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Popisuje sa spdsob navézovania vysokomo-
lekulovych biologicky aktivnych latok, aky-
mi st napriklad Specifické protilatky gama
globulinovej povahy, na polytetrafludretylé-
novy povrch kovalentnou chemickou véz-
bou. Povrch bol aktivovany v roztoku amo-
niaky kovovym sodikom. Po preplachnuti des-
tilovanou vodou bol vneseny do roztoku 1-
-etyl-(3,3-dimetylaminopropyl }-karbodiimi-
du v destilovanej vode. Do roztoku potom
bol vneseny roztok biologicky aktivnej vy-
sokomolekulovej latky. Po prebehnuti re-
akcie bol povrch opldachnuty vodnym roz-
tokom chloridu sodného a vysu3eny.

Takto pripravend pevna fdza mala potom
vyuZitie pri rddioimunoanalyze, respektive
enzymoimunoanalyze mnohych latok (tyro-
xin, digoxin, progesterdn, alfatoxin Bi1 a dal-
3ich).
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Vynélez sa tyka spOsobu navdzovania vy-
sokomolekulovych biologicky aktivnych la-
tok (VBAL), akymi si napriklad 3pecifické
protilatky gama globulinovej povahy na po-
lytetrafludretylénovy (PTFE) povrch kova-
lentnou chemickou vézbou s dal§im pouZitim
v rddioimunoanalyze (RIA) alebo enzymo-
imunoanalyze {EIA).

Dolezitym krokom pri RIA alebo EIA je
separdcia volnej a viazanej frakcie stanovo-
vanej latky s jej protilatkou. K tomuto tce-
lu sa vyuZiva védéSinou precipitaénych &ini-
diel na bielkovinovd frakciu, akymi sd siran
aménny a polyetylénglykol. Dalej sa vyuZiva
imunoprecipitdcie s druhou protilatkou. I-
nym separatnym postupom je moZnost vy-
uZitia sorpcie nizkomolekulovych latok na
aktivnom uhli potiahnutom dextranom. Tie-
to postupy sti nevyhodné v tom, Ze po pri-
dani separa¢ného ¢&inidla je potrebné via-
zani a volnid frakciu oddelit centrifugéciou,
¢o znatne komplikuje postup a predlZuje
jednotlivé stanovenia. Preto sa k separdcii
stdle vo vdcéSej miere pouZiva tzv. pevnej fa-
zy, t.j. protildtka je pred samotnou imuno-
chemickou reakciou zakotvena na pevnej
faze, vdésinou fyzikdlnou adsorpciou. Proti-
ldtka moZe byt naviazand napriklad na sku-
mavke - alebo gulke z-polypropylénu, poly-
styrénu a pod. Vlastné separécia je po pre-
behnuti imunochemickej reakcie velmi jed-
noduchd — naviazand stanovovand latka na
protilatku zostdva na pevnej fdze. Tento po-
stup mé vyhodu oproti predchéidzajicim vo
vécésej rychlosti vliastnej analyzy, nevyhodou
je, Ze vdzba na povrch nie je prili§ stabilna
a naviazanu VBAL je potrebné chranit skla-
dovanim pri nizkej teplote (problémy pri
transporte), alebo robit naviazanie tesne
pred imunochemickou reakciou. Dalsim moZ-
nym typom separdcie pomocou pevnej fa-
Zy je naviazanie VBAL v tlmivom roztoku na
jemné suspenzie, napriklad hydroxilovaného
dextranu. Tdto pevnd faza sa do reakcie pri-
dava vo forme suspenzie a nevyhodou je za-
radenie centrifugacie, respektive volnej se-
dimentacie pevnej fazy do postupu RIA a
EIA. Okrem toho chemikdlie na pripravu
suspenzie su vdcsinou dovozové.

Uvedené nedostatky rie$i postup podla vy-
nalezu, ktorého podstatou je, Ze PTFE po-
vrch sa aktivuje v roztoku amoniaku vo vo-
de s koncentraciou 5 — 42 % obj. pridavkom
kovového sodika od 0,01 do 15,00 mol . dm_1
pri teplote —40°C aZ +25°C s néslednym
premytim destilovanou vodou a vnesenim
takto aktivovanych povrchov do roztoku 1-
-etyl-(3,3-dimetylaminopropyl )-karbodiimi-
du (EDC) s koncentraciou od 1073 do 30 g.
.dm~3% v destilovanej vode s pH v rozsahu
od 4,0 do 6,5, ku ktorému sa prid4d VBAL s
koncentrdciou od 2 do 100 mg.dm™3 s né-
slednym ponechanim v klude po dobu 2 aZ
24 hodin pri teplote v rozmedzi od 2°C do
50 °C, vytiahnutim z roztoku, premytim vod-
nym roztokom chloridu sodného s koncen-
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traciou od 0,5 do 15,0 % hmot, osuSenim pri
teplote od 5 °C do 45 °C.

PouZitim postupu podla vynélezu sa dosa-
huji nasledovné dginky. Je vytvorend velmi
pevnd védzba VBAL na PTFE povrch, tepel-
ne méalo labilna, takZe sa vyrazne predlZuje
exspirdcia tejto pevnej fézy. Protilatka na
pevnej faze je vna%and do reakénej zmesi
a po prebehnuti imunochemickej reakcie je
moZné volnu a viazand frakciu od seba od-
delit vybratim pevnej fdzy z reak&nej zme-
si, ¢o znatne zjednoduSuje cely postup. U-
rychlenie celého postupu pri RIA mé za na-
sledok, Ze pracovnik, ktory vlastnid analyzu
robi, je krat3iu dobu vystaveny réddioaktiv-
nemu Ziareniu. Dalej sa Setria dovozové su-
roviny.

Priklad 1

Gulky z PTFE boli vnesené do kaditky, v
ktorej bol roztok amoniaku vo vode s kon-
centraciou 11 % obj. Do kaditky sa potom
po ¢astiach priddval kovovy sodik s vysled-
nou koncentraciou 7,5 mol.dm™3 pri teplo-
te —10°C. Po prebehnuti reakcie boli gulky
z PTFE premyté destilovanou vodou a vne-
sené do roztoku EDC vo vode s koncentrs-
ciou 10 g .dm™3 (destilovand voda mala
pH = 5,2). Do roztoku sa vniesla protilatka
proti tyroxinu s koncentrdciou gama globu-
linu 50 mg.dm™3 a tam ponechand v klude
4 hodiny pri teplote 22 °C. Po vytiahnuti bo-
1i gulky oplachnuté roztokom chloridu sod-
ného vo vode s koncentraciou 10 % hmot.
Gulky boli osusené pri teplote 22 °C. Potom
boli pouZité pri RIA a EIA tyroxinu.

Priklad 2

Postupovalo sa ako v priklade 1. Koncen-
tracia amoniaku bola 42 % obj. a pridavok
sodika 15 mol.dm™3. Pevnd fdza bola vne-
send do roztoku EDC v destilovanej vode s
pH = 6,5, s koncentraciou 30 g.dm~3. Kon-
centréacia protilatky proti progesterénu bo-
la 100 mg.dm~3 a k prepldchnutiu sa pouZil
roztok chloridu sodného vo vode s koncen-
tréciou 15 % hmot. Gulky boli osusené pri
teplote 45 °C.

Priklad 3

Postupovalo sa ako v priklade 2. Koncen-
trdcia protilatky proti alfatoxinu Bi bola
2 mg.dm3,
Priklad 4

Postupovalo sa ako v priklade 1. Na PTFE
povrch bola naviazané protilatka proti digo-
xinu s koncentrdciou 10 mg .dm™3.

Priklad 5

Postupovalo sa ako v priklade 2. Koncen-
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tracia kovového sodika bola vSak 0,1 mol.
.dm~3.

Priklad 6

Postupovalo sa ako v priklade 1. Koncen-

tracia EDC v8ak bola 10~2 g.dm™3. Vlastnd
konjugédcia prebiehala pri 2°C 24 hodin.

PREDMET VYNALEZU

Spoésob navdzovania vysokomolekulovych
biologicky aktivnych latok na polytetraflu-
oretylénovy povrch kovalentnou chemickou
vdzbou pre nésledné pouZitie v radioimuno-
analyze alebo enzymoimunoanalyze, vyzna-
teny tym, Ze polytetrafludretylénovy povrch
sa aktivuje v roztoku amoniaku vo vode s
koncentraciou 5 aZ 42 % obj. pridavkom ko-
vového sodika od 0,01 do 15,00 mol.dm™3
pri teplote —40 aZ + 25°C s néslednym pre-
mytim destilovanou vodou a vnesenim takto
aktivovanych povrchov do roztoku 1-etyl-

-(3,3-dimetylaminopropyl)karbodiimidu s
koncentraciou od 1073 do 30 g.dm™3 v des-
tilovanej vode s pH v rozsahu od 4,0 do 6,5,
ku ktorému sa pridd vysokomolekulova bio-
logicky aktivna latka s koncentrdciou od 2
do 100 mg.dm™3 s néslednym ponechanim
v klude po dobu 2 aZ 24 hodin pri teplote v
rozmedzi od 2°C do 50°C, vytiahnutim z
roztoku, premytim vodnym roztokom chlo-
ridu sodného s koncentraciou od 0,5 do

15,0 % hmot. a osuenim pri teplote od 5°C
do 45 °C.
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