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Vyndlez se tykd zplisobu a prostFedku
pro imunologické stanoven! enzymi, které
s inhibitorem tvoli komplex enzym-inhibi-
tor, obzvlastd pro stancveni proteolytickych
enzymi. Zpisob stanoveni! enzymil za po-
moci protilatek stanovovaného enzymu, vé-
zanych na ve vod# nerozpusiny nosic, je
vyznadeny tim, Ze se enzymy, které s inhi-
bitorem tvoli komplex enzym-inhibitor, in-
kubuji 3 vdzanymi protildtkami, reak€ni roz-
tok se odstrani, promyty nosi¢ s protilat-
kou, nasyceny komplexem enzym-inhibitor,
se nechda inkubovat s produktem kopulace,
vytvoFenym z protildtky specificky reagu-
jici s inhibitorem a ze znafené substance,
nenavazany produkt kopulace se odstrani a
mira urfované koncentrace enzymu se zjis-
ti na zdklad® koncentrace znatené substan-
ce na pevné fazi.
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Vynélez se tykd zplsobu a prostfedku pro
imunologické stanoveni enzymf, které s in-
hibitorem tvofi komplex enzym-inhibitor,
obzvla8té pro stanoveni proteolytickych en-
zymi.

Pri zdnétlivich procesech hraji protedzy
z polymorfnich leukocytd a makrofagh za-
sadni roli pFl poSkozovani p¥itomné tk4ns.
Leukocytdrn{ protedzy, jako je napfiklad
elastdza nebo kollagenédza, jsou lokalisové-
ny v lysosomech bilych krvinek a po pato-
logickém podr&zd&ni jsou vyluovény do ex-
traceluldrniho prostfedi. Zplsobujl zde od-
bouravéani tkéafiovych wvazebnych substanci
a po vstupu do krevniho ob&hu zpfisobuiji
poruchy homeostdzy nap¥iklad odbourédvéa-
nim sréZecich faktord a fibrinogenu. Kvan-
titativni dtikaz leukocytdrnich protedz v Kkr-
Vi je tedy velmi cenny pro posouzeni akutity
zanétlivého onemocnéni, pro pozorovani pri-
b&hu pfi chronickych z&nstech, pro kontro-
lu terapie a pro prognostiku. Stanoveni
t8chto faktorlt se jevi jako nutné zv1astd
tehdy, kdyZ v souvislosti s onemocn&nim
nastdvd leukocytdza, jako napfiklad p¥i ur-
¢itych infek&énich nemocech, intoxikacich,
nekrose tkané, endokrinologickych onemoc-
nénich, malignich nddorech a podobné.

Exaktni kvantitativni dikaz protedz leu-
kocytl v krvi byl dosud zt&Zovan tim, Ze
tyto proteolytické enzymy p¥# vstupu do
krevniho obéhu tvoii rychle komplexy s in-
hibitory proteolytickych enzymi, které jsou
v krvi bohaté zastoupeny, jako je nap¥iklad
alfai-antitrypsin, alfag-makroglobulin a po-
dobn&. Komplexy s alfai-antitrypsinem jsou
stechiometricky stavé&né sloufeniny z jedné
molekuly proteolytického enzymu a jedné
molekuly inhibitoru za tvorby kovalentni
vazby. V uvedeném komplexu je protedza
enzymaticky inaktivni. Z tohoto divodu je
stanoveni enzymatické aktivity zcela ne-
vhodné pro kvantitativni zji§tdni koncen-
trace proteolytickych enzym@ v plazm®, sé-
ru nebo také v jinych t&lnich tekutinéch,
jako je synovidlni kapalina exsudat, tkaiovy
extrakt a podobné.

Z leukocytarnich proteolytickych enzymi
méd elastdza (EC 3.4.21.11) obzvia$tni vy-
znam: Ve znalném mnoZstvi se vyskytuje
v leukocytech a predstavuje spoletn8 s kol-
lagendzou 5 9% suBiny granulocytfi. Tento
enzym mé nepatrnou substrdtovou specifitu
a miZe proteolyticky odbourdvat mnoho
raznych, biologicky dileZitych latek, jako
je napftiklad elastin, proteoglykany, kolla-
gen, imunoglobulin, faktory komplementu,
tibrinoge a srdZeci faktory. FElastdza je
v plazmé z 92 0 vézand na alfa;-antitryp-
sin a z 8 % vézan4 na jiné molekuly inhi-
bitord. Komplexy z elastazy a alfai-antitryp-
sinu byly prokdzany pii zén&tlivich proce-
sech napfiklad v plazmé&, séru, peritonedlni
kapalinég, hnisu a podobné.

Vzhledem k tomu, Ze proteolytické enzy-
my jsou W té&lnich tekutindch stdle vAzané
na inhibitory, je jejich dikaz moZny prak-
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ticky pouze za pomoci imunologickych me-
tod. Zndmé takové metody jsou nap¥iklad
elektroimunodifiize, radioimunologicky test
a aglutinalni test, pop¥ipad® test blokovani
aglutinace. Uvedené metody v3ak majf znat-
né nevyhody. Elektroimunodifiize je zdlou-
havad a pro rutinni stanoveni nevhodn§; vy-
hodnoceni je pouze kvalitativni a &patn® re-
produkovatelné. Radioimunologicky test je
rovndZ Casové ndrofny a je nevyhodny kvi-
i pouZiti radioaktivnich ldtek. Obzvlasini
nevyhody jsou néasledujici:

Nutnost specidlnich laboratornich zaiize-
ni, zvl4stn{ bezpetnostni opatfeni kviili ne-
bezpeli ozéafeni, nepatrnd stabilita radicak-
tivné znatenych substanci, zabezpedeni a
podobné.

Z DOS ¢&. 2B 41 840 je zndmy aglutinani
test, pfi kterém se zkoumand plazma uvadi
do styku se suspenzi ¢dstefek syntetické
pryskyfice nebo {£é&stetek krve, na jejichZ
povrchu je nanesena protilditka komplexu
enzym-inhibitor, a potom se bezprostiednd
pozoruje, zda aglutinace nastdvd nebo ne.
Uvedend metoda mé tu nevyhodu, Ze po-
skytuje pouze semikvantitativni vysledky a
nelze ji pouZivat jako rutinniho stanoveni.
Pou%ité protilatky je t¥eba pomoci néaklad-
nych vyrobnich zplsoblt prevést na speci-
fickou formu pro antigenni determinanty,
které jsou pfitomny pouze v komplexech
enzym -inhibitor,

V DAS &. 22 06 103 je popsdna metoda,
pii které se nechd reagovat jedna urovana
komponenta se zakotvenym vazebnym &le-
nem a jeden z obou téchto vazebnych Gle-
nfl se stanovi pomoeci molekul indikatoru
znatenych enzymem. Specifické kvantitatiy-
n{ stanoveni komplexu enzym-inhibitor tedy
pomoci této metody neni{ moZné.

PfedloZeny wynélez tedy FeSf kol vypra-
covat zplsob a prostfedek pro kvantitativ-
n{ stanoveni enzymf, které se vyskytuji ve
form8 komplext enzym-inhibitor, pomoci
kterého by bylo moZno odstranit nevyhody
znamych metod.

Podle predloZeného vynélezu je tento kol
vyFeSen tak, ¥e se komplex enzym-inhibitor
navédZe za pomoci zakotvené fdze protilatky
enzymového podilu a potom nésleduje sta-
noveni pomoc{ znadené protildtky inhibito-
rového podilu molekulové vazby.

Pfedmétem predloZeného vynalezu tedy
je zpfisob stanoven! enzym@ za pomoci pro-
tilatek stanovovaného enzymu, vdzanych na
ve vodé nerozpustny nosi€, ktery je charak-
terizovany tim, Ze se enzymy, které tvoii
s Inhibitorem komplex enzym-inhibitor, in-
kubuji s vdzanymi protildtkami, reakéni roz-
tok se odstrani, promyty nosié s protildtkou,
nasyceny komplexem enzym-inhibitor, se
inkubuje s produktem kopulace, vytvoFenym
z protilatky specificky reagujici s inhibito-
rem a znatkované substance, nenavazany
produkt kopulace se odstrani a mira kon-
centrace urdovaného enzymu se zjisti na
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zdkladd koncentrace znalené substance na
pevné fazi.

Déle se predloZeny vyndlez tyka prostied-
ku k provadéni tohoto zptsobu, ktery se-
stava z reakdni nddoby potaZené protilatkou
stanovovaného enzymu a z produktu kopu-
lace, tvofeného z protilatky specificky rea-
gujici s inhibitorem a znatkové substance.

Dal8im predmétem piedloZeného vynale-
zu je pou¥iti tohoto prostfedku ke stanove-
ni enzymf, které s inhibitory tvofi komple-
Xy enzym-inhibitor.

Pomoci zpfisobu a prost¥edku podle pted-
loZeného vyndlezu je moZno principidlné
stanovoval v3echny enzymy, které mohou
s inhibitorem tvofit komplex enzym-inhibi-
tor, a které proto neni moZno stanovit pii-
mym m&fenim enzymatické aktivity. Pfedlo-
¥eny vynélez je cbzvla$té vhodny ke stano-
veni komplex{i proteolytickych enzymif se
vizdy relevantnimi inhibitory protedz, jako
je nap¥. elastdza/alfai-antitrypsin, throm-
bin/antithrombin III, plasmin/antiplasmin,
trypsin/alfai-antitrypsin a podobng.

Tento zpfisob je specificky, jedmoduchy,
rychly a citlivy. Pro jeho provddéni jsou po-
t¥ebné pouze t¥i specificky vyrobené reak<-
ni slo¥ky (reak&ni nddoba potaZend proti-
latkou, enzymem znafend protildtka, roztok
s definovanou koncentraci komplexu enzym-
-inhibitor), pfifemZ provadéni je moZné s
aparativnim vybavenim b&Zné klinicko-che-
mické laboratofre.

Zptsob je zaloZen na tvorb8 specifické
vazby komplexu enzym-inhibitor na imo-
bilizované protilatce enzymu a na ndsledu-
jlefm kvantitativnim stanoveni véazaného
komplexu se znafenou protildtkou inhibito-
ru. Pro diikaz se tedy pouZivajl dvé antisé-
ra s absolutnd rozdilnou vazebnou specifi-
tou, totiZ specifickd pro jeden z obou &lent
molekulové vazby.

Specificky reaktant pro proteolyticky en-
zym, vyskytujici se napiiklad v komplexu
proteolyticky enzym-inhibitor protedzy, se
zakotvi na pevny nosif. Reaktanty specific-
kymi pro proteolytické enzymy jsou proti-
latky nebo jejich fragmenty, vazajici anti-
gen. Specifické prepardty protilatek se izo-
luji ze specificky imunizovanych zvifat. Ja-
ko imunogeny se pouZivaji proteolytické en-
zymy v netéinném stavu po reakci s nizko-
molekuldrnimi inhibitory, nebo také v ne-
zpracovaném stavu. Vhodnymi pokusnymi
zvifaty pro pfipravu antisér jsou napfiklad
ovce nebo kralici, vhodna jsou vSak také
jind pokusné zviFata.

V pevné fazi pouZivané protilatky proteo-
lytickych enzymi je moZno pouZit také bez
nosite, napfiklad po zesiténi pomoci poly-
funkénich ¢inidel, jako jsou napfiklad dial-
dehydy, dioxidy a podobné, &imZ se stanou
nerozpusinymi. Vyhodn& se ale protilatky
véZou na pevny nosny materidl. Pevny no-
si¢ miZe sestdvat z materidlu, ktery je inert-
ni k reakénim sloZkdm pouZivaniym pii tes-
tu a na ktery je moZno protilatky proteo-
lytickych enzymi pripojit.

6

Vhodnymi nosi¢i jsou napiiklad tvarové
t8liska, jako amorfni Cdstice, kulic¢ky, des-
tigky, folie nebo reakéni nddobky z anorga-
nického materidlu nap¥. sklo)} nebo or-
ganického materidlu (napfiklad homopoly-
mery nebo kopolymery vinylovych slouce-
nin jako olefinfi, vinylacetdtu, vinylchlori-
du, winilidenchloridu, tetrafluorethylenu,
styrenu, kyseliny arkylové nebo metakrylo-
vé, dale polymery formaldehydu a cyklic-
kych acetalli, jakoZ i polykondenzaty, jako
je polyester, polykarbondty nebo polyami-
dy, nebo zesitdné uhlohydraty a zesiténé
polypeptidy), a dale biologické Céstice, jako
jsou naptiklad buiiky (erythrocyty]).

Vazba protilatky na pevny nosi¢ miZe byt
adsorpéni, adhesni nebo pripadnd kovalent-
ni. Je moZné fixovat protildtku na pevny no-
sit pomoci b&7nych metod chemie peptidi
kovalentni vazbou biologicky aktivnich po-
lypeptidii. Typickymi metodami tohoto e
aktivace povrchu nosife bromkyanovou me-
todou nebo povrchové zesiténi protilatky na
ginidel, jako je glutardialdehyd a podobné.

Bylo zji§téno, Ze u rozlitnych nositl se
mohou protilatky protedz na povrch nosné
latky dostatefn& pevn& vézat adsorpci nebo
adhesi. P¥i potahovéani se nosi¢ uvadi do sty-
ku s protilatkou nebo s jejimi antigen véaza-
jicimi fragmenty. Napfiklad se protein roz-
pusti ve vodném roztoku, vfhodné v 0,15 M
roztoku chloridu odného nebo v isotonic-
kém roztoku chloridu sodného pufrovaném
fostdtem (déle zkracovédno na PBS) o pH 7,2
o koncentraci proteinu 1 ug/l aZz 1 g/l, vy-
hodné 10 mg/l. Roztok proteinu se wvyrobi
zied8nim krevni plazmy nebo krevniho séra
specificky imunizovanych zvifat, vyhodné&
ale rozpudténim ¢i¥téného imunoglobulinu
z antiséra. Roztok se nechd stdt s nosifem
po dobu v rozmezi jedné minuty aZ p&ti dnf,
vyhodn& po dobu 24 h. Potom se roztok od
nosite odd8li, nap¥iklad slitim z néddoby, a
nosié se promyje pufrem, ktery vyhodné ob-
sahuje detergent (napfiklad PBS o pH 7,2
s 0,05 % hmotnostnimi polyoxyethylensorbi-
tanmonolaurétu].

Stanoveni komplexi proteciyticky enzym-
-inhibitor protedzy se provddi{ tim zplso-
bem, Ze se nosi¢, ktery byl potaZen speci-
fickou protildtkou stanoveného enzymu ne-
bo fragmenty vazajicimi antigen této proti-
14tky, inkubuje po dobu v rozmezi jedné mi-
nuty aZ 48 hodin, vyhodné po dobu 2 ho-
din, s komplexem proteoclyticky enzym-inhi-
bitor protedzy obsaZeném v kapaliné, napfi-
klad se vzorkem séra. V paralelnim stano-
veni se pouZije vzorek o zndmé koncentraci
komplexu proteclyticky enzym-inhibitor pro-
tedzy. Tyto vzorky se pfipravi zFed&nim re-
akéni sm8si z vysoce Cisté protedzy a vyso-
ce €istého inhibitoru protedzy v pufru (na-
piiklad PBS o pH 7,2) nebo v lidské plazmé,
kterd byla pfedem inaktivovdna po dobu 30
minut pfi teplot& 56 °C.

Potom se takto zpracovany nosi¢ po in-
kubaci zbavi roztoku a kvili odstranéni pfe-
bytetné kapaliny a zbytkfl vzorku se promy-
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je pufrem ([napfiklad PBS p¥i pH 7,2). Po-
tom se tento nosié inkubuje s roztokem
znatkovaného druhého reakéniho &lenu, kte-
ry Je specificky pro komplexn® védzany in-
hibitor protedzy. Doba inkubace zdvisi na
urfitém rozsahu podminek se zietelem na
hodnotu pH, teplotu a koncentrael. Vieo-
becné& se doba pilsobeni pohybuje v rozmezi
2 aZ 24 hodin. Reaktanty pro tento reaké&ni
stupeii jsou protildtky nebo fragmenty pro-
tilatek, které jsou Fizeny proti antigennim
determinantim komplexn& vdzanych mole-
kul inhibitoru proteolytickfch enzymdi.

Specifické preparéty protilatek se izoluji
ze séra specificky imunizovanych zvifat. Ja-
ko tikelné se ukézalo obohacovdni protilat-
kovych frakel z t&chto antisér postupem
imunoadsorpce na immobilizovaném antige-
nu a oddéleni od protildtek nezndmé speci-
fity.

Jako znatkovci l4tky pro druhé reaktanty
se pouZivajf nap¥iklad enzymy, luminiscend-
ni znatkovac! 14tky, fluorescentni nebo ra-
dioaktivni substance. V rdmci pfedloZeného
vynélezu jsou vyhodné pouZit takové znac-
kovact enzymy, jefichZ aktivita se d4 lehce
zjistit optickym testem, obzvl4$t# p¥i barev-
né reakci ve viditelném svétle nebo pii zmé-
né& koncentrace NADH nebo NADPH. Typic-
ké p¥iklady vhodnych znaskovacich enzymi
jsou alkalické fofatdzy, peroxiddzy, gluko-
sooxiddzy, alfa-galaktosiddza, beta-galak-
tosid4za, glukoamyldza, invertdza, malt-
dehydrogendza nebo glukoso-6-fost4t-de-
thydrogenéza.

Kovalentni wazby znakovacich enzymf se
specifickymi protildtkami inhibitori proteo-
Iytickych enzym@i nebo antigen vdazajicich
fragmentft protildtek se ziskaji podle zpi-
sobll popsanych v literatufe [napfiklad J.
Histochem. Cytochem. 22, 1084 (1974); Bull.
Soc. Chim. Biol. 50, 1169 (1968)].

V testu pouZivané optim4lni zfed&ni zna-
tenych protilatek komplexn& vazanych in-
hibitor@t proteolytickych enzymi se zjisti po-
moci predb&Znych pokusli. Nesmi na nosig
privadét Z&dné nespecifické slouteniny, to
znamend, Ze nesmi byt zjiSt&na pFitomnost
téchto sloudenin na na nosi¢i vdzaném kom-
plexu proteolyticky enzym-inhibitor pro-
tedza. K tomuto tdelu se k roztoku znadko-
vané protildtky pPidédva detergentni l4tka,
napitklad jeden milimol natriumdodecylsul-
fatu.

Po ukonéeni inkubace se roztok oddslf od
nosife, napfiklad slitim z nddobky, nosi¢ se
n&kolikrdt promyje pufrem, ktery wGdelnd
obsahuje detergens a potom se b&Znym zpfi-
obsahuje detergent a potom se b&Znym zpi-
sobem stanovi mnoZstvi znadkovaci substan-
ce, vdzané na nosifi. Pro kontrolu nespeci-
fické vazby znacfkovaci substance na nosié
se provadi pokus stejné jako je vySe popsa-
no, avdak bez komplexu proteolytického en-
zymu a inhibitoru proteédzy stanoveného slo-
Zeni.

Obsah komplexu proteolyticky enzym-in-

hibitor protedzy se stanovovanym proteoly-
tickym enzymem v biologickém vzorku se
uréf srovnanim s vy¥e popsanymi standard-
nimi zkouSkami.

Prostfedek podle predloZeného vyndlezu
mitZe dodateén& obsahovat je¥t& b&Zn4 sta-
biliza¥ni &inidla, jako jsou proteinova adi-
tiva (albumin howvéziho séra nebo ovalbu-
min), uhlohydréty, glycerin, bakteriostati-
ka, fungicidy a podobng.

Vynalez je bliZe objasn&n néasledujicimi
priklady.

Pfiklad 1

Kvantitativni imunologicky ditkaz
komplext z leukocytové elastdzy
a alfaj-antirypsinu

a) Vyroba antiséra leukocytové elastézy

Elastdza se ziskdvd z lidskych polymorf-
nich leukocytt a tak dlouho se ¢isti afinitni
chromatografii a chromatografif na ionto-
mé&nidich, aZ p¥i elektroforéze na gelu poly-
akrylamidu p¥i pH 4,3 a pfi imunoelektro-
foréze s antisérem proteinti lidského séra
nejsou zjistitelné 74dné zne&i$tujict jiné pro-
teiny. Lyofilizovany protein prosty soli se
rozpusti v 0,15 M roztoku chloridu sodného
na koncentraci 2 mg/ml. Jeden ml tohoto
roztoku se emulguje s 1 ml kompletniho
Freundova adjuvans. Tato emulze se injeké-
n& aplikuje ovcim nebo kozdm na tfech a¥
&tyfech mistech v oblasti zadnfho b8hdku
intramuskuléarnd. Stejné injekce se podaji
jestd dvakrat v obdobi vZdy tif tydnf. 21
dntt po posledni injekci se odebere krev.
Dal3f injekce se poddvaiji v odstupu 12 tydnf
po poslednim odb&ru krve. ViZdy 14 dni po
injekci se wodebird krev. Sérum se z krve
ziskd b&Znym zplsobem, stabilizuje se p¥Fi-
davkem 0,05 % hmotnostnich azidu sodné-
ho, jakoZ i 0,05 % hmotnostnimi natrium-
ethylrtutthiosalicyldtu a skladuje se pFi
—20°C.

b] Vyroba antiséra alfai-antitrypsinu

Jako antigen se pouZije vysoce (isty al-
fai-antitrypsin z lidské plazmy. Antisérum
alfai-antitrypsinu se ziskd z ovci nebo koz
stejnym zplsobem, jako je popsdno v pied-
chozim odstavci a). Pro imunizaci kraliki
se rozpusti 1 mg lyofilizovaného alfai-anti-
trypsinu prostého soli v 0,5 ml 0,15 M rozto-
ku chloridu sodného. Tento roztok se emul-
guje s 0,5 ml kompletniho Freundova adju-
vans a emulze se injikuje zvifatim intra-
muskuldrnd ve tfech mistech do zadniho
b&hu. Stejnd emulze se po &tyfech tydnech
aplikuje subkutdnn& do tyla zvitat. Po sed-
mi dnech se odebere asi 40 ml krve z mar-
gindlni udni cévy. Po Ctyfech tydnech se
podava vidy dalsi injekce subkutdnné a
v odstupu 7 dnfi se vZdy odebird krev. Sé-
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rum se zpracovava stejné jako je vyse po-
psédno v odstavci a).

¢} Izelace imunoglobulinu z antiséra

Imunoglobulinova frakce se z antiséra
elastdzy, popiipadé alfai-antitrypsinu se bBZ-
nymi zptisoby ze sér izoluje [Scand. J. Im-
munol. 2, Suppl. 1, 161 (1973) nebo Arch.
Biochim. Biophys. 134, 279 (1969)] a skla-
duje se v lyofilizované formé prosté soli.

d) Cisténi protilatek alfai-antitrypsinu
imunoadsorpci

Protilatka inhibitoru proteolytickych en-
zymil se imunospecificky izoluje chromato-
grafii predi¥téného imunglobulinu [ziskané-
ho podle odst. ¢)] z antiséra alfai-antitryp-
sinu [podle odst. b)] pfes Sepharaosu 4B
nebo pies cubstituovanou agarosu, ktera ob-
sahuje kovalentn® vdazany alfar-antitrypsin.
Protilatka inhibitoru proteolytického enzy-
mu zistava na immoholizovanérn antigenu a
eluuje se pomoci 0,1 M pufru glycin/kyseli-
na chlorovodikovd o pH 2,8 nebo 3 M roz-
tokem rhodanidu draselného. Timto zplso-
bem se imunospecificky izoluje asi 5 aZ 20
procent. hmotnostnich piitomného imuno-
globulinu. Tmunoglobulin s jinou specifitou
se timto zpf@isobem tedy odstrani. Eluat se
specifickymi protildtkami se dialyzuje pro-
ti fosfatem pufrovanému solnému roztoku
a potom proti 0,01 M roztoku hydrogen-
uhli¢itanu amonného. Potom se ziskany pro-
tein vysusi lyofilizaci.

e) Vyroba konjugati enzym-—protilatka

Imunospecificky  predisténd protilatka
[podle odstavce d)] se zesiti s alkalickou
fosfatdzou z teleciha tenkého stfeva za po-
wZiti 0,2 % hmotnostntho glutardialdehydu
[Biochim. Biophys. Acta 251, 427 (1971)].
Reakéni produkt se chromatografuje pies
sloupec Bio-gelu A 1,5 m (26 mm X 900
mm). Kompexy enzym-protilatka byly z1s-
kdny v prvnim maximu AP-aktivity eluatu.
Ziskany roztok se stabilizuje p¥idavkem ov-
albuminu (0,1 % hmotnostnich) a azidu
sodného (0,05 % hmotnostnich) a skladuje
se pri 4 °C.

f) PotaZen! reaknich nddobek
protildtkami elastdzy

Protilatky elastazy, vyrcbené zpfisobem
popsanym v odstavci a) a preCiSténé zpi-
sobem popsanym v odstavei ¢} se immobili-
zuji adsorpci na reakéni nddobky z umélé
hmoty. Jako reakini nadobky se pouZiji
zkumavky z polystyrenu o velikosti 12 X
% 55 mm, kulaté kyvety nebo destiCky pro
mikrotitraci. V typickém provedeni se zku-
mavky nebo kyvety naplni 1 ml roztoku
imunoglobulinu o koncentraci 10 pg imuno-
globulinu/ml (v 0,15 M roztoku chloridu sod-
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ného s 0,02 % hmotnostniho azidu sodné-
ho). Pro desti¢ky se pro zdsobu pouZiva 0,2
ml roztoku imunoglchulinu o koncentraci
50 wg/ml. Nadobky se uzaviou a nechaji se
potom stat pPes noc pri teplotd 4°C. Pied
pouZzitim p¥i testu se kapalina dekantuje ne-
bo odsaie. Nadobky se potom né€kolikrat
promyji promyvacim roztokem (0,15 M roz-
tok chloridu sadného s 0,05 % hmotnostniho
detergentu a 0,02 % hmotaostniho azidu
sodného) a Kratce se na vzduchu ususi.

g) Vyrcba komplexu leukocytické elastazy
a alfai-antitrypsina

Jako analyticky vzorek pro kvantitativni
dfikaz se vyrobi komplex z proteolytického
enzymu a inhibitoru protedzy in vitro inku-
baci obou isclovanych vysoce Cistych kom-
ponent. K tomu se smisi 0,2 ml roztoku 0,5
miligramu Cisté huménni leukocytické elas-
tdzy v 1 ml {rozpudténo v 10 mM pufru
Trisfkyselina chlorovodfkovd o pH 7,4 s
0,12 M chloridem sodnym]) a 0,2 ml roztoku
2,8 mg Cistého alfai-antitrypsinu (z humén-
ni plasmy) v 1 ml (rozpudténo v 50 mM puf-
ru Tris/kyselina chiorovodikovd o pH 8,8
s 0,05 M chloridem sodnym) a tato smés
se potom inkubuje po dobu 2 hodin pfi tep-
lot& 37 °C. Skladovani této smési se potom
provadi pii teploté —20 °C.

Analyza pomoci imunoelektroforézy uka-
zala, 7e na komplex elastdza/alfai-antitryp-
sin zreagovala veSkerd elastdza plitomna v
inkubatni sm#&si.

h) Znovunalezeni komplexu z leukocytarni
elastdzy a alfai-antitrypsinu

Na mikrotitradni destitky, které byly zpl-
sobem popsanym v odstavci £) potaZeny pro-
tilatkou elastdzy a piipraveny kK pouZiti, se
naplni 0,2 ml vzorku s ohsahem 0,1 aZ 10 ng
elastazy v inhibitorovém komplexu pro de-
pot. Vzorky s definovanym obsahem elasté-
zy se ziskaji zfed&nim smési enzymu a inhi-
bitoru podle odstavce g); jako zfedovaci €i-
nidlo slouZi fosfdatem pufrovany solny roz-
tok. Pro stanoveni srovnavaci hodnoty se
nekteré depoty naplni paraleln& 0,2 ml zTe-
dovactho prostiedku bez komplexu enzym-
-inhibitor. Po inkubaci po dobu 2 hodin pii
teploté mistnosti se obsah depotu odsaje.
Potom se tiikrat promyie fosfdtem puirova-
nym solnym roztokem a naplni se roztokem
konjugatu enzym-protilatka, ziskanym podle
odstavce e) (0,2 ml pro depot). Roztok meél
800 jednotek/l aktivity alkalické fosfatazy.
Zredovacim prostfedkem zde byl 10 mM
pufr Tris/kyselina chlorovodikovd o pH 7,5
se 2 mM chloridu hofednatého, 0,025 mM
chloridu zinefnatého, 1 % hmotnostnim
gvalbuminu, 1 mM natriumdodecylsulfétu a
0,02 % hmaotnostnich azidu socdného. Pristup
vzduchu k destindm byl uzavien a tyto by-
ly inkubovdny p#i teploté mistnosti p¥es noc.
Po této inkubaci se kapalina odsaje. Destit-
ky se tFikrat promyji a kratce se na vzdu-
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chu wysudi. Potom se pro zji§t&€ni aktivity
alkalické fosfatdzy naplni roztokem pufr-
-substrat v mnoZstvi 0,2 ml pro depot v &a-
sové Fad8. Po deseti minutdch inkubace pfi
teplot€ mistnosti se reakéni smé&s z depota
pfevede do mikrokyvety a m&ii se extinkce.
Jako nulova hodnota slouZi hodnota extink-
ce roztoku pufru a substritu. Depot bez p¥i-
davku proteinu predstavuje extinkci, kterd
je mirou pro nespecifickou adsorpei koniu-
gitu enzym-protildtka na depot. V depotu,
ktery obsahoval komplexy proteolytického
enzymu a inhibitoru protedzy, byla zjisténa
zvySend hodnota extinkce. Pro vyhodnoceni
se srovnava zjisténd extinkce (minus ex-
tinkce pro nespecifickou adsorpci) pouZité-
ho mnoZstvi elastdzy (ng) v inhibitorovém
komplexu. Nasleduiici tabulka udava koned-
né hodnoty extinkce pfi 405 nm po deseti-
minutové reakni dob& v zavislosti na mno#-
stvi elastézy.

elastdza (ng) OD405/10 min

12,5 1,000
6,25 © 1,030
3,125 0.830
1,563 0,540
0,781 0,315
0,390 0,115
0,195 0,030
0 — kontr. 0,0

Vysledky ukazuji, Ze koncentrace komple-
x0 elastdza-alfai-antitrypsin, se mfiZe tim-
to zpisobem kvantitativné stanovit. Existuje
azce korelujici souvislost mezi mnoZstvim
asi 0,4 ng aZ 6 ng komplexn& vazané elasta-
zy ve vzorku a zméFenou extinkci. Jako roz-
tok pufr-substrdt se pouZije roztok, ktery
ma v testu nésledujici koncentrace: 10 mM
p-nitrofenylfosfdt, 0,5 mM chlorid hofetna-
ty, 1,0 mM pufr diethanolamin/kyselina chlo-
rovodikova o pH 9,8.

Prfiklad 2

Kvantitatival imunologicky diitkaz komple-
xu thrombinu a antithrombinu I11

a) Isolace imunoglobulinu z antiser

Jako zdroj specifickych protilatek protedz
a inhibitorli proteolytick§ch enzym@ s2 po-
uZiji komeréné& ziskatelnd antiséra kralika
pro lidsky prothrombin, popFipadé pro anti-
thrombin IIII z lidské plasmy. Imunoglobu-
linové frakce z téchto antisér se znamymi
zpiisoby isoluji a skladuii se v lyofilisované
formé prosté soli.

b) Vyroba enzymem znadenych protildtek
lidského antithrombinu III

ZpGsobem podle odstavce a) isolovand
imunoglobulinovd frakce z antiséra anti-
thrombinu IIT lidského se se znaéicim enzy-
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mem chemicky kovalentné svdZe alkalicka
fosfatdza z teleciho tenkého stfeva a timto
zplisobem ‘vyrobené konjugédty z imunoglo-
bulinu la enzymu se déle zpracuji analogic-
ky, jako je popsdno v odstavei 1e).

c] PotaZeni reak&nich nadobek protildtkami
prothrombinu

Podle odstavce a) vysi§ténd frakce imu-
noglobulinu z antiséra lidského prothrom-
binu se imobilisuje adsorpci na nddobkéch
z umélé hmoty. K tomu se pouZiji mikroti-
tratni desti¢ky z polystyrenu, které se pini
0,2 ml pro depot roztoku 50 ug imunoglobu-
linu pro jeden ml (v 0,15 M roztoku chlo-
ridu sodného s 0,02 % azidu sodného). Des-
ticky se vzduchot&sn& uzaviou a nechaji se
stat pfes noc pri teploté 4°C. Pred pouZi-
tim v testu se kapaling obsahujici imuno-
globulin odstrani. Nddobky se né&kolikrat
promyji 0,15 M roztokem chloridu sodného,
ktery obsahuje jest® 0,05 % hmotnostnich
detergentu a 0,02 % hmotnostnich azidu
sodného a potom se kratce vysu$i na vzdu-
chu.

d) Vyroba molekuldrnich komplexti z lid-
ského thrombinu a lidského antithrom-
binu III

Komplexy z lidského thrombinu a anti-
thrombinu pro pouZiti jako analyticky vzo-
rek v testu se vyrobi inkubaci smé&si obou
komponent ve vysoce ¢isté formés. K tomu-
to ufelu se inkubuje 50 jednotek antithrom-
binu III (= heparinovy kofaktor) a 50 jed-
notek heparinu v objemu 1,26 ml v 10 mM
pufru tris/kyselina chlorovodikovd o pH 7,5
po dobu 30 minut a p¥i teplot& 37 °C. Po této
inkubaci se k reakéni smési p¥ida 50 jedno-
tek thrombinu (icoZ odpovidd 16,7 ug enzy-
mového proteinu) v 50 ul stejného pufru.
Po inkubaci po dobu 2 hodin pfi teplot& 37°
Celsia se reakéni roztok a zhodna zfedova-
ci latka zavadi do testu.

e]) Kvantitativni dikaz komplexdt thrombin-
-antithrombin

Do depott mikrotitratnich destitek, kte-
ré byly potaZeny zplisobem podle odstavce
c) protilatkami prothrombinu a uspofadany
pro test, se naplni 0,2 ml vzorku o zndmém
obsahu thrombinu v komplexn& védzané for-
mé. Jako vzorky o zndmém obsahu se po-
smési ziskané podle odstavce d) s odstup-
ngvanym zred€nim. Pro stanoveni nulové
hodnoty se pouZiji né&které depoty s 0,2 ml
zfedovaciho prostfedku bez komplexu en-
zym-inhibitor. Po dvouhodinové inkubaci p¥i
teploté mistnosti se obsah viech depotd od-
saje a tlikrdt se promyji fosfdtem pufrova-
nym solnym roztokem, ktery dodateén& ob-
sahuje 0,05 % hmotnostnich detergentu. Po-
tom se depoty naplni 0,2 ml roztoku enzy-
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mem znadenych protildtek antithrombinu
111, vyrobenych podle odstavce b). Roztok se
predem nastavi na asi 300 jednotek/1 AP-
-aktivita. Jako zfedovaci ¢inidlo se pouZije
10 mM pufru tris/kyselina chlorovodikova
o pH 7,5, ktery dodatefn& obsahuje jesté
2 mM chloridu hofe&natého, 0,025 mM chlo-
ridu zine&natého, 1 % hmotnostni ovalbu-
minu, 1 mM natriumdodecylsulfatu a 0,02 %
hmotnostnich azidu sodného. DestiCky se
potom vzduchotésné uzaviou a pfes noc se
inkubuji p¥i teplotd mistnosti. Po inkubaci
se kapalina odsaje, destitky se t¥ikrat pro-
myji a kratce se vysu$i na vzduchu. Potom
se depoty naplni vidy 0,2 ml roztoku pufr-
-substrat pro AP-test. Po dob& inkubace 20
minut se reakéni smds z depotl prevede do
mikrokyvet a na fotometru se zm8ii extink-
ce. Jako nulovd hodnota slonZi hodnota ex-
tinkce roztoku pufr-substrét.

V depotech, které obsahovaly komplexy
proteolytického enzymu s inhibitorem pro-
tedzy, byly zjistény zvysené hodnoty extink-
ce. Pro vyhodnoceni byly pouZity extinkce
pfi 405 nm roztoku pufr-substrat z kaZdého
depotu po dvacetiminutové inkubacl ve srov-
pani s pouZitym wypottenym ronoZstvim do
komplexu vazaného thrombinu.
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V nasledujici tabulce jsou uvsdeny konet-
né hodnoty extinkce pfi 405 nm po dvaceifi-
minutové inkubaci v zévislosti na mnoZstvi
antigenu.

TABULKA
10D405/20

thrombin (ng} minut
1270 0,400
635 0,390
318 0,321
159 0,279
79,5 0,196
39,8 0,137
19,9 0,093
10,0 0,058
5,0 0,025

0 — slepy pokus 0

7 vysledktt uvedenych v tabulce vyplyva,
#e mezi pouZitym mnoZstvim antigenu a fo-
tometricky zmé&Fenou enzymatickou indika-
torovou reakci je nzka souvislost, kterd u-
moZiiuje kvantitativni stanovent komplexi
thrombinu a antithrombinu IIL

PREDMET VYNALEZU

1. Zpfisob imunologickéhn stanoveni en-
zymi@ za pomoci protilatek stanovovaného
enzymu, vazanych na ve vode nerozpustny
nosi¢, vyznafeny tim, Ze se enzymy, které
tvol s inhibitorem komplex enzym-inhibi-
tor, inkubuji s vAzanymi protiléatkami, re-
akéni roztok se odstrani, promyty nosic s
protilatkou, nasyceny komplexem enzym-in-
hibitor, se nechd inkubovat s produktem ko-
pulace, vytvolenym 2z protilatky specificky
reagujici 3 inhibitorem a z2 znafend sub-
stance, nenavizany produkt kopulace se
odstrani a mira urfované koncsuoirace en-
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zymu se zjistl na zikladé koncenivace zna-
gené substance na pevné fazi.

2. Prostiedek k provad#ni zpiisobu podle
bodfi 1 aZ 3 vyznaleny tim, Ze obsahuje re-

akiéni nadobu potaZenou protilatkou stano-
vovaného enzymu a produkt kopulace, tvo-
¥eny z protilatky specificky reagujici s in-
hibiterem a znakovacl substance.

3. Prostiedek podle bodu 2 vyznafeny tim,
%o obsahu‘e reak&ni-nadcbu potaZenou pro-
tilatkou proteolytickych enzymd a produkt
kopulace, tvofeny protilatkeu specificky

~ reagujici s inhibitorem proteaz a znacko-

vaci substanci.

4. Prostiedek podle bodil 2 a 3 vyznace-
1y tim, ¥e obsahuje reakéni nédobu potaZe-
nou protilatkou elastazy leukocytl a produkt
kopulace, tvofeny protilatkou specificky
reagujici s alfar-antitrypsinem a znatkova-
cim enzymem.
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