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(54) . Zpasob vyroby diagnostického séra pro stanoveni C 4 globulinu

=

(57) Monospecifické reakce diagnostického
séra se dos&hne i p¥i zjednoduSené preparaci
a purifikaci C 4 globulinu tak, e k jednomu
1itru smifeného lidského séra zmraZeného
nejménd 3 mdsice p¥i -15 OC se pridajf 2 lit-
ry 1% roztoku 2-ethoxy-6,8-diaminocakridin-
laktatu (rivanolu), srafenina se za 48 hodin
rozpust{ p¥i +4 °C v 0,3M chloridu sodném a
v Yad& 0 a¥ 0,02 a% 0,04 a% 0,1 a% 0,2 a% 0,3
a% 0,5 a¢ 1,0 aZ 2,0 ml frakce se ptidd k 1 ml
séra prasete, kozy nebo krdlfka, jemuZ byl
injikovén lidsky C 4 globulin. Imunoelektro-
foreticky se stanovi nejmen3{ hodnota p¥idav-
ku pot¥ebnd k dosaZeni specifické reakce

s lidskym sérem. Po pridavku frakce k anti-
séru se imunoprecipitdt odd&l{ pri +4 oC za
24 hodin filtracf a diagnostické sérum se do
tydne finalizuje bud lyofylizaci, nebo se

z nd&j p¥ipravi imunoglobin, eventudlné spe-
cifick& protilétka.
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Vyndlez Ye%{ problém vyroby diagnostického séra pro stanoveni C 4 globulinu - &tvrté sloi~
ky komplementu - po strdnce monospecifi&nosti vysledného produktu a po strénce hospoddrnosti
technologického postupu.

Vyroba je zalo%ena na poznatcich Miller-Eberharda H. a Bira C. E.: "Isolation and descrip-
tion of the fourth component of human complement", uvefejné&nych v J. Exp. Med. 118, 447-466,
1963 a zejména pak autort Satoshi Shiraishi a Roberta M. Strouda: "Cleavage products of C 4b
produced by enzymes in human serum", uve¥ejnénych v Imuﬁochemistry 12, 935-939, 1975, p¥idemi
tito auto¥i pomoc{ monospecifického diagnostického séra prokdzali heterogenitu C 4 globulinu
a jeho 5t&penf Udinkem sérovych a plazmovych pisobki. Monospecifickd antiséra tito autofi
ziskali opakovanym srd¥enim normédlniho lidského séra siranem sodnym p¥i 14 a 18% nasyceni,
s ndsledujfc{ dialyzou, chromatografif na sloupci dietylaminoetylceluldzy.

Dal¥{ purifikacf frakc{ zahuft&nych ultrafiltracf pas&¥ovanych na sloupci sephardzového
gelu C6B s kovalentn& vézanym lidskym IgG bromkyanovou metodou ziskali stupfhovou eluci C 4
globulin, ktery pak dvakrdt purifikovali preparativni akrylamidovou elektroforézou. ProuZky
prédgkovaného akrylamidového gelu spolu s eludty té&chto gelld injikovali kozém s kompletnim
Freundovym adjuvans. Nevyhodou postupu je pracnost, kterd je pro vyuZiti v primyslovém m&¥ftku
velmi nevyhodnd. Proto se vyrobci C 4 diagnostika snaZf o zjednoduSenf nap¥iklad pouZitim
vysokotlaké chromatografie p¥i preparaci C 4 globulinu, kterd m& lepdi separadni vlastnosti,
ne? chromatografie oby&ejnd, a vypoust&jf jeden, nebo i vice separa&nich stupnt, hlavné pre-
parativn{ elektroforézu, kterd m& relativné malou kapacitu po strdnce kvantity C 4 globulinu.

Vynechdnim popsanych preparadnich stupnii se velmi vyrazn& presunuje t&Zi%té& obti%nosti
a pracnosti do vysycovaci féze vyrobniho procesu, kterd spodivd v kontrolovaném p¥idavku vy-
b&rovych bflkovinnych materidlt preparovanych z lidského séra nebo plazmy k séru zvi¥at, jimZ
byl C 4 globulin injikovén. Timto procesem se dosahuje poZadované monospecifi&nosti tak, aby
diagnostickd imunoreagens doséhla poZadovanych kvalitativnich i kvantitativnich parametrd
uzndvanych v daném obdobf v&deckého pozndvéni.

Proces vysycovdni je odborn& vysoce ndroény, vyZaduje kombinaci rtznych bilkovinnych
materidll, pY¥idemZ ka%dé individudlni zvifeci sérum vyZaduje po strdnce kvality i kvantity
r@izn& velké p¥idavky. Nejzdvain&jsi v3ak je, Ze vysycovdni selhdvd v p¥ipadech, kdy nelze
v dostate&ném kvantu ziskat vhodné materidly. Tak v konkrétnim p¥ipad® se s dodrZenfm platné-
ho vyrobnfho p¥edpisu vypracovaného v prib&hu vyzkumného itkolu, nahromadilo mnoho desitek
litrd zvi¥ecfho (prase&iho) séra z mnoha skupin prasat, imunizovanych C 4 globulinem. Jsou to
zejména proteiny pat¥ic{ k t¥eti sloZce komplementu a bflkoviny nébojové a difdzné blizké
C 4 globulinu, které se z imunogénu obti%n& odd&luji, a které u imunizovanych zvi¥at navozuji
protildtky neZédouci.

V dob& p¥ed poddnim pY¥ihldZky vyndlezu bylo ohroZeno splnéni planu vyroby C 4 diagnosti~
ka po¥adovaného jak na¥im zdravotnictvim, tak i zahraniénimi odbé&rateli. Utilizace takového
surového zvitecfho séra je vzhledem k vynaloZené préci Z4douci, a z podstaty jevu lze prévem
usuzovat, Ze s tymi% problémy se setkdvaji i vyrobci zahrani&ni.

Podstatou vyndlezu je zplsob vyroby diagnostického séra pro stanoveni C 4 globulinu vy-
zna&eny tim, Ze na jeden objemovy dil lidského séra nebo plazmy, skladovanych minimdln& 3 me&-
sice p¥i -15 YCc ve zmra¥eném stavu, aby tak do%lo ke spontédnni konverzi C 3 globulinu na
beta-1l A globulin se pisobi jednim aZ Sty¥mi dfly 0,3% a% 2% roztoku 2-ethoxy-6,8-diamino-
akridinlaktdtu (rivanolu), sraZfenina se promyje destilovanou vodou a eluuje se nadbytkem
0,15 M a¥ 1,5 M chloridu sodného, pfidem? v prib&hu sténi sm&si p¥i +4 °Cc se odd&li roztok
bilkovin od tuhé féze a ziskd se dekantaci. Tekutina obsahuje prakticky veSkery sérovy beta-1 A
globulin a n&které dal¥f bilkoviny, které jsou zv143t& pot¥ebné k dosaZeni poZadované mono-

specifidnosti diagnostického C 4 antiséra.

K fadd vzorkd séra prasete, kozy, nebo krédlfka, jimZ byl injikovén C 4 globulin, se p¥i-
d4 stoupajficf objem ziskané frakce. Po jedné hodind sténi se zifskaji supernatanty odst¥edénim,
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a testujf se imunoelektroforézou, p¥idem? ve startovnich jamkdch je umisténo lidské sérum,

v kandlcich supernatanty. Stanovi se nejmendi hodnota p¥idavku, potfebnd k dosaZeni monospe-
cifidnosti C 4 diagnostika. Vypodteny objem rivanolové frakce se pak pfidé k poéadovanému‘
velkému objemu zvi¥eciho séra a vysledek se znovu kontroluje imunoelektroforézou, p¥ipadné

i dal3imi metodami, jako radidlni imunodifdzi, raketkovou metodou podle Laurella, a podobné&.
Vysrd¥eny imunoprecipitét se za 24 hodin odst¥edi, sérum se prefiltruje a nejpozdéji po tydnu
stédni p¥i +4 °Cc se finalizuje bud lyofilizacf, nebo separaci imunoglobulinu, nebo protilatky.
V p¥ipad® pot¥eby lze rivanolovou frakci snadno polymerovat glutaraldehydem a vysycovaci d4vku
stanovit dévkovdnim vlodkového surbentu k surovému antiséru; po 24 hodindch sténi se vloCky

odstranf{ zachycenim sitem.

Vvyndlez dosahuje nového a vy¥3fho Gfinku ve vyrob& diagnostického séra v podstatném zjed-
nodudeni{ vyrobnfho procesu, nebot eliminuje vyhled&véni, zkouSen{ a pokusné kombinovéni rdz-
nych nekonstantnich frakei v procesu vysycovani a omezuje prdci na jednoduchou p¥ipravu vysy-
covaciho materidlu konstantniho slo¥enf, libovoln& dostupného v pofadovanych objemech, pficemZ
jako zdroje miZ%e byt pouZito smdsi dércovského séra nebo i plazmy po réznych vySetfenich,
co¥ je v podstatd odpadovy sbdrovy materidl, ziskdvany z .hematologickych a transfiznich pra-
covisf. P¥i odborné realizaci vyndlezu se vysyceni omezuje na jednoduchy a tém&f mechanicky
provadény utkon a kvalita produktu splhuje nejp¥isndjs{ kritéria monospecifi&nosti. Vyhoda
vyndlezu se uplatni i p¥i idedlnim vysledku purifikace C 4 imunogénu, tim vice vak vystoupi
do-pop¥edi, &im vice se purifikace imunogénu zjednodud{. V krajnim p¥ipadé p¥i pr¥ilisném zjed-
noduseni, nebo i nezdarené purifikaci C 4 globulinu je vyuZitf vyndlezu rovné% moiné a lze

tak zachrdnit i surovéd zvifeci antiséra, kterd by jinak pfiSla nazmar.

Je v¥ak nutno poditat s velkymi dévkami vysyceni a s pozorovatelnym zeslabenim protildtky
specifické, ji%¥ je pak nutno posflit zahuSt&nim na vy&%1 koncentraci k dosaZeni poZadovaného
titru. RAznd individudlni séra imunizovanych zvifat se tedy po imunizaci 1iZ{ jen rGzn& vel-
kym p¥idavkem p¥i vysycovéni, ani% by bylo t¥eba pfipravovat, zkoufet a kombinovat n&jaké
jiné materidly. VyuZiti vyndlezu md prokazatelné vyhody v ekonomice vyroby.

pP¥iklad konkrétniho provedeni vyrobniho postupu: k jednomu litru smiSeného séra dérci
krve, které bylo uchov&véno pdl roku ve zmraZeném stavu p¥i -15 °c, bylo po rozmra¥eni na tep-
lotu 20 °c p¥ilito 2 000 ml 1% vodného roztoku 2-ethoxy-6,9-diaminoakridinlaktdtu, smé&s pone-
chéna 24 hodin v lednici p¥i +4 Oc, tekutina nad sraZeninou dekantovéna, sraZenina promyta
nadbytkem destilované vody, rozmichéna se dvéma litry 0,3M chloridu sodného, uloZena do led-
nice a s ob&asnym promichdnim ponechéna 48 hodin p¥i +4 Oc. Po této dobd byla &ird tekutina
nad tunou f&z{ slita a pipetovéna k Fad® vzorki prasedfho séra, ziskaného injikovanim prasat
C 4 globulinem, a to ve stoupajicich objemech v Yad® 0 a¥ 0,02 a% 0,04 a% 0,1 aZ 0,2 aZ 0,3
a¥ 0,5 aZ 1,0 a%Z 2,0 ml frakce na 1 ml zviteciho séra. Vzorky byly po 1 hodiné& sténi a odcent-
rifugovédni imunoprecipitétu analyzovany z kandlkd imunoelektroforetické desky, na ni% bylo
p¥edb&?nd ze startovnich jamek rozdé&leno lidské sérum normdlni ze startovnich jamek, za pod-
ninek standardnf imunoelektroforézy. Hodnota 0,2 mlL frakce, kterd postadovala k dosaZeni mono-
specifiénosti v imunoelektroforéze, byla pfepoftena na 4 litry prasediho séra. Po pridavku
800 ml k tomuto objemu séra byla sm&s ponechdna 24 hodin v lednici p¥i +4°¢ a imunoprecipitét
odfiltrovén mikrobioclogickym filtrem. Vysledek vysyceni byl pak ové¥en imunoprecipitadnimi

metodami a p¥eddn k daldimu zpracovini.

vyu?iti vyndlezu je mnohostranné: diagnostické sérum p¥ipravené podle vyndlezu je vhodné
pro kvalitativni prikaz C 4 globulinu v riizngch biologickych materidlech, ke sledovéni desak-
tivace komplementdrnich slofek vzniklych 3tépenim C 4, k diagnostickym G&elim pro kvantita-
tivni stanoven{ imunoprecipitadnimi metodami, k testlim imunofixaénim, a to bud v podobé& upra-
veného zvi¥ecfiho séra p¥imo, nebo v podob& izolovaného imunoglobulinu t¥{dy G, v nejdokonalej-
§{ formé pak (co¥ bylo pokusn& prov&¥eno) v podob& vyt¥{dé&ného souboru imunoglobulinovych
molekul se specifickou afinitou k C 4 globulinu, které lze %iroce vyuZfivat v imunochemické,
biochemické, imunohematologické a laboratorn& diagnostické praxi, a znalkovat enzymem nebo

’

radioaktivnimi prvky.
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PREDMET VYNALEGZU

Zplisob vyroby diagnostického séra pro stanoveni C 4 globulinu vyznaleny tim, Ze na jeden
objemovy dfil lidského séra nebo plazmy se pusobf jednim aZ &ty¥mi objemovymi dfly 0,3% aZ 2%
roztoku 2-ethoxy-6,8-diaminoakridinlaktdtu, sraZ%eaina se rozpusti nadbytkem 0,15 M a% 1,5 M
roztoku chloridu sodného, ziskany roztok se p¥idd v experimentdln& stanoveném objemu k séru
prasete, kozy nebo krdlika, jim¥ byl injikovdn 1idsky C 4 globulin a vysréfeny imunoprecipiQ
tdt se odstfedi, nebo odfiltruje.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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