanoveni i kdyZ z dfivodu po-
mérné vyse obsahu imunoglobulinu'D v lids-
kych té&lnich .tekutindch (v lidském séru
norm4lnim pfibliZn& 100 mezindrodnich jed-
notek v 1 ml) se tyto metody b&Zné v labo-
ratorni praxi nepouzivaji. ©

“Principidlng 'stejnym - zplsobem )ako je
uvedeno v pfikladu 1, lze pfipravovat dal-
81 zvifeci imnoglobulinové frakce proti bil-
kovindm lidského séra napfiklad imunoglo-’
bulinun E, D a E §t&pu fibrinogenu, beta 2
mikroglobulinu, Bence-Jonesovym bilkovi-
ndm typu K a L, alfa 2 AP .glykoproteinu, .
beta subjednotce choriového gonadotropi-
nu ferritinu a dal$im. .

Z uvedenych pfikladd pifpravy a pouZiti
je patrnd Sirokd $kéla pouZitelnosti imu-
noreagencii obsahujicich protilatky pFipra-
venych vySe uvedenym zplsobem pro de-
tekci a kvantitaci rdznych druhd p]azma- ,
tickych bilkovin.

Siroké spektrum pouznelnosti je d&no
vlastnostmi pfipravenych . diagnostik, tj.-
standardnim titrem Specifickgrch protilatek,
nepfitomnosti. nadbyte&nych antigend, roz-
pustnych imunokomplexd a lipoproteind.

PREDMET VYNALEZU

‘1. Zplsob p¥ipravy imunoreagencif obsa-
hujicich protilédtky, vhodnych pro imuno-
precipitani techniky, radioimunoanalytic-
ké techniky, imunoenzymoanalytické tech-
niky, aglutina&ni techniky, nefelometrii, tur-
bidimetrii a histologickd vy3etfeni, vyzna-
&ujici se tim, Ze k hyperimunnimu zvifeci-
mu antiséru se pfidaji antigeny v-polyme-
rované ‘form& aZ do vysyceni balastnich

protildtek a néasledn¥ se izoluje imunoglo-

bulinovad frakce vysolovdnim a potom ion-

)

Severografia, n. p., zévod 7, Most

toménifovou chromatografii a nésledné& dia-
lyzou do prostfedi o nizké iontové sfle —
I=005a%02. :

2. Zpﬁsob prlpravy imunoreagencii podle
bodu 1, vyznadujicf se tim, Ze pFisludny an-
tigen se polymerizuje glutaralrdehydem.

" 3. Zpusob pFipravy imunoreagencii podle
bodl 1 a 2 vyznalujici se tim, Ze se dialy-
za provdd! do prostred! o iontove sile I =
= (,15. .

Cena 2,40 K&s
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Ve vytiéténem popise vynélezu k autorské-
mu osvédeni & 240749, (PV 9752-84) hyly
uvedeny chybné ﬁdaje
Spravné m& byt: ?

sloupec 4, Fadek 17 a 60 .
iontové sile 1=0,005 a% 0,02.

sloupec 4, rddek 24
iontové sIle 1=0,015.

v 1. bod¥ definice pi‘edmétu vynalezu
iontové s'ﬂe, 1=0,005 aZ 0,02.

, o ‘
ve 3. bodé& definice pfedm&tu vynélezu
iontové sile 1=0,015.

ORAD PRO VYNALEZY A OBJEVY

d




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

