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Zpisob detekce produkce protiléatek

Oblast techniky

| Pfedklédan? vynalez se tykd zplsobu detekce produkce
protildtek a zejména detekce aktivni syntézy protilétek
v krevnich vzorcich v odpovédi na infekci nebo na vakcinaci atd.,
prostfednictvim modifikovaného enzymové vazaného imunosorbentniho .
testu (ELISA). ’ | |

Dosavadni stav-techniky

ELISA je dlouho pouZivéna pro detekci'a méZeni protilitek
(nebo antigenu). Nejcastéji je ELISA-pouEivéha jako serologicky
test, ale je také pouZivéna pro studium imunochemickych
vlastnosti antigend nebo protilédtek, a casto nachdzi uplatnéni’ v,
napfiklad, hodnoceni a charakterizaci imunitnich odpovédi, pro
zkoumdni produkce protildtek v bunéénych kulturéch, v_hybfidomni'-
technologii, atd. \ |

Diky své senzitivité, jednoduchosti. a snadnosti a rycHlosti |
vykonu byla tato technika $iroce pfijata jako diagnosticky
prostfedek'a je nyni rutinné& pouZivéna v klinickych laborato¥ich
pro- detekci protildtek k infek&nim agens v séru nebo plasm&, po
infekci nebo po vakcinaci. Tak naptiklad, mnoho testl na HIV
infekci v zavislosti na detekci protildtek k viru v plasmé nebo
séru pacientd vyuZivé b&iného ELISA testu. o

Nicméng, protofe takovy jednoduchy serologicky ELISA test

pouze m&fi pritomnost cilové protilatky ve vzorku, nemiZe .




rozligit mezi‘nastupujiciISyntézou pfotilétek v odpovédi na
antigen a protildtkami jiZ p¥itomnymi od minulé infekce, nebo od
pasivniho pfenosu atd. Afkoliv v n8kterych p¥ipadech miiZe byt
dostadujici ziskat prostou informaci o pfitomnosti protilatek, v
jinych pfipédech je ?adouci urdit, zda je detekovand cilova
protildtka akutné& syntetizovana lymfbcyty'deobé testovani &i
nikoliv, napriklad béhem vakcinace nebo v diagnostice infekce u
déti rozlisit i od pasivné pfeneseny érotilétek matky. Tohoto
nemize B?t dosaZeno klasickou ELISA metodou.

o -Byly proto vyv1nuty jiné metody, ktere umoznuji detekci
nastupujlc1 syntézy protllatek V tomto sméru miZe byt uveden-
’enzymové vazany 1munospot (ELISPOT) . test (take zZnamy jako spot
ELISA nebo ELISA-plaque test); jak jej poplsuje naprlklad ,
Czerkinsky et al., v ELISA and other Solid Phase Imunoassays, Ed.
D. M. Kenneny and'S. J. Challacombe, 1988, kapitola 10, 217 -
239. Tato technika, zaloZend na ELISA metodég, umoziiuje pocitani
lymfocyti secefnujicich protilatky proti jednomu nebo vice -
cilovym antlgenum Strucné&,; ELISPOT je variantou ELISA metody,

- kde mohou- byt protllatky secernujici bunky (ASC)'odhaleny o
kultivaci lymfocytl ve. spec1élnlch modlflkovanych ELISA jamkéch
-potazenych cilovym antlgenem a nahrazenim standardnich ELISA
reagens komplexem enzym-substrit,- ktery dava barevny- pre51p1tat
”(skvrny) okoclo=secernujicich bunék. Skvrny mohou byt poditdny za.
ziskéni poqtu protildtku secernujicich bunék. Inhibitory
proteinové syntézy mohou byt obséieny v kultiva&nim mediu, Pro
potvrzeni toho, Ze skvrny jsou detekovany dlky de novo synteze
protilatek, v prubehu in vitro inkubaéni periody.

Zatimco se ELISPOT ukézalanjakomvelmi uZitednd ve studiu - -




dynamiky humordlni imunitni odpové&di a b%la pouZivana pro detekci
spontdnnich ASC, které se pfechodn& objevuji v periferni
cirkulaci imunizovanych subjektl, jisté vlastnosti metody jsou na
obtizZ - pouZiti v kliﬁické diagndstice. Za prvé, je nutné poditat
kazdou jednotlivou skvrnu, coZ je fasové nirocné a pracné, proto
neni metoda vhodna pro analyzu vétSiho mnoZstvi vzorku, tak jak
je tomu v kllnlckych dlagnostlckych laboratofich. Za druhé, Je
pofitan a uvddén pouze polet bund&k secernujicich protilétku, CozZ
vyZaduje vyznamnd® vy$3i objemy vzorku, nap¥..nékolik ml. ELISPOT
plotny jsou také ndkladné a test nelze snadno pfizplsobit
‘automatizaci.

Je zde moiné vidée," se i pres pokroky \Z technlkach detekce
protilatek zde ex1stu3e potfeba testu, ktery je jednoduchy,
rychly a nenakladpy pro provedeni, ktery spolehlivé umozni |
pfesnou kvantifikaci'sponténé*Secernovan§ch protilacek, ktery je
schopen rozlisit de novo syntézu protildtek,. a'zejména ‘ktery

.miZe byt proveden na. krevnich vzorC1ch pro diagnostické uéely
'Predkladany vynalez se tyka teto potreby

Podg tata vyndlezu .

" ..V jednom aspektu pfedklidany vyndlez protc poskytuje zptscb
detekce aktivni produkce protilitek v‘odpovédihna cilovy .
antigen v krevnim vzorku, -kde uvedeny zpisob obsahuje:

kontaktovani, v pfitomnosti neboﬁza absence inhibitoru
proteinové syntézy, aliquot uvedeného vzorku, nebo .volitelng,
lymfocyti pfimo izolovanych z uvedeného vzorku, s pevnou f£azi
_ za podminek, které umoffuji produkci. protiladtek a jejich sekreci




lymfocyty;

detekovdni v roztoku, vazby protllatky na uvedeny antlgen(y)

na pevne fazi; a

srovnani uvedené protildtky navdzané v pfitomnosti nebo za

absence_inhibitoru proteinové syntézy pomoci urdeni mnozstvi
aktivni sekrece protilatky v odpovédi na uvedeny antigen(y).
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spontane secernované protllétky produkovane lymfocyty ve vzorku,
 které aktivné produkujl protllatky v prubehu testu v dusledku '
;'aktlvnlho néstupu 1mun1tn1 odpovédi. Ve vsech prlpadech jsouM"
protllatky nami¥ené protl antigenim, které jsou'pfitomny in vivo
a nikoliv in V1tro, ani pfed ani bé&hem zplsobu testovan1 podle
' vynélezu : ' '

Jak je zde pou21to znamend fraze "akt1vn1 sekrece protllatek
. v odpov&di na uvedeny antigen" to, Ze aktlvne secernovane _
'3prot11atky se vatou na antigen poufity v testu, ackollv pou21ty

-antigen nebyl 1munogen stimulujici imunitni odpovddi na prvnim
misté&. Tak, zatimco oba antigeny pou21te v testu a 1munogen,.
ktery stimuloval nebo - stimuluje produkci protildtek in vivo se

- budou vézat na detekované protilétky'prdstfedniCtvim stejnych
nebo velmi podobnych -epitopd, ¥ jinych ohledech nemusi byt
antigen 'a imunogen identické. Tak, zatimco éntigenem pouzitym ve

< zplscbu podle vyndlezu miZe byt materisl. obsahujici v3echny nebo
| néktere g4sti relevantniho imunogenu, napf¥. odvozeného od
lnflkovanych jedincil, nebo purlflkovanych Castic ze stejneho nebo

‘podobného -materidlu, tiZe byt antlgen podobné prlpraven




synteticky, napf. chemickou syntézou nebo rekombinantni expresi,
s pripojenim nebo deleci &asti vzhledem k nativnimu antigenu.
Takové fisni proteiny, nebo molekuly exprivujici pouze vhodny

epitop(y) mohou byt poufity.

Obecn& Yedeno, zplsob podle vyndlezu zahrnuje inkubaci
lymfocytt z krevniho vzorku v kontaktu se vhodnym pevnym povrchem
pro imobilizaci detekovanych protilatek za podminek, které
umoznujl produkci a sekreci protildtek lymfocyty, a potom

t

ioen na
1gen na

odstranéni bundk a detekovani vazby protildtek na an
pevnou fazi. Srovnanim hladiny navazanych protilétek za |
pfitomnosti nebo za absence inhibitoru protelnove syntézy, miZe
'byt de novo synteza protllatek odllsena a kvantifikovana.

pP¥ekvapivé, zplsob pédle vynalezu umoZfiuje pouZiti malych
objemt krevnich vzorkd (napf. pl objemt, mendich nez 1 ml), pEimo
pro detekci sponténni produkbe'protilétek nestimulovanymi
lymfocyty, bez pfedchoziho kroku pre-kultivace lymfocytl pfed
1nkubac1 s pevnou fazi. Jinymi slovy, lymfocyty ve vzorku jsou
pou21ty pfimo v testovacim zpasobu podle vyndlezu bez 3akehokollv
ptedchdzejiciho oSetfeni nebo stimulace, napf. in vitro stimulace
antigenem. Tak mohou byt detekovany protildtky produkované
lymfocyty v dob& odbéru vzorku. Timto zpisobem, i za pouZiti
malych objemi vzorku spontanni ndstup syntézy protilatek v
odpovédi na testovany antigen miZe byt vyhodné odliSen od
okolnich aktivaci lymfocytd. Také jsou lymfocyty testovany v
. gituaci, kdy spontan& secernuji protilatky, bez stimulace bunék
pro odhaleni jakékoliv pamdti. Toto je v kontrastu k jinym -
publikovanym zplsobim, které vyuzivaji vyhody in vitro antlgennl
stimulace pro zvySeni sénzitivity testu. PPedklddany vynalez




oproti tomu vyuzivd vyhody spontanni sekrece protildtek pro
umo¥néni detekce protilatek v krvi, které'jsou.ukazatelem nastupu
infekce testovanym antigenem; plasmatické lymfocyty budou
secernovat protilatku proti testovanému antigenu v prvnich
nékolika tydnech po infekeci, nebo vakcinaci atd. Dtekce takovich
- protilitek zpﬁsobem podle pfedklddaného vyndlezu umoZiluje
diagnosu nebo ur&eni infekce, nebo monltorovanl protilatkové
,odpovedl na vakcinaci a td. Toto je zejména u21tecne u déti a u
novorozencu, kde je duleZLte edlisit nove syntetizovan

né
protildtky od pasivné pfenesenych matefskych protilitek. Stejny

- vzorek krve miZe byt analyzovan na protllatky protl nékolika
.odllénym infek&nim agens ‘bud’ v separétnlm testu, nebo ve stejnem
‘testu za pou21t1 mnohotnych relevantnich antlgenu ‘Tak umoznu]e
pouZiti relevantnich kontaktnich antlgenu podle klinického
syndromu, kter? se u pacienta presentuje, V diégnostice infekci
je také, dule21te byt schopen rozlidit mezi nastupem syntezy
protllatek a protildtek jiZ exlstu31c1ch od drlvejél infekce.
Vyvolani imunologické pam&ti antigenni stimulaci in vitro neni
sluditelné s testem zamerenym na.nastup akutni lnfekce a proto'
predch021 metody zaloZené na antigenni stimulaci nenesou tuto ’
- vyhodu.Také, . zahrnuti kroku antigenni stlmulace bude neprlznlve
ovliviiovat vyhodny casovy faktor testu podle pfedkladaného

- vyndlezu,- jeho%- provedeni je velmi rychlé ve srovnani s
pfedchozimi v oboru. znamymi zpdisoby. - S

‘Antigeny, ke kterym jsou protildtky pro detekci podle zpiisobu
‘vpodle pfedkladanéno vyndlezu namifeny, zahrnuji jak bakteriélni,
tak virové antigeny. Klinicky vyznamné antigeny zahrnuji, ale

- nejsou omezeny na, nap¥iklad antigeny Herpes Simplex viru,.
-CytomegaLOV1ru, viru lldske~1munodef1c1ence-(HIV) a- jakychkoliv




virg hepatitidy. Detekce takovych miZe byt pouZita pro rychlé
stanoveni toho, zda je pacient infikovén napf. pro Gdely
skriningu krve nebo pro stanoveni a/nebo monotorovani infekce.

- Zplisob je zejména uZitetny vzhledem ke své jednoduchosti a miZe
byt pouZita tam, kde laboratornl vybavenl neni dostupné, nap#. v
polnlch podmlnkach

‘Jak je zde pouzito, termin "detekovani" a "urdeni mnozstvi"
“‘zﬁamenaji jak kvantitativni, tak kvalitativni zhodnoceni hladiny
| produkce protildtek, ve smysln ziskéani abesclutni hodﬁoty'rﬁbistvi

protilatek produkovanych ve vzorku a take index, pomér, procento
-nebo podobny ukazatel produkce protilatek, stejne jako
“‘semlkvantltatlvnl nebo kvalltatlvnl zhodnoceni. T
. Hlavni vyhodou predkladaneho vynaiezu je potfeba pouze malého
objemu vzorku, napf. 50 - 500 ul, lépe 100 - 300 ul a b&Zn& 100 -
200 pl krve nebo krevniho produktu ve srovnatelném objemu k plné
krvi, oproti klas1ckym dlagnostlckym testim, které obyée]ne
 vyzadu]1 objem nékolika - ml sera Toto je zejména u¥itené v
ﬂ_prlpade odbéru vzorkh od novorozencu protoze zpusob podle
pfedkléddaného vynidlezu vyzaduje ob]em pouze nékolik ul

: Vzorky krve,. obecné& vzdrky"periferni‘krve,*mohou'b?t‘pouiity
p¥imo, acékoliv mohoﬁ.byt.nejprve preferovang- izolovény lymfocyty
ze vzorku. Toto miZfe byt provedeno za pouziti standardnich
technik v oboru dobfe zndmych. Tak, napfiklad, mohou byt béZne&
pouZity razné pfipravky plné krve, napriklad, heparinizovand
krev, EDTA-krev atd, jak jsou béiné& prlpravovany v klinickych

laboratofich. A&koliv to neni zdsadni, erytrocyty p#itomné ve
vzorku.mchou byt lysovany, napt. za-pouziti bé&¥nych metod




' kratkodobou expozici destilované vodé nebo chloridu amonnému,
nebo za poufiti jinych dob¥e zndmych technik hemolyzy. Musi byt
dano, %e vSechny obohacené nebo &isténé pfipravky musi obsahovat
lymfocyty pritomné v plné krvi, ze které je pfipravek odvozén,
aby bylo moZné ‘detekovat spontdni produkci protildtek. Pokud je
 to Z4douci, mohou byt lymfocyty separovany, napf¥iklad za pouZiti
‘ standardniho_lymfocytérniho separaéniho media, napf. Lymphoprep
(Nyegaard CoQ Oslo, Norsko), nebo za pbuiiti imunomagnetické

MS) nebo podobneho ne pevné fazi zaloZeného |

b
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nebo podobnych separacnich technik ﬁée byt pouz1ta pevna faze,
napr magnetlcke koralky, potazena protllétkou sPec1f1ckou pro
jistou sadu leukocytu pro selektlvnl separovanl pou21telnych
lymfocytu.Pokud jsou poufity separované lymfocyty, pak mohou byt o
builkky pred pouéitim promyty,‘zé'pduéiti~standardnich technik |
promytci. Bylo nlcmené pozorovano, Ze exten81vn1 promyvani bunék -
neni %&douci. Kromé tcho, pokud neni pou21to rozsdhlé promyvani,

miZe byt pfezivani bundk zlepSeno a zpisob miZe byt urychlen.

Vzorek krve, oéetreny jak uvedeno vyée ‘pokud je to-EédouCi,
nebo separovane lymfocyty, jsou potom vhodng uvedeny do kontaktu
s pevnou fdzi nesouci vhodneho vazebneho partnera pro |
“imobilizovéani- ‘protildtek nebo protllatky, které maji byt
detekovany B&Zné je vazebnym partnerem .testovany antlgen nebo .
antlgeny, rozpoznavany.protllétkou nebo protilatkami, ktere maji
byt detekovany. V jédnom‘provedeni tak.pfedklédan? vynalez
poskytuje zplsob pro detekci aktifni produkce protildtek
v krevnim vzorku, kde uvedeny zpusob obsahuje:

 kontaktovani, v p¥itomnosti nebo za- absence -inhibitoru




proteinové syntézy, aiiquot uvedeného vzorku, nebo volitelﬁé,
lymfocytd pfimo izolovanych z uvedeného vzorku, s pevnou fazi
nesouci jeden nebo vice antigend rozpoznavanych protllatkou nebo
protildtkami, které maji byt detekovany,

detekovani v roztoku, vazby protildtky na uvedeny antigen(y);
’ a o | .

Alternativni vaéébné péfﬁnéry mohou byt téké bouéity,'napfékiad
proteln A, proteln G nebo protllatky, které rozpoznavajl a vdzZou
protllatku, kterd mé byt detekovana V' poslepdni prlpade, vysoce
specifickd vazba neni Zddouci, protoZe speC1f1c1ta je v tomto

provedeni testovac1 metody zajlstena ndslednou vazbou antlgenu,
. které se véazZou 5pec1f1cky na protllatky, které majl byt
- detekovany. Tak je ve vech provedenich- tvoren komplex
'antlgen protllatka Pfitomnost takovych komplexu ‘na pevnem nOSlCl B
je zjisténa krokem detekce zpisobu podle predkladaneho vynalezu.
Pevnou fazi mﬁié b?ﬁ jakykoliv z dobfe zndmych nosifd nebo
matrice, které'jSOu"nyni béiné pouzivany nebo'navrieny proe
imobilizaci, . separaci. adt. -Tyto mohou mit formu éastlc, listq, -
| gell, membran nebo mlkrotltraénlch prouzkli, tub- nebo. ploten atd.
a vhodn& mohou byt vyrobeny z polymerniho materidlu. Nlcmene
pro snadnou manipulaci'a jednoduchost mohou byt pou21ty
standardni mlkrotltracnl plotny a jamky, preferované standardni
ELISA plotny.




“.agens‘relevantnlch pPTro kllnlcky syndrom nebo stav v urditém

10 e

Pevnad faze miZe byt také modifikovdna tak, aby umoZnila
detekei protildtek specifickych pro ¥adu riznych antigeni. Tak
napfiklad, disky nebo prouzky atd. ze vhodného materialu pevné
faze, nap?. nitrocelulozy”a podobn&, mohou byt potaZeny riznymi

_antigeny a pfiddny simultdn& do mikrotitralni jamky nebo jinié

' ‘vhodné nadobky, kterd neobsahuje 2&dny kontaktni antigen. Zplsob
1 detekce navézanych protildtek mGZe potom byt pouZit pro odliSeni
mezi raznymi antigeny. Sady diskid, které jsou kaZdy potaZen
:”relevantnlml antlgeny pro jisté kllnlcke stavy nebo syndromy
mohou byt poufity pro 1dent1f1kac1 toho, které z podez fel?ch
agens zpusobuje 1nfekc1 Dlsky budou potom jednotlivé zpracovany _ _
v separatnlch jamkach Toto je zejmena postup setr1c1 materlal WV ")
' protoze testy mohou byt provedeny pro szmultanl testovanl mnoha S
' Qruznych agens (bud "od StE]HQhO infek&niho agens nebo od ruznych

pripadé) za pouZiti stéjného!malého objemu krve. Alternativmim

' pfistupem je pouiiti'mnoha*vZorkﬁ-krve v\separétnich'jamkéch
kterd je kazda potazena j:mym vazebnym partnerem, napr antigenem
nebo protllatkou,'a provedenlm testu. ‘

Techniky bro vazbu vazebného partnera, napt- antigenu, na'a 3 .
.pevnou f&zi, jsou také v oboru velmi dob¥e zndmé a jsou rozsihle
popéény'V'literatufer'MnOHO‘StandardniCh‘postupﬁ’pfo-potaieni-

- antigenem je popsano napriklad v ELISA and other solid.phasejf
immunoassays, Theoretical and Practical Aspects; 1988, ed. D. M.
Kemeny and S. J. Challacombe, John Wiley and Sons. Pokud je to
‘%adouci, mohou byt plotny promyty a blokovdny, opét za pouZiti
standardnich technik. Tak napt¥iklad, standardniMmikrotitraéni.
plotny, nap¥. ELISA plotny,‘méhou byt jednoduie potaéeny'vazebnym
partnerem inkubaci pfes mnoc pF¥i-4-°C ve vhodném pufru; napfiklad--
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fosfatem pufrovaném saiinickém roztoku (PBS), obsahujicim vazebny
partner, napf¥. v koncentraci 0,01 a% 150 pg/ml proteinu, po Zem#
nasleduje blokovani vhodnym blokovacim mediem (obecné bunéé&nym
kultivaénim mediem) a inkubace napf. pfi 37 °C po 1 a% 5 hodin.
Po odstranéni blokovaciho roztoku jsou plotny p¥ipraveny pro
pouziti. '

Nicméng&, je vhodné, aby materidly potfebné k provedeni zplsobu
podle pfedkladaného. vyndlezu byly poskytnuty ve form& kitu, kde

je dodén pevny nosié potaZeny vazebnym partnerem a vhodné
blokovan

Jak je uvedeno vyfe, krok kontaktovini obecnd vyiadujé
'inkubaci vzorku nebo separovanych lymfocytld v pfitomnosti pevné
fdze za podminek, které umoznujl syntézu protildtek a jejich
sekreci. Mohou byt pouZity standardni ELISPOT inkubadni podmlnky,
jak je popsal naprlklad Czerkinsky et al., 1988 (vy3e). "Obecné,
vzorek nebo butiky jsou inkubovény pii 37 °C § 5% CO, ve vzduchu,
‘kde medium, ve kterém jsou bufiky inkubovény, poditad s CO, jako se
souCdsti pufrovaciho systemu. CO_ nezdvislé medium mi¥e také byt
pouzito, kde v tomto mediu pracuje alternativni pufrovaci system,
jako je medium vyu¥ivajici dob¥e znamého HEPES konstituentu. V
tomto pfipadé jsou butiky jednoduse inkubovany p¥i 37 °C, cof dile
. 2jednoduSuje test a jeho pofadavek na laboratorni: vybaveni.
inkuba&ni doba ée miZe lisit, ale obecné& jsou poZadovany alespoil
1 - 2 hodiny. Inkubaéni doba okolo 2 - § hddin, nap¥. 2 aZ 4
hodiny, miZe divat dobré vysledky, adkoliv deldi inkubadni doba,
napf. vice ne# 12 nebo 24 hodin, nebo pfes noc, miZe byt také
zddouci. Vhodna media pro inkubaci jsou v oboru dobfe znimi a
zahrnuji jakdkoliv standardni kultivadni media,; nap¥. Dulbecco
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modifikované Eaglovo medium (DMEM) nebo RPMI nebo jind dobte
Znama kultivaéni media u21va31c1 HEPES jako co, nezav1sly
pufrovaci system, obsahujici vhodné sérum, napt. fetdlni teleci
sérum (FCS) nebo' jiné 310zky, napf. glutamin, podie pot¥eby.
Dalsi volltelne slozky v mediu mohou zahrnovat antibiotika, napt.
gentamycin, penicilin, streptomycin, atd., jiné aminokyseliny,
ristové faktory atd. . ' -

MiZe byt Zadouci Fedit suspenzi vzorek/buiika pfed krokem
kontaktovan1 & vhodny rozsah bunka/vzorek fedéni miZe byt pouZit.
Redenl bude obvykle pou21to za, pouzltl kultlvacnlho medla jako
redldla ‘

Pro odlifeni naSEUpﬁjici syntézy protilatek Jje inkubace
provedena za prltomnostl nebo za -absence inhibitéru protelnove
syntézy. Tak Je pfed inkubaci- p¥iddn inhibitor k &asti aliquot
vzorku/bunék, pro blokovani- syntézy protelnu a proto protildtek
a ¢ast je inkubovdna bez 1nh1b1toru Mohou byt pou21ty jakékoliv

znamé inhibitory syntezy protelnu napr cyklohexlmld Muze byt :f-

pouzita koncentrace 10 - 5000 #g/ml napr 50 - 500 yg/ml
- cykloheximidu. ' ‘

Take je preferovéno aby byl cbsazen 1nh1b1£bfiATPasy, jako je
azid .sodny, nebo. jiné- podobné: lnhlbltory spolu s inhibitorem
proteinové syntezy, aby se rychle a plné zastavil metabolismus
bunék. ' ' .

Po inkubaci jsou vzorky/buﬁky‘odstranény z pevné faze. Toto
miZe obecnd byt provedeno. Jednoduée promytim za pouZiti vhodného
medla, napt-. pufru jako je PBS. Nicmén&, bylo shledano, Ze
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extensivni promyvani neni ¥adouci.

Pevnd faze je potom podrobena kroku detekée vazby protildtky.
Krok detekce, ve smyslu &teni signdlu, probih4d v roztoku. Mohou
byt pouZity jakékoliv znamé prostfedky pro detekovani vazby
protilatky, podle toho, jaky .signdl je generovan v roztoku;
naptiklad v z&vislosti na fluorescenci, chem11um1n15cenc;
kolorimetrii nebo enzymové  reakci k produkovidni detekovatelneho
signalu. Nlcmene,.le vhodné pouZit imunotest jako prostfedek
detekce, preferovand enzymové vazany imunosorbentni test (ELISA).

Techniky pro imunotesty, a zejména pro ELISA, jsou.dob¥e znimé
v oboru a jsou popsané v literatufe (nap¥iklad v ELISA and other
solid phase Immuncassays, Theoretical and Practical Aspects;
1988, ed. D. M. Kemeny and S. J. Challacombe, John Wiley and
sons) .

- Po cdstranéni vzorku/bunek miZe byt pfidan konjugat enzym -
protilatka, nap¥iklad v ELISA detek&nim zpusobu, ktery se vaze na

" -protilédtku navédzanou na antlgen na pevné fazi. Obdobné&, pokud je

protildtka, kteri m& byt detekovana, navizana na pevniou fazi
nespecificky, cestou vazebhého partnera, napfiklad protllatkou

: proti protildtkam riznych druhd, pak miZe byt prldan konjugat
eénzym - antigen, ktery se bude ‘specifieky vazat na 1moblllzovanou
protilatku, ktera m& byt detekovédna. Potom je pridan substrit pro
enzym, aby se mohl vyvinout detekovatelny signdl. v predkladanem
vyndlezu je vhodn& pouzZit solubilni substrat, ktery dava signil
-detekovatelny vV roztoku. Toto je vyhodné, protoZe to zjednoduluje
a usnadiuje manipulaci a zpracovéni velkého mnosstvi vzorku a
umeziiuje to hodnoceni produkce protildtek, afkoliv, ]ak ]e |
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zminéno vy¥e, absolutni hodnoceni kvantity neni nezbytné, a pokud
je to Zadouci, mohou byt ziskdny kvalitataivni nebo
semikvantitativni vysledky. Vyhodn&, substrat mife byt vybran
tak, aby daval spektrofotoﬁetricky detekovatelﬁ? signdl, ktery
miZe byt snadno urden pfedtenim absorbance, nap¥iklad za pouZiti
standardni ELISA &tedky mikroploten. Kromé toho, mohou byt
pouzita standardni ELISA reagens, cof md tu vyhodu, %e se test
podle predkladaného vyndlezu stane kompatibilnim s existujicimi
. metodami a technikami rutinné pouzivanymi v klinickych
laboratofich. Nicmén&, jiné detekcni/signdl generujici signdly
mohou byt pou21ty, které &ini signal detekovatelnym za pou21t1
fluorescence, chemllumlnlscence atd.

Imuncenzymatické amplifikacni metody mohou také byt pouzity
pro vylepgeni signalu nebo pro zvySeni sen51tlv1ty, naptfiklad za
pouziti avidin biotinové metody jako je Extravidin system

dostupny od Sigma. Biotinylované sekundarni protilatky jsou
| pouzZity jako ELISA reagens, v kombinaci s komplexem peroxidasa
avidin. ProtozZe ]ednaq molekula avidinu je schopna vazat nékolik
" molekul blotlnu, zvysuje pou21t1 avidin-biotin peroxldaSOVeho ‘
komplexu povrchovou koncentraci peroxidasovych molekul coz dava
zplisobu vét$i senzitivitu.:

Materidly  a metody potfebné pro krok inkubace- (kontaktovani)
bunék a pro krok detekce vazby protildtek mohou také byt vahodné
dodany ve formé kitu s pevnou fazi potaZenou vazebnym partnerem.
Informace ziskdn& z testu podle predklddaného vyndlezu miZe byt
doplnéna pouzitim jinych testovacich metod. DalZi a u¥itedni data
O pre existujicich serovych/plasmatick§ch protildtkich mohou byt
ziskdna v klasickém ELISA testu. D&lé, po separaci lymfocytd ze
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krevniho vzorku, pbkud je toto provedeno, zbyld plasmatické
tekutina miZe byt pouZita pro detekci preexistujicich protilétek
za pouZiti stejné pevné faze potaZené vazebnym partnerem jako je
‘pou¥it v testu podle p¥edklddaného vynidlezu. |

Pro zajiéténi toho;'ie zpisob podle pfedklddaného vyndlezu
pracuje spolehlivé miZe byt obsaZena vhodnd kontrola. Za prvé,
srovnani jamkami s blokovanou syntézou proteinu a jamkami ]
neblokovanou syntézou proteini ovéri, Ze vyndlez je zaméfen na
akutni produkci protilatek testovanymi builtkami a Ze neni zamé¥en
pouze na preex15tujlc1 protllétky z per1fern1 krve Y prlpadé :
pouziti purlflkovanych lymfocytarnlch prlpravku ]ako vzorku je N
< zaji§téno, Ze stopove mnozstv1 stopovane protildtky -z periferni |
krve ve vzorku lymfocytli neovlivni test. Za druhé, pro zajisténi
toho, aby zaznamenany rozdil m921 51gnaly z blokovanych a z 1
neblokovanych jamek nebyl zpusobeny sporadlcky a okolnimi . ,
nespec1f1cky.aktlvovanyml.lymfocyty, je pouzit negativni kontrolni
antigen. Tento antlgen bude od infekZlniho agens, které s nejvétél |
pravdépodobnosti nezpusobuje ‘akutni onemocnéni pac1enta napr

" “tetanicky t0x01d Pocet takovych okolnich aktlvovanych

lymfocytd bude za jakychkollv okolnosti o mnoho ni%%i ne? je
potfeba pro p021t1vn1 testovaci vysledky za pouziti zpusobu podle
“predkladaneho ‘vynalezu. Provedenl vynalezu bere tento bod

v {vahu., --

Jak bylo zminéno vy§e, vzhledem ke snadnosti a rychlosti’
provedenl a jeandUChOStl je test podle vyndlezu vhodny pro
dlagnostlcke nebo jiné kllnlcke nebo veterlnarnl pouziti, napt.

pfi chovu ryb Kromé malého ocbjemu vzorku je daldi vyhodou to, Ze
je potfeba pouze jeden vzorek a ne viorky séra odebirané ve 2 az”
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3 tydenim'intervalu, jak je to vyZadovano pro vétiinu
serologickych testd. Pracné zpracovani neni potfebné a test je
snadno automatizovan. Kromé& toho, je snadno moZné testovat rtizné
imunoglobulinové izotypy, pokud je to potfeba.

VgSe uvedena testovaci metoda podle predkladaného vynidlezu
poskytuje jednu metodu pro hodnoceni p¥itomnosti nebo rozsahu
nastupujici infekce prost¥ednictvim analyzy sponténi-exprese
specifickych protildtek k definovanému antigenu. Takova metoda je
jednodude aplikovatelnd na hodnoceni chorobnych stavi, které jsou
- znamé.a ke kterym jsou antigeny tyka]1c1 se relevantnich
imunogent dostupné a tak poskytuji specificky marker infekce. V
' nékterych klinickych situacich, nicménd, nemie byt specifickéa
choroba nebo infekce identifikovéna a/nebe vhodny antigen nemusi
byt dostupny pro pouZiti v testu. V takovém pfipadé miZe byt test
wodifikovan na hodnoceni pfitomnosti nebe rozsahu neSPEC1fleyCh
ukazateld infekce. Tak naprlklad lymfocyty obsahujic vzorky,
"napr plna krev nebo jeji purifikované nebo obchacené
lymfocytarni pFipravky mohou bt vySet¥ovény s ohledem na jEjmth
produkci infekénich markert, naprt. cytokinl nebo 1nterferonu,
napfiklad interferonu gamma. '

"2 tohoto pohledu poskytuje jest& dalsi aspekt vyndlezu zpusob
pro detekci pritomnosti nespecifickych ukazateld infekce ve
vzorku krve, kde uvedeny zplisob obsahuije:

kontaktovani, v pfitomnosti nebo za absence inhibitoru
proteinové syntézy, aliquot uvedeného vzorku, nebo volitelnég,
lymfocytd p¥imo- 1zoiovanych z uvedeného vzorku, s pevnou fazi
za podminek, ktere umoZriuji produkei’ a sekreci ukazateld 1nfekce
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lymfocyty;

detekovani v roztoku, vazby ukazatele infekce na vazebny
partner pevné faze; a

srovnini vazby uvedeného ukazatele infekce v pPitomnosti nebo za
absence inhibitoru proteinové syntézy pomoci urdeni mnozstv1
ukazatele infekce v uvedeném vzorku.

Pro provedeni teto metody miZe byt pevna faze poskytnuta s
vhodnyml zachycovacimi' molekulaml, napfiklad protllatkaml k
lukazatelum 1nfekce pro detekeci. Pro detekci, pfitomnosti uvedenych
ukazatelu infekce. lmoblllzovanych na pevné fazi mohou byt pou21ty
zpusoby jak byly popsany drlve, naptiklad pou21t1 znacenych
protllatek nebo ligandd. V této metodd mohou byt spec1f1cke
markery ldentlflkovany ‘vhodnou- volbou 1mob1112u3101 skupiny nebo
detekdni molekuly.. Tak, naprlklad v§echny protelny ve vzorku-:
mohou byt 1moblllzovany na pevném n051c1 a detekce muze byt
; provedena za pouZiti znadenéd spec1f1cke protllatky nebo llgandu

UAltérhativng, specificky. vazebny partner miZe byt pouZLt pro.

'1moblllzaC1 tyka31C1 se ukazatelu infekce a miZe byt potom vhodne
znacen, bud pezitivné nebo negativné, napfiklad v prvn;m pfipadé
‘vazbou na’doménu pfitomnou na ukazatély infekce, ale ne v{luéné na
této-molekule, nebo v- druhém pripadé znadenim nenavazaneho
vvazebneho partnera na pevné fazi. Kity pro provedenl tohoto
zplsobu tvofi- také Cast tohoto vyndlezu.

Vyndlez bude nyni popsan podrobnéji's odkazem na ndsledujic
nelimitujici p#¥iklady, ve kterych je testovaci zplisob podle
: pfédklédanéHO"vynéIEZU“bznaécvéﬁ jako Plasmacute test.
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P#iklady provedeni vyndlezu

Pfiklad 1
Obecny postup

Buriky:. Heparinizovand krev byla odebrani riznou dobu po
vakcinaci od dobrovolnikii, kterym byla poddna inaktivovana
vakcina proti chripce. Krev byla smisena se stejnym objémem PBS.
Lymfocyty byly separovany Lymphoprep (Nyegaard and Co., Oslo).
Butiky byly promyty dvakrdt v PBS, resuspendovany (¥edéni) v

Dulbecco modifikovaném Eaglové mediu doplnéném'zo%.FCS, 2 mM
‘ L-glutaminém, 100 IU/ml penicilinem a 100 pg/ml streptomycinem
(Pen + Strep) = MEDIUM. '

Stop roztok: 1 mg/ml cykloheximidu v PBS obsahujicim 10% azid
sodny . | '

ELISA a ch¥ipkové antlgeny Purifikované povrchové antlgeny ze
.trl kmenl viru v chfipkové vakcing byly pouzité v klinickém
pokusu a zde jsou oznadeny kratce H3N2, HIN1 a B.

- ELISA plotny: Greiner EIA plotny ‘655001 F-forma, nebo Costar

. EIA plotny 3590. PotaZené 100 ul/jemku roztokem 10 ug/ml proteinu
v PBS pres noc pfi 4 °C. Blokovdny v MEDIUM po 1 hodinu pEi
pokojové teplotd. Promyty jedenkrdt v PBS.

Test: 100 pl ¥ed&ni bun&éné suspense v MEDIUM p¥idédno do
trojich jamek ve dvou paralelnich sadé&ch pro kazdy ze t¥i
chfipkovych antigenfi. Jedna sada trojich jamek je blokovana
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v pocitecnim kroku pfiddnim 50 yl STOP roztoku. Jsou inkubovany
po riznou dobu p#i 37 °C p#i 5% CO, na vzduchu. ELISA plotna je
promyta jedenkrat PBS, potom dvakridt PBS s 0,05% Tween 20. 50
#l/jamku vhodn& ¥ed&ného krali&iho anti lidského Ig peroxidasa
konjugétu (Sigma) je p¥idéno a ponechano pfi pokojové teplotd po
1 hodinu. Plotna je potom vyvijena za pouziti o-fenylendiaminu
(OPD) substrdtu a je &tena absorbance p¥i 492 nm.

Vzorky odebrané 11 dni po vakcinaci

Doba inkubace bunék: 4 hodiny, 0 hodin = blokované jamky

Podet bundk H3N2 - HINL B
0/4 h 6,6 x 10° . 284/522 199/490 ° 352/327

0/4 h 6,6 x 10° . 238/290 143/194  331/353

VSechny hodnoty jsou primérem trojich jamek jako absorbance x
1000. prumer * 10% -

Zav&r: 6,6 x 10* = 66000 bundk divalo signifikantni zvy¥ent
signalu po 4 hodinové inkubaci. H3N2 absorbance stoupla na 98%,
HIN1 na 153% a B na 50%. ' B -

‘Toto je reprezentativni pokus. Dal$i testy ukdazaly, Ze
inkubace bun&k pfes noc dala zfetelnéjdi rozlideni mezi
blokovanymi a neblokovanymi jamkami s absorbanci vice ne3 1000.
System také pracoval pfi krat$i inkubadni dob&, nap¥. 2 - 3
hodiny. 10 krdt vice bundk, nap#. 6,6 x 103 bunek/jamku miZe
také, ale ne vidy, diat Jasnejél rozlifeni.
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Priklad 2
Obecné postupy

Buriky: Heparinizovand krev byla odebréna 7 dni po
vakcinaci od dobrovolnikd, kterym byla podéna inaktivovana
vakcina proti . chiipce. Kre# byla smisena- se stejﬁ?mwobjemem PBS.
Lymfocyty byly separovédny Lymphoprep (Nyegéard and Co., Oslo}.
Buiky byly promyty dvakrét'v PBS, resuspéndoﬁény‘(fedéni) v
Dulbecce modifikovaném ' Eaglove medlu doplnenem 20% FCS, 2 M
- L-glutaminem, Pen + Strep (Jako v predch021m) = MEDIUM..
Stop roztok 1 mg/ml cyklohexlmldu v PBS obsahujlclm lOs a21d
'sodny - ‘

. Testovaci antigeny.: Purifikované povrchové antigeny ze
"E¥i kmenu viru: v--chiipkové ‘vakciné byly pouzité v kllnlckem
'pokusu a zde jsou oznaleny kratce H3N2 HlNl‘a_ﬁ.

f"* Kontrolni antlgen Tetanovy tox01d (neadsorbovany na hllnlk
' Lederle) ’ ' ‘

ELISA plotny Greiner EIA plotny 655001 F-forma, nebo Costar
EIa plotny 3590. PotaZené& 100" ul/gemku ‘roztokem®10 ug/ml ‘proteinu
v PBS pfes noc pfi 4 °C, tetanus: 10 Lf/ml. Blokovany v MEDIUM po
1 hodinu p¥i pokojové teplot&. Promyty jedenkrdt v PES.

‘Test: 100 pl ¥eddni bun&&né suspense v MEDIUM bylo pFidano do
| trojich jamek ve dvou paralelnich sadich pro kaZdy ze t¥i
chfipkovych antigenil a tetanovy kontrdlfii antigen. Jedni sada
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trojich jamek je blokovédna v poddtednim kroku pfidénim S0 ul STOP-
rozcoku. Jsou lnkubovany pfi 37 °C v inkubdtoru s 5% CO, na
vzduchu po 3 hodiny. Po inkubaci je ELISA plotna promyta
Jedenkrdt PBS, potom dvakrit PBS s 0, 05% Tween 20. 50 ul/jamku
vhodné Fed&ného krdli¢iho anti lldskeho Ig peroxidasa konjugédtu
(Sigma) je p#idano a ponechéno pf#i poko;ove teploté po 1 hodinu.
Plotna. je.potom vyv1]ena 2a pouZiti o- fenylendlamlnoveho (OPD)
substritu a je &tena absorbance pfi 492 nm. (Test miZe byt

- modifikovdn pro zvySeni sensitivity dalSim krokem pfed substritem
ﬁa pouziti 1 hodinového kroku Extra&idin/peroxidaéa {(Sigma). Toto
‘VyZzaduje pouZiti blotynylovaného konjugatu in lieu’ perox1dasoveho
‘konjugatu (Slgma))

Representativni experimentélni‘v?sledkf
7 dni po‘vakcinaci:(subiekty; é.'lla‘é} 2)

" Doba.inkubace bundk:. 3 hodiny, 0 hodin = blokované jamky

Podet bungk ' H3N2  HINL . . B | Tetamus = -
0/3h 105 &.1 063/410  055/269 206/258 - 046/050
- .2

T7045/077  To48/242°  182/207 040/046
V8echny hodnoty jsou‘prﬁmérem_trojich.jamek jako absorbance x

1000.primér + 16%

Subjékty jsou néctileti'(ls let). Je dobre znamé, Ze mladi
1idé odpovidaji -1&pe na A/HIN1 chrlpkovou vakc1nu To je Jasne
vidét vyse, “oba subjekty &. 1 'a & 27 odpovidaji dobte. Nlcmene,
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obvyklé vakciny odpovidaji r{iznd na rGzné sloZky vakcin, takZe
musi byt ofekdvén rozdil v absorbanci. Toto je zde demonstrovéno,
kdyy subjekt &. 1 odpovidid slab& na B virus, zatimco &. 2
odpovidd signifikantné pouze na HINL1 virus. Jak je olekdvéno,
zadny z nich neodpovidd ne tetanovy toxoid. Pokud nicménd byly
butiky stimulovédny in vitro toxoidem po dobu n&kolika dni, jejich
Casnd imunclogickd pam&t  (diky dé&tské vakcinaci) miZe vést k
produkci tetanovych protildtek. V redlné pfipadu infekce
testovaném v diagnostické laboratofi za pouZiti metody podle
predkladaného vyndlezu bude pouze testované ageﬁs/antigen davat
~pozitivni signdl.

Pfiklad 3
Obecné postupy:

Builky: Heparinizovand. krev-byla odebrdna 6 dni po vakcinaci-od
dospeélych (muZi v&ku 24 let) a déti (muZi véku 3 let), ktefi
dostali inaktivovanou podjednotkovou ch#ipkovou vakecinu.

" Lymfocyty byly séparovidny jak je popséno v pfikladech 1 & 2. .
Buriky byly uvedeny do kontaktu s pevnou fdzi nesouci antigen
H3N2, HIN1 a B jak je popséno v pfikiadech,l & 2 po.3 hodiny pfi
37 °C, a potom test probihal jak je popsédno (Z&dny stop'roztok'
nebo kontrolni antigen nebyl pouZit v tomto pokusu) :

- Tabulka 1 ukazuje vysledky od dvou jedincd, u kterfch jsou
vysledky pro kaZdy antigen prim&rem trojich jamek jako absorbance
x 1000. '
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Tabulka 1
dospély subjekt o d&tsky subjekt
polet A/H3N2 A/HIN1 B podet A/H3N2 A/HIN1 B
bunék - . bungk
- (tisice) R (tisice)
224 475 - 322 913 ' 275 1268 97 10
112 189 193 567 138 951 .65 10

56 . 93.° 62 162 - 69. 672 51 . 20

Vysledky ukazuji, Ze malé ditd, majici pduze'jednu casnouw
épizodu chfipky, A/H3N2 infekci, -ma velmi s1ln0u imunitni
odpoved na A/H3N2' sloZku. v. trlvalentnl vakcing. Jak bylo
’ocekavano pro toto:ditéd,: nebyla zde'. Zadna odpoved na A/HIN1 neho
B slozku Takto malé.dit& obvykle potrebuje 2. davky vakciny pro
vyvolanl dostatedné imunitni odpovedl Okolo: 70000 lymfocytu, coé
koresponduje a51 70 ul.objému’ plné krve, bylo dostacu]1c1 pro-

. fdeflnltlvne pOthanl vysledek Pro. dospély subjekt ktery m&l

mnoho eplzod chrlpky, nebyla odpoved takto silna, presto viak
byla 51gn1flkantn1 pro-v8echny tfi-slozky vakczny, i kdyz v f
rizném stupni. Pro B slo¥ku bylo- potreba asi- 100000 lymfocytu“
prd pozitivni vysledek, zatimco pro dv& A slozky bylo potfeba
minimalné 100000 bun&k a lépe 200000 bungk.
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P¥iklad 4: Detekce Herpes simplex typ 2 kla51ckou testovaci
metodou a Phasmacute testovaci metodou

- Obecné postupy
'Tkéfova kultura a serologické analyzy

" Material iTgenitalii péti subjektd majicich prlznaky podezielé .
z genitdlni infekce Virem herpes byly podrobeny rutinnimu postupu |
tkafiové kultivace s cilem detekovat virus ze vzorku (provedeno
" Virus Laboratory, Haukeland Unlver51ty HOSpltal Bergen) StEJna
! laborator provedla rutlnl serologlcke analyzy serovych vzorku za
o pou21t1 komerénlch ELISA kitd (Behrlnger Enzygnost od Behrlnger : RS
Germany obsahu31c1ch HSV antlgeny pro. detekc1 19G a IgM

~ Separace 1ymfocytﬁ:

Lymfocyty byly separovany za pouZiti lymfoprepu (Nycomed)
centlrfugace podle gradlentu den51ty heparlnlzovane krve od petl A
subjektu ‘majicich p¥iznaky podezfelé z genltalnl lnfekce virem
herpes,. odebrané »simultiné se vzorkami pro analyzu v laborator1
Buriky byly promyty. t¥ikrat v PBS, resuspendovany v kultivadnim
- mediu DMEM obsahujicim 20% FCS, 1.mM L- glutamin, 50 IU/ml
. Penicilinu a 50° ug/ml streptomyc1nu (DMEM/FCS PIEZlva]lCl buniky
byly poc1tany vylucovénlm trypanove mod¥i (0,2%).

Plasmacute test za. pou21t1 Behrlnger Enzygnost anti-HSV IgM a
IgG ELISA '

”BehrengarmEnzygnost-anti-HSV IgM a IgG jsou dodany jako prouzky
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obsahujici 8 jamek potaZenych antigenem odvozenym od
permanentnich opiCich buné&k ledvin infiko&an?ch HSV a 8 jamek
potaZenych kontrolnim antigenem od neinfikovanych bun&k. ProuZky
byly blokovény 200 pl/jamku DMEM/FCS pfi 37 °C v 5% CO_ po 1
hodinu. Jedno sto gl na jamku vhodného fedéni lymfocytl bylo

- ptidéno a inkubovéno po 3 hodiny p#i 37 °C v 5% CO_. Viechny
dal8i postupy byly pfesn& podle instrukci danych dodavatelem

- kitu. Plotny byly vyvijeny za pouZiti konjugdtidl, reagens a pufri
dodanych stejnym dodavatelem. Substrat, tetramethylbenzidin
hydrochlorid (TMB), vyZadoval &teni OD p#i 450 nm, za pouZiti
dostupné Titertek Multiskan MCC/340 &tedky ploten (Flow
Laboratories) . |

Plasmacute test za pouZiti Bicelisa HSV-2 IgG

,Bioelisa,IgG'HSV-é“(Eibkit, Spain) je dodéan jako prouZky
obsahujici 8 jamek potaZenych inaktivovanym HSV-2 antigenem.
Prouzky byly blokovdny 200 ul/jamku DMEM/FCS p¥i 37 °C v 5% co,
'po 1 hodinu. Jedno sto #1 na jamku vhodného fed&ni 1ymfocytu.hylo _
pfidano a inkubovano po 3 hediny p#i 37 °C v 5% CO . V8echny '
dals$i postupy byly pFesné podle instrukei danych dodavatelem
kitu. Plotny byly vyvijeny za pouZiti konjugédti, reagens 'a pufrﬁ
dodanych stejnym dodavatelem. Substrdt, tetramethylbenzidin
hydrochlorid (TMB), vyZadoval &teni-OD p¥i 450 nm, za pouZiti
dostupné Titertek Multiskan MCC/340 &telky ploten (Flow .
Laboratories). '

Plasmacute test za pouZiti Bioelisa HSV IgM

Bioelisa HSV IgM (Imminocapture) test (Biokit, Spain) je dodén -
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~ jako prouZky obsahujici. 8 jamek potaZenych kralidimi anti ‘lidsky
IgM protilétkami Prouzky byly blokovény 200 ul/jamku DMEM/FCS pfi 37
°C v 5% CO, po 1 hodinu. Jedno sto pl na jamku vhodneho Fedéni
lymfocytu bylo pfidédno a inKubovano po 3 hodiny prl 37 °C v 5%
co, . Vsechny dalsi postupy byly pfesné podle instrukei danych
dodavatelem kitu. Presnéjl, navazand protilétka byla ‘detekovéna
100 pl/jamku HSV antlgenu znac¢eného kfenovou peroxxdasou

" (purifikovany a inaktivovany HSV, ktery byl propagovén-in vitro v
lidskych fibroblastech) a pro minimalizaci nespec1f1ckych reakci
neznadeného kontrolnlho antigenu, .sklada31C1ho se z
.neinfikovanych bunecnych sloZek (dodangch s kitem), 10 ul HSV
antlgenu a 10 ul kontrolnlho antigenu na jamku Plotny byly cteny
na Titertek Multiskan MCC/34O Ctelce ploten (Flow.Laboratorles).

;y?sledky pokusu .jsou ukdzany v tabulce 2.
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Tabulka 2 shrnuje data pro pacienty 1 - 5. Diagnostické
laborato? v Haukeland Unlver51ty Hospltal se pokusila izeolovat
virus z klinickych vzorki a také provedla rutinni ELISA testy na
sérové IgG a IgM za pouZiti Behringer Enzygnost ELISA kitd. Je
uveden typ izolovaného viru, -ve znamend negativni izolaci.
SéfoVélELISA hrani&ni hodnoty jsou definovény vyrobcem kitu; + =
0D > 0,2, hranini - OD 0,1 /.0,2, definovéno jako neurCity '
vgsledek vyrobcem kitu; a -- = 0D < 0,1. - |

Pro Plasmacute test jsme pou%ili ob > 0,2 jako ozitivni a v #
tabulce jsme uved11 poéet lymfocytu nezbytnych pro vyvolani .
takové odpov&di. ' | o

“Ppuze Bicelisa IgG test si nérokujé identifikaci HSV2
- protilatek, zatimco ostatni ukazuji infekci HSV (1 a/nebo 2) .

Vysledky

PaCLent 1 mel kllnlcke prlznaky prlmarnl HSV 2 lnfekce

‘zadny IgMm nebyl ‘nalezen prl standardnlm ELISA testu. HranlénL«
sérové 1gG protilatky byly nalezeny standardn1m1 nemocnilnimi-
"ELISA tésty. V potvrzeni'téchto. visledkl zde nebyly nalezeny
24dné bunky, ‘které by produkovaly IgM protildtky v plasmacute...
. testu. Jak Behringer IgG,- tak Bloellsa Ig9G Plasmacutre testy -
 detekovaly bufiky produkujici IgG protilatku k'HSV: 205000
lymfocytd bylo potieba pro.pozitivni hodnotu absorbance v
plasmacute testu a v Bioelisa'IéG bylo vyZadovano 103000
lymfocytu pro dosazenl pozitivni absorbance. | '
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U pacienta 2 probé&hla primdarni infekce, coZ bylo potvrzeno
izolaci viru HSV typ 1. Z4adny sérovy IgM nebyl detekovan v
nemocniéni laboratofi, ale IgG protilédtka byla detekovana. V
plasmacute testu nebyly detékovany Zadné burky produkujici IgM,
nicmén&, jak Behringer, tak Bicelisa Plasmacute test detekoval
'1gG produkujici buitky, 223000 a 111000 bun&k bylo potieba, v

prislusném pofadi.

Pacient 3 mél rekurentni HSV-2 infekei, které'byla potvrzena
izolaci HSV-2 viru z klinickych vzorkd. IgG byl pritomen v
klinickém vzorku odebraném 2 dny po nastupy klinickych p¥iznakil,
nicméné %4adny sérovy IgM nebyl v tuto dobu detekovan. V
plasmacute testu nebyl %adny IgM detekovén 2 dny po nastupu
klinickych pfiznaki, nicmén& jak Behringer, tak Bioelisa
~ Plasmacute rest detekoval IgG produkujici buriky (bylo pozadovano

48000 - 96000 bunék)) . IgM sérové protildtky byly detekovany
nemocnici v sérovém.vzorku. odebraném 20 dni po nastupu klinickych
ptiznakd. 182000 byly- pozadovano pro produkci., pozitivni-
~ absorbance v Plasmacute Behringer IgM testu, nicméné zadne buﬁky

nebyly-detekovany v Bioelisa IgM Plasmacute testu.

Pacient 4 m&l primarni infekci HSV. Zadny virus nebyl

detekovan v klinickém vzorku zaslaném do nemocniZni- laboratofe.
Hrani&éni sérové IgM protilatky byly detekovany a byly nalezeny
pozitivni hladiny sérovych IgG protildtek. Jak IgG, tak IgM
protilatky byly detekovany v Plasmacute testu za pouZiti jak
' Behringer, tak Bioelisa kit ve vzorcich krve odebranych 5 a 18
(24dny Behringer IgM nebyl detekovan) dni po nastupu klinickych
'prlznaku V Plasmacute testu bylo vyzadovano méné neZ 8000 bunék
prc Bioelisa IgM test a 60500 bunek bylo vyzadovano pPro Behrlnger- :
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IgM test a oba tyto vyZadovaly mén& neZ 100 pl heparinisované
krve.

U pacienta 5 bylo podezrenl na primdrni infekci HSV. Nicméné,
laboratoti nebyl izolovén zadny virus a nebyly detekovany Zadné
- sérové protildtky. V Plasmacute testu nebyly detekovany zadné
buitky produkujici IgG nebc IgM protilatky k HSV.

Diskuse

Plasmacute test byl ukézén jako funkéﬁi jak pro primdrni, tak
pro rekurentnl infekci herpes 51mplex Ve viech. .pfipadech byl
hPlasmacute test alespon ste]ne uc1nny ]ako tradlcnl ELISA postupy
" zde pouZité. Jednotlivé&, pro pacienta 1, adkoliv nebyl z
kliniékého vzorku izolovan Zadny virus,'a skorovani bylo pouze
hrani&ni (t.j. nesmérodatné): v rutinim nemocnocnim testu,
Plasmacute;tést@CBioelisagIgGla Behringer IgG) ukazal, Ze
pfibliZné 100000 bundk a 200000 bundk, v p¥isluiném pofadi, davd
nedVOJSmyslne p021t1vn1 vysledky Je mozné, Ze tento pac1ent ma
dVOjltou 1nfek01_{HSV1 a HSVZ) . ze ‘které byl’ pouze HSVI
zaznamenan v mist& izolace viru. Nemuze byt nicméné vyloudeno, Ze
- pozitivni HSV2 vysledek (Bioelisa IgG) byl zpiscben serologlckou
zkfiﬁenoufreakdif*Prd'dva‘casove vzdélene vzorky od pacienta 4,

. od kterého nebyl izolovan 24dny virus, -ukdzal Plasmacute- test. -
posun podtu herpes specifickych IgM a IgG produkujicich lymfocytt
od %asné fdzi k pozdni f4zy infekce, cof je sluditelné s dobfe
zndmou dynamikou po primirni infekci a jasné to potvrzuje aktivni
imunitni odpovéd. Bioelisa IgM Plasmacute test byl zejména
sensitivni, protoié méné& néez 8000 lymfocytl bylo poZadovanc pro

vyvolani pozitiviiiho signdlu v prvnim ze dvou vzorkl. T e
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V tomto pokusu jsme ukdzali, %e Plasmacute metoda je G&inna
pro klinické pfipady virovych infekci u 1idi.

_:Pfiklad 5: Mnohondsobné disky - PotaZeni nitrocelulosovych
diskl protildtkami specifickymi pro IgG, IgA a IgM protilétky.

Tento pokus byl proveden pro stanoveni toho, zda system
" mnohondsobnych diskd miZe byt pouZit v Plasmacute testu pro
detekovani protildtek riiznych-specificit.

Obecné postupy:

Vzorky hepérinizované plné'krve byly odebrany od avoﬁ zdraé?ch
dosp&lych subjektli. ProtoZe thé subjekty nebyly v akutni fézy
jakékoliv infekce, dali jsme si za cil analyzovatIgG; IgA a IgM
spontani protilétkovouxgektreci-6ez.ohledu na jejich'(neznémou)
antigenni specificitu:x = | v | 3 S

qujekt 1 byl'péﬁiit pro'stanoveni toho, zda mife byt poufit .
system pouZivajici diskd potaZenych 3 ruznymi antigeny v jedné ° °

jamce v Plasmacute testu. Jedna jaﬁka‘(é. 1) .

~ Subjekt 2 byl pou%it pro standveni toho,  zda existuje oslabeni
-gignalu za pFitomnosti poétu-diskli potaZenych stejnym antigenem. - -
T¥i separdtni jamky v Plasmacute testu {(jamky &. 2, 3 a-4).

Separace lymfocytu

Lymfocyty byly separovény za pouéiti lymfoprepu (Nycomed)
centrigace podle gradientu‘déﬁ§ify‘hépariniZQVané krve. Buiky - -
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byly promyty t¥ikrdt v PBS a resuspendovdny v kultivafnim mediu
DMEM obsahujicim 20% FCS, 1 mM L- glutamin, 50 IU/ml penicilinu

a 50 pug/ml streptomycinu (DMEM/FCS) . Pre21v331C1 buiiky byly
politdny vyludovdnim trypanové mod#i (0,2%).

Plasmacute test pouZivajici diskl jako pevné'féze

Smésné'estery‘celulosov?ch diskli s velikosti porl 8 yM'
(Millipore SCWP 01300)‘byly potaZeny 10 pg/ml kozimi '
anti-lidskjmi pro tfidy specifick?mi protilatkami. (Sigma,
anti-IgG I- 3382; anti-IgA I'b884 anti-IgM I- 0759) fedén?mi v PBS
azidu (0,001%). pfes noc prl pokogove teplote Disky byly
" blokovany DMEM/FCS prl 37 °C v 5% €O, po 1 hodinu. Lymfocyty byly
 pfidany k 12 mm &irym pEicnym jamkam (clear transwell) s
Qelikosti pdiﬁ 0ﬁ4 pM . (Costar 3460) a disky byly umlsteny na
spodni stranu a 1nkubovany po..dobu 3 hodin prl 37 °C v 5% co,

' Jednotlivé dlsky byly. preneseny do separédtnich jamek 24 jamkové
plotny (Costar) a byly 3x promyty PBS a 3x PBS Tween (0, 05 ).
Navédzand protilatka byla detekovéna 200 ul/jamku kozimi

anti-lidskymi pro’ trldu specmflckyml s perox1dasou konjugovanyml" o

protil&tkami (Slgma, IgG A-6029; IgA A-4165; IgM A 4290) redenym1
v DMEM/FCS a inkubovanymi 2 hodiny"pfi pokojové teploté. 'Dlsky
'byly promyty pro.odstranéni” nenavdzané protilatky, jak’ bylo'
popsédno dfive a vyvijeny za pouziti 200 L/ amku o
o-fenylendiamin-dihydrochlorid (OPD) (Sigma P-7288f'v”0,05 M
fosforeénanovém-citrétovém pufru (pH 5,0). Tficet minut po

prldanl substratu byl vyvo]j ukonCen za pouZiti 100 pl/jamku 1M :
H SO, . Jedno sto pl na jamku bylo pfeneseno do 96 jamkoye ELISA .
plotny (Greineer EIA plotny 65501 F-forma) a OD byly &teny na B

Titertek'Multiskan‘MCC/340'éEeéce ploten (Flow Laboratories) p¥i— = ~
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492 nm.

vysledky pokusG jsou ukdzény v tabulce 3,

ve které jsou

vysledky pro kaidou zachycovaci protilatku primérem ze t¥i jamek

jako absorbance x 1000.
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Jamka 1 obsahovala 2 miliony lymfocytl, jamky 2 - 4 obsahovaly
1 milion lymfocytd. "bufika" ukazuje, které &islo disku byly
umisténo nejbliZe k vrstv& bundk. '

Vysledky:

Test se subjektem 1 ukézal; Ze i 9 diskd miZe byt snadno
pouzito v jamce obsahujici lymfocyty. Odpov&d pro t¥#i IgG disky,
tfi IgA disky a t¥i IgA disky byly pro vSechny praktické Glely
identické pro kaZdou sadu, co? ukazuje, e aktudlni umisténi
disku vzhledem k protildtce neni zdsadni. Test s lymfocyty od
subjektu 2 uk&zal, Ze alesponl 8 identicky potaZenych jamek mizZe
byt umist&ro v jedné lymfocyty obsahujici jamce za vzniku
prakticky shodnych vysledkl. Tak vyndlez umoZiluje mnohondsobné
testy pro stejné pfipravky lymfocytl v jedné jamce.
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Patentowvé naroky
& .
1. Zpusob pze detekewdsi aktivni produkce protilétek v
odpov&di na cilovy antigen v krevnim vzorku vy z n a cujici
s e t im, Ze obsahuje: |

. ‘a) kontaktovani, v pfitomnosti nebo za absence ‘inhibitoru
proteinové syntezy, allquot uvedeného vzorku, nebo volltelne,
lymfocytu prlmo 1zolovanych 2z uvedeného vzorku, se pevnou fazi

za podminek, ktersd umoznujl produkci protilatek a ]e]lCh sekreci
lymfocyty; "

b) detekei vazby protilatky na uvedeny antigen(y) na pevné.
fazi v roztoku; a ' ' o ' ' -

cﬁ'srovnéni:vaéby,uVedenéhprotilétky v pfitomnosti. nebo za
absence‘inhibitofu‘proteinqvé:syntézy; gimZ se ziskd urceni
. ~mn9£stvi aktivni sekrece'protilétky v odpovédi na uvedeny
antigen(y) . R - L - o ;.

"Zpﬁsob podle ndroku.l vy znadujici se tim,
Yo uvedeni pevnd.fdze nese jeden nebo vice antlgenu o
- srozpoznavanych protllatkou nebo protildtkami, které majl byt
.detékovany :

3, Zpﬁsob podle ndroku t vy znadujici se tim,
Ye uvedeni pevnd fdaze nese jednu nebo vice protilatek, kteréh
rozpoznavaji protilétkﬁ‘nebo protildtky, které maji byt
detekovéany. ' ‘
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4. Zplsob podle jakéhokoliv z predeslifych ndrokd 1 aZ 3
vyznadujici se tim %e vzorek krve pouzity wve
zpisobu, nebo pouZity pro pfipravu lymfocytd pro poufiti ve
zpusobu, mi cbjem men$i ne? 1 ml. : -

5. Zplsob bodle‘jakéhokoliv z pfededlych ndrokd 1 a% 4
vyzna cujiciseti m, Ze zpusob je proveden na
vzorcich krve od novorozenct nebo d&ti pro odllsenl mezi nové
syntetlzovanyml protllatkaml a pasivné prenesenym1 materskyml
protilatkami. ' ‘ '

Zpusob podle jakehokollv z predeslych ndrokl 1 ai 5
v y zn adu jiecisetd m, - Ze vzorek krve je z1skan postupy
purlflkace nebo -obohaceni krve ziskané pfimo od pacienta.

7. Zplsob podle jakéhokoliv z predeflych ndrokd 1 ai &
vyznadujicisetimn Ze lymfocyty, kteréd jsou primo
izolovany z uvedeného vzorku, jsou pouzity ve zplsobu.

m:.s. Zpﬁsob podle jakéhokoliv z prede§lych nirokd 1 a¥ 7
vyznadéu j i c iIsetim Ze pred krokem kontaktovanl.
naroku 1 ]e pevny n031é blokovan ‘

e e . .. - B R S ae eamnfle oo o e e o

9.'Zpﬁsob podle jakéhokol;y_z_piedeél?cn_nérokﬁ‘;,ai,a
vyznadujicisetim, Ze inhibitor proteinové syntézy
je cykloheximid pouZity v koncentraci 50 - 500 pg/ml.

10. Zpisob podle jakéhokoliv z pFedeflych ndrokd 1 az 9-

vyznacdujicisetim Ze inhibitor ATPasy je pouZit v
konjunkci s inhibitorem syntézy proteint.

. e oo oo:-
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11. Zpusob podle jakéhokoliv z pfedeSlych n&rokd 1 a¥ 10
vyznacujici se tim Ze krok detekce naroku 1 je
proveden imunotestem. '

12. Zpisob podle ndroku 11 vy zna €€ujici se t inm,
. Ze imunotestem je ELISA.

13. Zpusob podle jakéhokeliv z prededlych narokil 3 a% 12
vyznacujiciseti m, 2e jeden nebo vice antigenf
rozpozndvanych protildtkou nebo protllatkaml, které- maji byt
detekovany, 1moblllzovanych na uvedene pevné f321 je uveden do

'kontaktu s uvedenou pevnou fazm

14. Zpusob podle JakehOkOllV z predeélych naroku 2 a4 ai 12
vyznadujicisect inm, ze jedna nebo.v1ce ‘protilatek
rozpoznava31c1ch protildtku nebo protilétky, kteréd maji byt '
detekovany, . 1moblllzovanych ‘na. uvedené pevne féazi je uvedeno do
kontaktu s- uvedenou pevnou fazi.

'3

15, Zptsob podle jakehokollv z predeslych naroku l az 14 :

vy zna ¢cuji ¢ is et im Ze solubllnl substrat je: pou21t

pro krok detekce naroku 1 a dava spektrofotometrlcky

- detekovatelny 51gnal e -
16. Zpﬁééb pddlé-jéﬁéhokéliv zzpfédeéiych‘nérokﬁ 1 az 15

vyzZzna é ujicisetim Ze je pou%it negat1vn1 kontrolnl

antigen.

17. Zplsob podle jakéhokoliv z predeslych narokd 1 aZ 16
vyznacujicisetinm ' Ze je detekovana aktivni




)

'protelnove syntezy,_allquot uvedeneho vzorku nebo volltelne,
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produkce protildtek k Herpes viru.

18. Zplsob podle jekéhokoliv z prede$lych néfokﬁ 2 a4 az 17

vyznadujicisetim %e je vyufito vice pevnych fézi,

kterda kazdd nese ruizny cilovy antigen.

19. Zplscb pro detekovdni p¥itomnosti nespecifickjch ukazateld
infekce ve vzorku krve vy zna dujiciset im e

obsahuje:

kontaktovéni, v pfitomnosti nebo za absence 1nhlb1toru

1ymfocytu prlmo 1zolovanych z uvedeného vzorku, se pevnou fa21ff
za podminek, - které umoZfiuiji produkci sekreci tkazateld infekce

lymfocyty;

detekc1 vazby ukazatele infekce;:na- vazebnyspartner na pevné

vfa21 -

“srovnani vazby uvedeneho ukazatele 1nfekce v pr1tomnost1 nebo
Za absence 1nh1b1toru protelnove syntezy, &im3 se zlska urcenl..
mnoZstvi ukazatele infekce v uvedeném vzorku.
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