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(54)  Zptsob pripravy specifickych protilatek pouzitelnfch "in vitro" pro imunochemické re-

akce nebo "in vivo" k sniZeni koncentrace nebo aktivity nékterych latek v organismu

Vyndlez Fesi piripravu protiléatek pro
imunochemické reaskce "in vitro" nebo pro
pouziti "in vivo" k sniZeni koncentrace
nebo aktivity nékterych latek v organis—
mu, s moZnosti jednoduché kontroly tvor-
by protiléatek.

Emulgovany antigen v Al-Span-0il
adjuvans Jje éplikovén kozém v narkéze
intradermélné po 0,1 mi na 50 mist opako-
vané v ti¥itydennich intervalech, nejméné
tfikrée, do dosaZeni vysoké hladiny pro-
tilatek. Tvorba protildtek je sledovéna
v pribéhu imunizadéniho procesu turbidi-
metricky. Prikladem pouZiti tohoto sché-
matu Jje pfiprava protilatek proti krali-
éimu gamaglobulinu a sérovému gonadotro-
pinu ze séra blezich klisen a jejich pre~-

cipitadni nebo biologicka kontrola.
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Vynélez se tfka zpisobu piipravy specifickych protilétek pouZitelngch "in vitro" pro
imunochemické reakce nebo "in vivo" k sniZeni koﬁcentrace nékterych latek v organismu ne-
bo k sniZeni jejich aktivity. Postup se osvédéil napPiklad pfi.piipravé precipitaéni pro-
tilatky proti kralidim globulinim, pouZivané p¥i radioimuncanal§ze k precipitaci speci-
fické protildtky s navdzanou radioaktivni létkou nebo pii piipravé protilatky proti séro—
vému gonadotropinu ze séra biezich klisen. Frotildtka proti sérovému gonadotfopinu niiZe
byt poufita ke sniZeni aktivity tohoto hormonu po jeho aplikaci jalovicim, kravém, pras-
nicim a daldim zvifatim pro stimulaci ovarialni aktivify, d4le mlZe byt poufita k radio-
imunoapalytickému nebo imunochemickému stanovehi gonadotropinu, '

Podle béZnych zpisobd se protilatky nejiastdji pfipravuji éplikaci,antigenu s Freun-
dovym adjuvans podkoind na 2 af 4 mista kralikdm, ovcim, kozém nebo prasatim. Zejména
u kralikG se nékdy pouZiva aplikace antigenu do kiZe na mnoho mist i do tlapek. NaZe zku~
Senostl prokazuji, Ze vysoce udinnfm zplsobem ziskéni kvalitnicp protilatek je imunizace
koz v narkdze na mnoho mist intradermélné (do kﬁie) antigenem s Al-Span-0il adjuvans.
Adjuvans je pfipravek emulzniho typu dod&vany ve dvou odddlenfch slo¥kéch. Slozka I Je
éuspenze hydroxidu hlinitého ve wodé, sloZka II obsahuje parafinovy olej a detergens
s vhodnou hodnotou hydrotilné~lipofilni rowvnovéhy. Price v narkdze mi V¥znam nejen pro
usnadnéni‘manipulace se zviretem, ale biispivé 1 k lepZi tvorbé protilatek. Al-Span-0il
adjuvans nahrazuje s vybornfm vysledkem dovaZené nebo individuélné pfipravované Freundovo
adjuvens. PouZiti koz k imunizaci je vfhodné pro snadndjsi manipulaci ve srowvnéni s ovce-
mi nebo prasaty, pro vétii objem zisgéni protilétky ve srovnani s krdliky nebo kritami
a pro snadnéjsi provedeni aplikace i sledovéni reakeci organismu, v

Zplsob piipravy protildtek spodivad v pouiiti emulze antigenu v Al-Span-0il adjuvans
k opakované intradermélni aplikaci kozém v narkéze na vice mist, odbdru krve za 10-20 dnd
po posledni imunizaci a soudasn& provadéném turﬁidimetrickém sledovéni tvorby protilatek
v krvi imunizovaného zvifete.

P¥iprava antigen u.' Piikladem piipravy antigenu k imunizaci Je emul-~
gace kralidiho gamaglobulinu a sérového gonadotropinu. Dva mililitry roztoku kralidiho
gamaglobulinu o koncentraci 1,6 mg globulinu/l ml fosfatového pufru je smichéno se 2 ml
suspenze hydroxidu hlinitého ve vodé (sloZka I Al-Span-0il adjuvans). Po 60 minutéch in-
kubace za chladu je suspenze s antigenem pieve&ena ve 4 dé&vkéch do 6 ml olejové slozky
II adjuvans s dikladnym protiepinim po ka%dém piidéni k dosaZeni dobré emulgace,

Rozpusténim 5 000 m.j. lyofilizovaného aérbvého gonadotropinu ve 2 ml vody pro in-
Jjekce je pripraven antigen ke smichéni a emulgaci se sloZkami Al-Span-0il adjuvans jak
Jje popséno vyse.

Zpusobdb imunizac e. Imunizace koz se provadi v celkové inhaladni narkdze,
celkem tiikrdt, v intervalech t¥i tydnd. Pii kaﬁdé imunizaci se aplikuje intradermélné po
0,1 ml emulze, obsahujici napriklad 0,32 ng globulinu v 1 ml nebo 500 m,j. gonadotrbpinu
v 1 ml, do distdlnich partii pPednich kondetin (15 vpichd), do distélnich paréii zadnich
kondetin (15 vpichd) a v krajiné lumbdlni (20 vpichi). Celkem Je p¥i ka%dé imunizaci
aplikovéno 5 ml emulze. V imunizaci je moZno pokraéovat 1 po dobé delli neZ t#i tydny.



Obvykle pak postaduji dvé aplikace v t¥itydennim intervalu k dosafeni kvalitni protilatky,
kterd se ziskava vidy za 10 a¥ 20 dnd po posledni imunizaci.

Ovéreni tvordby pr o't 114¢tky.V pribdhu imunizace se v tfdennich
intervalech odebirad krev na sérum a v séru se turbidimetricky sleduje tvorba protilatky.
K 1 ml séra desetkrat zieddného fyziologickym roztokem se pridd do zkumavek 5, 10, 30, 50,
100 a 200 m) antigenu (napriklad 0,8 mg globulinu/l ml nebo 500 m.j. gonadoﬁropinu/l ml)e.
Po zamichéni a 15 minutéch sténi pi#i laboratorni teploté se méri vanikly zékal pii 506 nm.
V pribshu imunizace dochézi v souvislosti s tvorbou protilatek k postupn® se zvy3ujicimu
mno%stvi precipitétu, 03inné protilétka musi vykéazat nejvyssi precipitat s 200 ul anti-
genu, v druhém piipadé alespod se 100 ul antigenu. Dva tydny po posledni imunizaci se ode-
bere krev do roztoku sodné soli kyseliny etylendiaminotetraoctové ¢=0, 545 mol/l (0,1 ml
na 10 ml krve). Po odstiedéni se na 100 ml plazmy piid4 1 ml roztoku CaCl, c¢=1 mol/l.
Sérum z>p1azmy se pak ziské po 5 hodinéch sténi pii laboratorni teploté odstieddnim vy-
sréZeného fibrinu (20 000 m.s™2, 30 min, 4 °C).

Biologické kontrola udinnosti protilatky proti sérovému gonadotro-
pinu (PMSG). Pro kontrelu U&innosti protilatky proti PMSG byly pouZity infantilni mys4i
samifky, u kterych byl pomoci PMSG stimulovén rast folikuld vyvolévajici zvdtSeni d&€lohy.
Skupind my3i bylo aplikovéno soulasné s PMSG kozi enti-PMSG sérum. Z v¥sledku Jje ziejmé,
%e 1 ml protilatky proti PMSG neutralizoval biologicky G&inek 1 m.j. FMBSG,

Predpoklédany neutralizadni Gdinek byl ovéien u 4 jalovio, které byly oSetfeny sou-
Sasnd PMSG a enti-PMSG sérem., V nésledujicd Fiji kontrolovené klinicky a stanovenim hor-
mon&lnich hladin v periferni krvi, byl u vdech zviiat zjiZtén normélni pribéh Pijovych
piiznakld 8 Jednou ovulaci, coZ prokézalo Gplné vyblokovéani sérového gonadotropinu., Po ih-
lseminaci 2 jalovice zablezly.

Aplikaci anti-PMSG séra 9 jalovieim, stimulovanym pomoci PMSG za Gdelem vyvoléni
superovulace, bylo dosaZeno StyPnésobné vétiiho zisku kvalitnich, iivotaachopnyéh ranych
_ embryi ve srovnéni se skupinou 9 jalovic bez odetfeni. Z provedenych expe:_:-imentélnich
praci ﬁyplyvé, %e ovérované kozi anti-PMSG sérum m& i po parentefélni aplikaci jalovicim
-speoificky neutraliza¥ni Gdinek, zjevnd nenaruduje Fidici mechanismus pohlavnich funkeci
a pii superovulaci poskytuje vjznamny pozitivni efekt.

PEEDMET VINALEZU

1. Zpisob piipravy specifickych protildtek pouZitelnych "in vitro" pro imunochemické
reakce nebo "in vivo" k snifeni koncentrace nebo aktivity nékterych lacek v organismu
vyznadenj tim, Ze preparat obsahujici entigen, napiiklad kralidi imunoglobulin nebo gona-
dotropin ze séra brezich klisen, se emulguje dvouslofkovym adjuvans, které obsahuje sus;
penzi hydroxidu hlinitého ve vodé a parafinovy olej s detergens, vzniklé emulze se apli-
kuae kozém v narkdze intradermélnd a opakovand v t¥itydennich intervalech, vidy na vice,
napiiklad 50 mist, 10 a% 20 dnd po posledni imunizaci se odebere krev imunigovaného zvi-
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Fete do antikoaguladniho prostiedku, napifiklad solné soli kyseliny etylendiaminotetraoc-

tové, odstiedduim se zbavi bunédnjch elementd a z odstiedené blazmy se antisérum izoluje

a upravi do skladovatelné formy.
2. Zplsob podle bodu 1 vyznadeny tim, %e tvorba protilatky v pribshu procesu imuni-

zace se sleduje v krevnim séru imunizovaného zvifete turbidimetricky.
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