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(64) Zplsob stabilizace konjugata enzymi s biologicky aktivnimi idtkami

ReSeni se tyk4 zvyleni stability konju-
gatd enzyml, které obsahuji iont kovu ve svém
aktivnim centru, s biologicky aktivnimi 14t~
kami (napf. s protildtkami), které se pouZi-
vaji pro enzymoimunologickd stanoveni.

Tyto konjugdty jsou obvykle v p¥isludnych
soupravich ve velmi nizkych koncentracich a
jejich stabilizace proteinovym médiem nechrédni
enzym p¥ed vlivem stop enzymovych jedd obsaZe-
nych v médiu &i v obalovém materidlu. G&inek
jedd stoupd s teplotou. P¥iddnim nadbytku
organicky vé&zaného kovového iontu o co nejpo-
dobn&j¥i struktu¥e jako md aktivni centrum
enzymu se vliv jedu d&lf na obé& formy p¥itom-
ného kovu (na pridany komplex a na aktivni
centrum), a to v pomé&ru jejich koncentraci.
Tim se vyrazn& zvy3i doba pouZitelnosti a
teplotni stabilita konjugdtu.
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Vyndlez ¥e${ zvydeni stability konjugdtl enzyml, které obsahuji iont kovu v aktivnim
centru, s biologicky aktivnimi l&tkami (d&le jen konjugét), napf. zvySeni stability konju-
g4tt protildtek s k¥enovou peroxiddzou, které se b&Zné pouZivaji pro enzymoimunologickd sta-
noveni. Tato stanoveni p¥{tomnosti nebo koncentraci{ biologicky aktivnfch létek se b&%Zné& uZi-
vaji v rutinni praxi a vyzkumu fady odv&tvi huménni i veterindrni mediciny a p¥irodnich véd
vietn& zemdd&lskych.

V soulasné dob& se ke stabilizaci pou¥ivajf proteinovd média (nap¥. 1 aZ 5= hovézi
sérovy albumin, normdlni hovézi nebo konské sérum, Zelatina apod.) s p¥isadou vhodného kon-
zervadniho &inidla bakteriostatického G&inku, nap¥. merthioldtu nebo azidu sodného.

Konjugdty pro enzymoimunoanalytické testy (nap¥. ELISA), které jsou distribuovény v sou-
pravdch majf vzhledem ke své vysoké aktivit& velmi nizkou koncentraci (¥éddov& mg/litr) a
tim koncentraci kovu v aktivnim centru ¥&dov& ug/litr. Stal{ proto p¥itomnost i nepatrnych
mno¥stvi latek schopnych tvo¥it komplexy s kovy v médiu nebo obalovém materidlu, aby do$lo
k podkozeni aktivnich center enzymd a tim k sni¥eni aktivity konjugdtu. G&inek t&chto ldtek
se zvySuje s teplotou. ProtoZe neni &asto moZné b&hem transportu apod. zachovat pfedepsanou
teplotu +4 ©c, dochdzl obdas (zv145td v letnich m&sicich) ke znehodnoceni t&chto p¥ipravki.

Tyto nedostatky fe$i vyndlez. P¥idavkem nadbytku komplexu organicky vézaného kovu (nej=-
lépe stejného kovu jako obsahuje aktivn{ centrum enzymu) a co nejpodobn&js{ struktury komple-
xu jako je struktura aktivniho centra enzymu do proteinového ¥ediciho média pro konjugét se
ne¥4douci G&inek enzymovych jedl d&li statisticky na ob& formy vézaného kovu (tj. v aktivnim
centru enzymn a p¥idaném komplexu), a to v poméru jejich koncentraci. ProtoZe pridany komplex
je v nadbytku, nedochéz{ ke sni%ovani enzymové aktivity v té mi¥e, jako bez p¥fdavku komplexu.
Nelze p¥idat pouze anorganickou sil kovu, tato m4 sama inhibi&ni d&inky na enzym a nezvySuje
jeho stabilitu. Nap¥. je-li enzymem nejlast&ji uZivand k¥enovd peroxidéza, jeji% aktivni
centrum tvo¥i iont Zeleza vézany mezi &ty¥i pyrolové cykly, je idedlnim komplexem pro zvySeni
stability peroxid&zy nékteré z hemovych barviv, kterd rovné&% obsahuji iont %eleza vdzany na

pyrolové cykly.

PouZitim vyndlezu je dosaZeno podstatné vys3i stability konjugétl. Stabilizovany konju-
g4t vydrZi zahtaty na 50 °c po dobu n&kolika dni, zatimco konjugét bez stabilizdtoru je za-
h#¥4tim na tuto teplotu znehodnocen. P¥i 37 °c probihd inaktivace stabilizovaného konjugdtu
asi 8krdt pomaleji ne? bez stabilizdtoru (plati pro kfenovou peroxidézu a hem jako stabili-
zator). Lze tedy takto stabilizované konjugaty p¥epravovat normidlnimi dopravnimi prostfedky
i v 1ét& a nebude dochdzet ke znehodnoceni konjugdtu, jako tomu né&kdy bylo v minulosti.

PY¥{iklad

Konjugdt kozi protildtky proti HBsAg s k¥enovou peroxiddzou se nafedl na pracovni kon=-
centraci 0,6 mg/litr médiem o sloZeni M tris-HCl ndraznik pH = 7,1 s 1% hov&zim sérovym albu-
minem a 0,01% merthiol&tem. Podle vynédlezu se do média p¥idd jedté& 100 mg/litr stabilizdtoru

hemin chloridu. Konjug&t je G&inny, m&-1li alespon 20 % své vychozi aktivity.

Konjugét bez stabilizdtoru ztrati svoji dinnost po zahfdtf na 50 °c, konjugadt se sta-
bilizdtorem je d&inny je3té za 16 dni p¥i této teploté. Pri 37 °¢ je konjugdt bez stabilizd-'
toru G&inny nejvyZe 8 dni, konjugdt se stabilizdtorem 2 m&sice.

vyndlez miZe byt pou¥ito viude tam, kde se pfipravuji a vyrdb&jf konjugdty enzymi
s biologicky # tivnimi létkami pro enzymoimunologické stanoveni, tj. v ridznych odvétvich
klinické biochemie, imunologie, endokrinologie, onkologie a ve veterindrnim a huménnim in-

fek&nim lékafstvi, rostlinné virologii atd.
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PREDMET VYNALEGZU
Zpuisob stabilizace konjugatd biologicky aktivnich létek s enzymy, jejichz aktivni cent-

rum obsahuje iont vicemocného kovu, vyznadeny tim, Ze se jako stabilizdtor pridavaji orga-

nické komplexy vicemocnych kovovych iontl, vyhodné stejnych kovid, jako obsahuje aktivni cent-

rum enzymu.
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