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Nézov objavu: Protildtkovy kofaktor v TYudskych a
Zivoli3nych sérach

Predmet objavu: Jav spoivajici v existencii novej zloZky
Tudskych a zvieracich sér, nazvanej autorom
sérovy protildtkovy kofaktor, ktory podstat-
ne ovplyvnuje schopnost v&asného inektivova-
ného iminneho séra reagovat s virusom chripky.
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Pri 3tddiu vlastnost{i novych chripkovych virusov tzv.
~dzijskej chripky zemeranému najmé na dynamiku tvorby a charak-
teru specifickych protildtok sa zistilo, Ze titer protildtok
klesd, ak. sa iminne séra pred vySetrenim zashrievaji. Najskér

sme sa domnievali, Ze ide o protildtky, ktoré si citlivé na
takéto zahrievanie. Dal%fim vyskumom sa zistilo, Ze na zahrie-
vanie nie si citlivé samotné protildtky, ale nejakd ind zloZ-
ka séra, nejaky kofaktor, ktory ud&inkoval spolu s protilétka-
ni a2 ktory sa zahrievanim naru3il. Ak této termolabilnd zloZ-
ka sa pridala v podobe normdlneho séra k zahristemu iminne-

mu séru, protildtky sa reaktivoveli a iminne sérum malo titer
ako pred zahriatim. Zistilo sa, Ze ide o novi ldatku - sérovy
protildtkovy kofaktor (Styk B.,: Acta virol. 5, 334-341, 1961).

Neznalost existencie kofaktora viedla dovtedy v rade vedeckych
a diagnostickych pracovisk k negativnym vysledkom najm¥ pri testo-
van{ sér po infekcii alebo imunizdcii, obsshujicich tzv. "imper-
fektné" protildtky (termin zavedeny eutorom objavu).

V del¥om vyskume cme se zemerali nsa vysvetlenie a2 pornises-
nie vlastnostf{ tejto covtedy nezndme] zloZ'zy Zivo&iinyrch sér
siriviho wofukteors, htorad me vyznaénmi ¢loh. v priebeau re-
ekcie myzovirusov e protils2tkou =& ne cddkez jej odliSenic oc

dovtecy zndmych zloZiek sérsz.

Podobny vedecky problém edte nebol rieSeny. Nie sui zndme
Ziadne publikéc{e, ktoré sa tykaju podstaty objavu. UZ pred
tymto objavom bolo zndéme, Ze aktivita niektorych antiviruso-
vych protildtok sa zniZuje po tepelnej inaktivdcii séra. V
tychto pripadoch v8ak ide o protildtky vyZadujuice si komple-
ment. V daldej dasti sd uvedené ddkazy z ktorych jednoznza&ne
vyplyva, Ze kxofaktor nie je totcZny s komplementoxm, ale Ze
ide o novi, nezndmu sérovi zloZku, ktord mé sktivalni a

potencia&nd funkciu.

Neskordie literdrne uddaje inych autorov potvrdili objave-
nie sérového kofaktora. Su to préce najmé nérskych virolégov
Harboeho, Strandliho e spolupracovnikov. V préci uverejnenej
v Acta pathol. microbiol. scand 56 : 311 - 318, 1962 potvrdzu-
ju sprédvnost, opodstatnenost a pdvodnost objavu.
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Podstatou objavu Jje zistenie doteraz nezndmej zloZky Yuds-
kych a zvieracich sér, nazvanej autorom sérovy protildtkovy ko-
faktor. Tdto zlofka podstatne ovplyvﬁuje schopnost v&asného
inaktivovaného iminneho resp. rekonvalescentného séra reago-
vat s virusom chripky.

Pri vyskume biologickych vlastnost{ kmenov chripky A 2 sa
zistilo, Ze inaktivované my3ie sérum md titer protildtok niZ3{
akosérum nativne. Titer sa zvy3i (zredtauruje) na pdvodni hodnotu,
ak sa k inaktivovanému séru pridé normélne &erstvé rmySacie
sérum, Kofaktor stebilizuje komplex virus-protilatka a zniZuje
sklcn tohto komplexu x disocidcii. Princip titracie kofaktersa
cspodiva v stanoveni minimélneho kvanta nativneho normélneho
séra, Ktoré Jje eSte schopné reaktivovat pdvoény titer indika-
torovéhe (inaktivovaného) v&asného iminneho antiséra vod&i
virusu chripky A 2. Ukdzsglo sa:, Ze okrer zmeny produkcie véas-
nych 19 S (Svedbergova jednotka) protilétok na protildtky typu
7 S nastéva v pozdnom hyperiminnom sére aj zmena vnimavesti &

potencis&nému efextu xofaktora. Kofaktor sz uplatnuje hlavne v
teste inhibicie hemaglutindcie =2%o i v teste neutrzlizacie

g2
Virusa.

Nofaktor Jje makroglobulinovej povahy v nativnych séreach
rozli&nych Zivo&i3nych druhov. Potvrdilo sz to zonélnou
ultracentrifugdciou v denzitnom gradiente, azko aj gélovou
filtrdciou. Pri imunoelektroforéze bola kofaktorové sktivita
viazand na bet32 makroglobuliny. Pri elektroforéze na papieri
pri pH 9,0 sa kofaktor my&ieho sérs pohybcval s betzglobulin-
mi. Preparédt kofaktora o pomerne zna&nej &istote sa ziskal

precinitéciou bielk%ovin hovddziecho sérs rivanolom (2-etoxy-

—6,, diziiinoa~ridin lektét) alcbo neokslom (c*UJ. ‘lnafialén
s ) ¢ néslecrnu chromatogrsfiou na cietylrminoetyl celuldze
resr. <.Ibo~yTetw1c91uloze.

Protildtkovy kofaktor nie je identicky so znémymi séro-
vni zlo?kami: %omplementom a jeho komponentami, &ani s
properdinom. Je tieZ odli¥ny oé tzv. beta a gama-inhibito-

rov, ako a2j od plazminu.
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PretoZe biologické vlastnosti kofaktora by mali byt
podobné ako mé& komplement (C”?’) alebo jeho zloZky, najvilsia
pozornost sa venovala d8kazom, Ze kofaktor nie je &astou
komplementového systému, pripadne jeho zloZiek (najm# C’ 1,
ktord je tieZ termolabilnd).

Pri separdcii normdlnych sér pomocou gélovej filtrécie
sa podarilo oddelit kofaktor od zloZiek komplementu. Kofaktoro-
vd aktivitae sa vyskytovala (pri separdcii pomocou Sephadexu
G 200) prevéZine v prvom vrchole obsahujicom makroglobuliny,
zetial &o jednotlivé zloZky komplementu boli pritomné hlavne
v 7 S globulinovom vrchole.

Kvantitetivne porovnanie obszhu kofaxtora s C’l prec de-
komplementizéciou sér vidzbou ne precipitét antigén - protilatxs
a po nej, vykézalo rozdiely presahujice 4 rsdy.

Kyselina etyléndiamintetraoctové (ELTA), ktoré blokuje
axtivitu zloZky C’1 vychytdvaenim Ca2+ ionov, nechdve kofaktoro-
vii a%tivitu intaktnou v Yudskom, my¥om, %onskom, orasalorm,
cicadicm 2 hovdcdziom sére. Kventitstivne norcvnenie sktivit

C'1l 2 kofsktors opit prinieslo viac =zk%n 4-rddové rozdielyv.

LZ2tky = entikomplementdrnou aktivitou, = to cextran-
sulfdt, heparin, pelentan a trypsin neovplyvnili pocdstetnejsie
titer kofaktora, podobne 2ko odstrénenie zloZky C'3 pdsobenim
zymozdnu, &im bola komplementové sktivits tlokovend.

Experimentdlne sa takto preukdzalo, Ze protilétkovy
sérovy kofaktor nie je icdenticky s komplementom sni Jjeho
zlo*kami., DelZie metodické postupy a dékezy, ktorymi se jedno-
zna&ne potvrdila existencis kofaktore = ieho odliZnost od kom-
plementu = jeho zloZiek su podrobnejsie uvedené v Biologickych
nrécach XI/4 1965: Virusové protildtky = sérovy kefakter.

Oso»itny vyzner wé€ zictenie a ur&enie celkom odli¥nych
vliestnosti protildtkovdho kofsktorn 2z inych sérovych zloZiex
v sére novorodenycn prasiat. V ddslecku impermeebility
y obsshuje sérum

“

prasalej placenty pre sérové bielkoviny matk
novorodenych prasiat iba proteiny, kioré si syntetizované
vliastnym vyvijajicim sa organizmom. Protilétkovy kofaktor



A5 2 .

novorodenych prasiat méd podstatne niZ3iu molekulovd hmotnost
(zistené centrifugdciou v gradiente hustoty a gélovou filtré-
ciou, aktivita kofaktora je vo frakecii obsahujicej albumin).
Okrem toho je tento kofaktor extrémne termorezistentny. Podob-
ne mé niZsiu molekulovi hmotnost gama-inhibitor v nativnych
sérach; beta-inhibitor je zas termorezistentny. Tdto &ast
objavu odlisnych vlastnosti cicav&ieho protildtkového ko-
faktora a inych zloZiek sére mé zdkladny biologicky vyznam

pre oblast tvorby proteinov a pre 1mun016giu vébec.

Vyznaw objavu spodiva najmZ v jeho prinose pre rozvo]j vedy
v oblasti zakladne] biolégie, imunolégie a virolégie, v jeho
vyuZiti v zdravotnickej praxi. Poznatky o objaveni protildtové-
ho kofaktora postupne overili = potvrdili viacer{ domdei i
zahrani&ni{ autori. Najm# publikécie Harboeho a spol. su cenné
v tom, %Ze nielen potvrdili zistenie & vyznam kofaktore =
roz8irili poznatky o nom, ale si opravili vlestné predollé
nazory.

i. praktickému vyuZitiu objavu xofaktore cdoSlo v> virologicko-
sérologickej diasgnostike chripky z v epidemiologicke] praxi.
Z objevu vyplynuli niektoré zdsadné poznztky pre disgnosticku
praxe

V prvom rade ide o zistenie, Ze kofaktor je termolsbilny.
Pri aplikdcii akejkolvek metédy na odstrénenie nedpecifickych
inhibftorov sa inaktivuje. Ak v3ak nie su tangoveand vlastné
protildtky, je moZné pridanim nového kofaktora titer protilatok
zre&taurovet na pdvodmi hodnotu.

Odstranovanie nedpecifickich inhibfitorov pomocou jodistanu
draselného je nevhodéné. Jodistan draselny pdsobf nepriaznivo
na kofaktor a &asto i na iamperfektné protilétkye.

Najivhodnej3ia metoda na odstrénenie nedpecifickych
inhibitorov je opracovanie séra pomocou enzymu (Keceptor
destroying enzyme - enzym rozrulujici receptory) z filtrétu
mikroba Vibrio cholerae. Preparét KDE v CSSR sa2 nevyrébel o
nevhodné boli aj zahrani®né preparéty. Na zd“lsde zistenisn,

-

e niektoré prepardty RLE rozruduji véasné imperfektnéd protildtky
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vyvinul sa taky preparét RDE, ktory je aktivny a umofnuje
reStaurovat titer kofaktorom. V tejto suvislosti wvznikol
vyndlez na "Spdsob vyroby cholera filtrétu" - semipurifikova-
ného RDE, na ktoré bolo udelené &s. autorské osved&enie &.
171 413 a vyndlez na "Sp8sob findlnej upravy choleres filtra-
tu” resp. RDE", na ktoré bolo udelené &s. autorské osvedle-
nie &. 175 665.
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