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Przedmiotem wynalazku jest sposéb radioimmunologi-
cznego oznaczania substancji biologicznych, zwlaszcza
hormonéw, w plynach ustrojowych, przy uzyciu swoistych
przeciwcial, kowalencyjnie zwigzanych z nierozpuszczal-
nym nosnikiem.

Metody radioimmunologiczne, oparte na iloSciowym
wigzaniu hormonu ze swoistym dla niego przeciwcialem,
pozwalajg na oznaczanie nanogramowych ilosci hormo-
néw w stirowicach, ekstraktach tkankowych i plynach
ustrojowych. W chwili obecnej metody te ze wzgledu na
wysoky czulo$é i swoistosé stanowia jedyng mozliwosé
dokladnego oznaczania hormonéw we krwi ludzkiej i sg
szeroko stosowane w laboratoriach klinicznych i nauko-
wo-badawczych. Powstalo wiec zapotrzebowanie na kom-
pletny, wystandaryzowany zestaw odczynnikéw, pozwala-
jacych na rutynowe wykonywanie analiz.

Dotychczasowe sposoby przeprowadzania radioimmu-
nologicznych oznaczen hormonéw w ptynach ustrojowych,
wykonywane za pomocg metody podwéjnych przeciwcial
lub tzw. fazy stalej, wykazujg duzo wad analitycznych.

Metoda podwéjnych przeciwcial, polegajaca na wytrg-
ceniu kompleksu hormonu ze swoistym dla niego przeciw-
cialem za pomoca drugiego przeciwciala, skierowanego
przeciwko przeciwcialu, zwigzanemu w kompleks, wyma-
ga uzycia trzech réznych surowic, jest pracochlonna w wy-
konaniu i daje wynik dopiero po 3 — 5 dniach. Wynik ten
uzalezniony jest od stalych dysocjacji dwu réznych kom-
plekséw, znajdujacych sie w roztworze, przez co obcigzony
jest dodatkowym bledem.

W metodach fazy stalej do oddzielenia kompleksu od
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hormonu wolnego zamiast drugiego przeciwciata uzywane
s3 nierozpuszczalne sorbenty takie, jak talk, wegiel akty-
wowany lub probéwki, ewentualnie krazki z tworzyw
sztucznych. S3 to jednak metody oparte na nieswoistych
wlasciwosciach sorbeyjnych tych nosnikéw, wobec czego
pozbawione sg podstaw teoretycznych i nie zapewniajg
nalezytej powtarzalnosci wynikéw. Dla podniesienia swo-
istosci metod fazy staltej prébowano stosowaé przeciwcia-
1a, kowalencyjne zwigzane z nierozpuszczalnym rozdrob-
nionym nosnikiem. Jednakze stosowane do tego celu nosni-
ki takie, jak proszek celulozowy czy hydrofilne zele (agar
i jego pochodne), nie spetniajg zadowalajaco swojego zada-
nia ze wzgledu na zbyt rozwinieta powierzchnie i efektsita
molekularnego. Dodatkowg trudno$é w wykonaniu anali-
zy sprawia sposéb réwnomiernego rozdawkowania bardzo
matych ilosci nosnika.

Sposéb wedlug wynalazku pozbawiony jest wad dotych-
czas stosowanych metod i polega na reakcji pomiedzy
przeciwcialem, immobilizowanym na krazku bibuly,
a hormonem, znajdujacym si¢ w roztworze. Kowalencyjne
przywiazanie przeciwciala do bibuly zostalo osiagniete
przez aktywacje grup -OH w celulozie za pomocg prostej
reakcji np. bromocjanowania. Fakt, ze przeciwciala zosta-
ly zwigzane z krazkami bibuly, a nie rozdrobnionym nogni-
kiem w zasadniczy sposéb upraszcza metodyke postepo-
wania. Krazki bibuly z przylaczong scisle okreslong iloscig
przeciwcial umieszcza si¢ w roztworach, zawierajacych
Sladowg ilo§¢ hormonu znakowanego i préby badane,
wzglednie wzorcowe roztwory hormonéw, stuzgce do spo-
rzadzenia krzywej kalibracyjnej. Po 15-20 godzinnej inku-
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bacji w temperaturze pokojowej, krazki ptucze sie woda
i oznacza ich radioaktywnosé. Ilos¢ zwigzanego przez
krazki hormonu znakowanego maleje wraz ze wzrostem
stezenia hormonu nieznakowanego w mieszaninie inkuba-
cyjnej. Pozwala to z prostolinijnego odcinka krzywej ka-
libracyjnej odczytaé ilosé hormonu, zawartego w prébie
badanej.

Test wykonuje si¢ w sposéb bardzo prosty, przy czym

pomijane s3 klopotliwe zabiegi oddzielania i ptukania
§ladowych ilosci osadéw za pomocg kilkakrotnego wiro-
wania w ochlodzonych wiréwkach, badz tez ich sgczenia
przez saczki membranowe. '
Warunki analityczne wielu dotychczas stosowanych me-
tod pozwalaly na pomiar hormonéw w surowicach dopiero
po 2-3krotnym ich rozciericzeniu. Sprawa uwzgledniania,
badz nieuwzgledniania tego wstepnego rozciericzenia su-
rowic, jest Zrédlem wielu kontrowersji i utrudnia poréw-
nywanie wynikéw, uzyskiwanych przez rézne laboratoria.
Sposéb wedlug wynalazku pozwala wykonywaé pomiar
w surowicach nierozciericzonych, a wiec prowadzi do
oznaczenia rzeczywistej zawartosci hormonu w prébie.
Przyklad: Do 3000 krazkéw, wycigtych z bibuly fil-
tracyjnej, o srednicy 0,5 cm, zawieszonych w 600 ml wody
dodano 600 ml 4% wodnego roztworu CNBr. Reakcje
bromocjanowania prowadzono przez 20 minut w pH = 10,5
- 11,0, utrzymywanym przez automatyczne dawkowanie
2N NaOH, przy lagodnym mieszaniu. Nastepnie krazki
przeplukano na lejku ochtodzong wodg i 0,1 M buforem
weglanowym o pH = 8,5. Natychmiast po odmyciu krazki
umieszczono w 450 ml buforu weglanowego, zawierajace-
go 300 pg gammaglobuliny przeciwko ludzkiemu hormo-
nowi wzrostu (tj. 0,5 pg/cm’) i tagodnie mieszano przez noc
. w temperaturze 4°C. Nastepnie krazki po przemyciu 0,5M
NaHCO3, wodg, 0,IM buforem octanowym o pH = 4,0,
wodg i 0,5 M roztworem glicyny przechowywano w buforze
fosforanowym o pH = 7,4, zawierajagcym 0,05% azydku
sodu w temperaturze 4°C. Przydatnosé tak przygotowa-
nych krazkéw do oznaczeri radioimmunologicznych
sprawdzono w sposéb nastepujacy. Do szeregu probéwek
dano po 10 pl (0,5 ng) hormonu wzrostu, znakowanego
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jodem radioaktywnym. Nastqpnie do czgsci probowek do-
dano po 0,5 ml kalibrujagych roztworéw, zawierajacych od
0,0625 do 16 ng hormonu wzrostu, a do pozostatych po 0,1
ml badanych surowic i 0,4 ml buforu weronalowego, za-
wierajacego 0,2% albuminy wolowej. Bufor ten byl uzywa-
ny do rozcieficzania wszystkich pozostatych roztworéw.
Wyniki obliczano w stosunku do prébek odniesienia, za-
wierajgcych tylko hormon znakowany i 0,5 ml buforu
weronalowego. W kazdej z prob6wek umieszczano krazek
bibuly i poddawano je wytrzgsaniu przez 15-20 godzin.
w temperaturze pokojowej, po czym krazki optukiwano
wodg i liczono ich radioaktywnosé. Ilosé¢ impulséw, znale-
ziona na krazkach, zmniejszala si¢ wraz ze wzrostem
stezenia hormonu nieznakowanego w mieszaninie inkuba-
cyjnej. Zakres stezen hormonu nieznakowanego, w ktérym
zachowana byla prostolipijnosé krzywej kalibracyjnej wy-
nosit od 0,0625 do 8,0 ng, co pozwalalo oznaczyé od 0,6 do
80 ng hormonu wzrostu w 1 ml surowicy, gdyz do analizy
brano po 0,1 ml surowicy. Zakres ten moze byé¢ jednak
regulowany iloscig przylaczonych do krazka bibuly prze-
ciwcial, co w zaleznosci od potrzeb umozliwia oznaczanie
zaréwno matych, jak i duzych iloci hormonu. Analiza
wielu réznych surowic wykazala, ze ilo§¢ oznaczanego
w nich hormonu wzrostu proporcjonalnie malala wraz
Z rozcieficzaniem surowicy.

Opisana metoda daje mozliwos¢ wprowadzenia na rynek
znacznie tanszych i dogodniejszych w uzyciu zestawéw,
niz dotychczas dostepnych zestawéw podwéjnych prze- -
ciwcial do radioimmunologicznych oznaczeni hormonéw.

Zastrzezenie patentowe

Sposéb radioimmunologicznego oznaczania substancji
biologicznych, zwlaszcza hormonéw, w plynach ustrojo-
wych przy uzyciu swoistych przeciwcial, kowalencyjnie
zwigzanych z nierozpuszczalnym nosnikiem, znamienny
tym, ze swoiste przeciwciala przylacza si¢ kowalencyjnie
do bibuly, uprzednio zaktywowanej, korzystnie bromocy-
janem.

Sklad wykonano w DSP, zam. 2245/7.C
Druk w UP PRI, nukta:d 125 ¢ 20 epz,
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