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(54) Zpﬁsob kvantitativniho stanoveni alfa-laktalbuminu v télnich tekutinach
a vodnych roztocich :

Otelem ¥eSeni je kvantitativni stano-
veni{ alfa-laktalbuminu v té&lnfich tekutinéch
nebo vodnych roztocich v koncentradnim roz-
sahu 0 aZ 200 ,ug/l. Dosahuje se ho tim, Ze
alfa-laktalbumin obsaZeny v té&lni tekutiné
nebo ve vodné roztoku se uvede do kontaktu
s protilétkou proti alfa-laktalbuminu, sorbo-
vanou na pevny nosi¢, z néhoZ byl nadbytek ne-
nasorbované protildtky odstranén vymyvanim.
Na vytvofeny imunokomplex je po opakovaném
promyt{ pevného nosile navdzdna protildtka
proti alfa-laktalbuminu znalend enzymem. Po
odstranéni jejiho nezreagovanéhc podilu se
stanovi koncentrace enzymu, kterd je p¥imo
Umérnd koncentraci alfa-laktalbuminu. Re3e-
ni je vyuZ{vdné v oboru klinické biochemie
pro stanoveni koncentrace alfa-laktalbuminu
v séru nebo jinych télnfich tekutindch, p¥e-~
deviim u onkologickych nemocnych.
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Vyndlez se tykd zpuisobu kvantitativniho stanoveni alfa-laktalbuminu v t&lnfch tekutindch

a ve vodnych roztocich.

U&elem vyndlezu je stanovit alfa-laktalbumin v koncetracich, které se vyskytuiji v
lidském séru, eventudln& v jinych té&lnich tekutindch (mléko, cystick& tekutina prsu) nebo
extraktech tkd&ni. Stanoveni této bilkoviny specificky syntetizované v mlé&né 2l4ze se uplat-
nuje p¥edevdim p¥i studiu procesu vyvoje rakoviny mlédné Zlézy.

Je zndmy zpusob kvantitativniho stanoveni alfa-laktalbuminu v t&lnich tekutindch metodou
radioimunostanoveni (K. L. Woods, D. H. Cove, J. M. Morrison, D. A, Heath: Eur. J. Cancer
15 {1979) 47-51). Nevyhodou tohoto zpisobu je kompetitivni princip stanoveni, kdy interferu-
jici slofky ze vzorku {séra) je t¥eba p¥edem odstranit vysraZenim. DalSi nevyhodou je omezeni
této metody pouze na laborato¥e se specidlnim a ndkladnym p¥istrojovym vybavenim, neménéd
zdvainé je i moZné riziko kontaminace radionuklidy.

Vy8e uvedené nedostatky ¥eZi metoda kvantitativniho stanoveni alfa~laktalbuminu v t&l-
nich tekutindch a vodnych roztocich podle vyndlezu, jejiZ podstata spodivd v tom, Ze té&lni
tekutiny nebo vodny roztok obsahujicf alfa-laktalbumin se uvede do kontaktu s protildtkou
proti alfa-laktalbuminu sorbovanou z roztoku o koncentraci 0,1 aZ 20 mg/l p¥i teploté& 4 aZ
40 °c po dobu 1 aZz 72 hodin na pevny nosi&, s vyhodou na stény jamek polystyrenové destilky,
zhavené opakovanym vymyvanim nenasorbované protildtky proti alfa-laktalbuminu a nechd se
reagovat za teploty 20 aZ 40 °c po dobu 1 aZ 5 hodin za vzniku imunokomplexu, nadei po
opétném opakovaném promyvani pevného noside se sorbovany imunokomplex nechd reagovat s vod-
nym roztokem protildtky proti alfa-laktalbuminu znadend enzymem, O koncentraci biflkoviny
0,1 aZ 20 mg/l, a to po dobu 1 aZ 5 hodin p¥i 20 aZ 40 % a po odstranéni jejiho nezreago-
vaného podilu se stanovi koncentrace enzymu, kterd je p¥imo Umérnd koncentraci alfa-laktalbu-

minu.

Vyhodou uvedeného zpusobu podle vyndlezu je p¥edeviim odstranéni rizika ozadfeni a
kontaminace radionuklidy. Metodu lze provdddt v b&%Zné vybavenych biochemickych laborato¥ifch.
Nekompetitivn{ zpisob stanoveni eliminuje nutnost sloZitych krokl k odstran&ni interference

latek ze vzorku,

Citlivost a reprodukovatelnost metody je srovnatelnd s metodou radioimunostanoveni,
Pfesnost v sérii a v ase odpovida poZadavkum klinické pouZitelnosti metody, to je v sérii
8 %, v Case 15 a% 20 %. Sprdvnost byla testovdna na Sirokém souboru pozitivnich a negativnich
kontrolnich sér, stanovenim vnit¥niho p¥idavku a Fed&nim vzorkél o vy38{ koncentraci alfa-lak-
talbuminu. Zpdsob je jednoduchy, analyza se provadi v jedné zkumavce nebo jamce mikrotitradni
destidky bez sloZitych operacf{ a to v prib&hu jedncho dne v sérifich 50 i vice vzorkil.

Ddle jsou uvedeny p¥iklady moZného zpusobu stanoveni lidského alfa-laktalbuminu ve
vzorku.

PY¥{klad 1

P¥{prava alfa-laktalbuminu: 1,5 g syrovétkovych bilkovin, co% je podil lidského mléka
zi{skany po precipitaci kaseinl p¥i pH 4,6 za teploty 25 %¢, je frak&ionovén na sloupci
Sephadexu G-150 (5 x 80 cm) v pufru 0,02 mol/l tris-(hydroxymetyl)-aminometan s kyselinou
chlorovodikovou, pH 7,4 s 0,1 mol/l chloridem draselnym. Polyakrylamidovou elektroforézou
s dodecylsulfitem sodnym (koncentrace akrylamidu 100 g/l) jsou identifikovdny frakce bohaté
na alfa-laktalbumin (molekulovd hmotnost p¥ibliZné& 14 000), ty jsou ddle rechromatografovény
na DEAE -Sephadexu A-50: 200 mg bilkoviny se eluuje ze sloupce 2,5 x 40 cm linedrnim gradien-.
tem chloridu sodného (0,13 a% 0,39 mol/l) v 0,02 mol/l fosfitovém pufru o pH 7,4.

Dominantni frakce vytékajfc{ p¥i koncentraci 0,3 moel/l chloridu sodného je dialyzovdéna,

.lyofilizovdna a uZita pro pfipravu protildtky.
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P¥fprava protildtky proti alfa-laktalbuminu: provdd{ se imunizaci kozy podle metody
chrénéné autorskym osvédlenim &. 209 966. Podstata metody spofivd v tom, Ze alfa-laktalbumin
se emulguje dvousloZikovym adjuvans, které obsahuje suspenzi hydroxidu hlinitého ve vodé&

a parafinovy olej a vznikl& emulze se aplikuje narkotizovanym kozdm intradermdlné& a opakovand
ve t¥ftydennich intervalech vZdy na vice, nap¥iklad 50 mist.

Deset aZ dvacet dnl po posledn{ imunizaci se odebere krev imunizovaného zvifete a
ze séra je izolovdna specifick& protildtka afinitni chromatografii na alfa-laktalbumin-Sepha-
rose. Alfa-laktalbumin-Sepharosa je pfipravena navdzénim izolovaného alfa-laktalbuminu (90 mg)
na CNBr-aktivovanou Sepharosu (15 g) v pufru 0,15 mol/l kysely uhliditan sodny s 0,5 mol/l
chloridem sodnym o pH 8,3. Po 2 hodindch pfi 25 ¢ teploté je suspenze promyta pufrem uZitym
p¥i reakci, neobsazend vazebnd mista jsou blokovdna p¥idavkem 25 ml 1 mol/l etanolaminu

. - o :

po dobu 16 hodin pri 4 ~C.

Na sloupec alfa-laktalbumin-Sepharosy o rozmérech 1,6 x 40 cm se nanese 10 ml séra
odebraného z imunizované kozy, vysyceného hormalnim lidskym sérem v pom&ru 9:1 (9 objemovych
df1d antiséra s jednim objemovym dflem normdlniho lidského séra). Eluce specifické protildtky
ze sloupce se provadi 0,1 mol/l glycinovym pufrem o pH 2,5. Po rychlé neutralizaci pevnym
tris-(hydroxymetyl)-aminometanem je bflkovina dialyzovéna proti vodé a lyofilizovéna.

P¥iprava pevné féze s navdzanou protilédtkou: specifickd protildtka je na¥edéna ve
vazebném pufru uhliditan sodny - kysely uhliéitan sodny, 0,05 mol/l o pH 9,5 na optimdln{
°c
a dadle 16 hodin p¥i 4 °C na polystyrenovou zkumavku o objemu 5 ml. Po odsdtf roztoku je

koncentraci, to je 5 mg/l. Objem 0,2 ml tohoto roztoku je sorbovédn 1 hodinu p¥i 37

zkumavka promyta, a to 1 x 0,5 ml pufrovaného fyziologického roztoku o pH 7,2, 1 x 1 ml

pufrovaného fyziologického roztoku s 0,05 % objemovymi polyoxyetylensorbitan monolaurdtu
a 1 x 1 ml pufrovaného fyziologického roztoku. Do zkumavky se napipetuje 0,4 ml roztoku

o koncentraci 0,5 % hmot. hovéziho sérového albuminu v pufrovaném fyziologickém roztoku

a po 40 minutdch p¥i 25 %¢ se roztok odsaje.

Vazba alfa-laktalbuminu ze vzorku: objem 0,2 ml vzorku (nap¥. séra) Fedéného roztokem
o 0,5 % hmot. hové&ziho sérumalbuminu v pufrovaném fyziologickém roztoku je inkubovén ve
zkumavce s navézanou protildtkou po dobu 2 hodin p¥i 37 °C. Po odsati roztoku je opakovéno
promyt{ zkumavky a to 1 x 0,5 ml pufrovaného fyziologického roztoku, 2 x 1 ml pufrovaného
fyziologického roztoku s 0,05 % objemovymi polyoxyetylensorbitan monolaurdtu a 1 x 5 ml
pufrovaného fyziologického roztoku.

Vazba protildtky s navdzanym enzymem: specifickd protildtka s kovalentné navézanou
peroxiddzou se p¥ipravi reakcf 0,2 ml 1,25 % objemovych glutaraldehydu s 10 mg peroxidazy
o vhodné ¢istot& (RZ = 3), po 16 hodindch p¥i teploté 25 %¢ se volny glutaraldehyd oddialyzuje
a p¥idd se 5 mg afinitn& purifikované protildtky. Reakce probihd 16 hodin p¥i 4 ®c. Po inku-
baci 8. 0,1 ml 0,2 mol/l lysinu se roztok skladuje se shodnym objemem glycerinu p¥i -20 °c.
Tento konjugdt se na¥edf optim&lné& (to je na 2 aZ 4 mg bilkoviny/l, koncentrace kolisé
podle ¥arZe konjugétu) v roztoku 1 % hmot. sérovéhoc hovEziho albuminu v pufrovaném fyziolo-
gickém roztoku; 0,2 ml tohoto roztoku reaguje s imunokomplexem sorbovanym na zkumavce po

dobu 2 hodin p¥i 37 °c.

Po odséti a promyti zkumavky (1 x 0,5 ml pufrovaného fyziologického roztoku, 3 x 1 ml
pufrovaného fyziologického roztoku s 0,05 % objemovymi polyoxyetylensorbitan monolaurétu
a 1 x 5 ml pufrovaného fyziologického roztoku), je navédzand peroxiddza stanovena p¥idavkem
0,3 ml roztoku substrdtu, to je peroxidu vodiku o koncentraci 1 ml 30% roztoku/l s o-fenylen-
diaminem (0,22 mol/1) v 0,15 mol/1l fosfdt-citrdtovém pufru o pH 5,0. Po 20 minutdch je reakce
zastavena p¥idavkem 2,5 ml kyseliny sfrové (5,5 mol/l) a absorbance roztoku mé¥ena p¥i
492 nm. Koncentrace alfa-laktalbuminu v neznémych vzorcich je urdena z kalibra&ni k¥ivky
za u¥itf fady standardd alfa-laktalbuminu v rozsahu 0,1 aZ 4 ng ve vzorku, jejimiZ body
je jproloZena hyperbola druhého stupnd.
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P¥riklagad 2

Specifickd protildtka pfipraveni wpostupem shodnym jako v p¥ikladu 1 je navdzdna na
jamky mikrotitraénich polystyrenovyci: lestifek za uZitf 0,1 ml roztoku o koncentraci 2,5
mg bflkoviny/l. Promyti i vysyceni jamek hovézim sérumalbuminem se provAd{ napln&nim jamek
vZdy aZ po okraj. Ve v3ech dal8ich reak&nich krocich podle p¥ikladu 1 se pou2ivd polovi&ni

objem &inidel.

PREDMET VYNALEZU

Zpisob kvantitativniho stanoveni alfa-laktalbuminu v t&lnich tekutin&ch a vodnych
roztocich, vyznadeny tim, Ze t&1ln{ tekutina nebo vodny roztok obsahujic{ alfa-laktalbumin
se uvede do kontaktu s protildtkou proti alfa-laktalbuminu sorbovanou z roztoku o koncentraci
0,1 aZ 20 mg/l p¥i teploté 4 aZ 40 0 po dobu 1 aZ 72 hodin na pevny nosi&, nap¥fklad na
stény jamek polystyrenové destilky, zbaveny 3 a%¥ 5 ndsobnym vymyvanim nap¥iklad pufrovanym
fyziologickym roztokem s neiontovym detergentem nenasorbované protildtky proti alfa-laktal-
buminu a nechi se reagovat za teploty 20 aZ 40 %¢ po dobu 1 aZ 5 hodin za vzniku imunokoplexu,
nafeZz po op&tném 3 aZz 5 ndsobném vymyvani nap¥fiklad pufrovanym fyziologickym roztokem s
s neiontovym detergentem pevného nosile se sorbovany imunokoplex nechd reagovat s vodnym
roztokem protildtky proti alfa-laktalbuminu zna&ené enzymem o koncentraci bilkoviny 0,1 a%
20 mg/l, a to po dobu 1 a¥ 5 hodin p¥i 20 a% 40 °C a po odstrané&ni jejiho nezreagovaného
podilu se stanovi koncentrace enzymu, kterd je p¥imo umérnd koncentraci alfa-laktalbuminu,

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 K&s
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