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{54) Stanoveni proteinii enzymimunologickou metodou

Stanoveni proteinu, zejména imuno-
globulinu E a ostatnich sérovych bilkovin
enzymimunologickou metodou spodivd v tom,
e do agarozové plotny s obsahem antiséra
difunduje zkou$eny vzorek s obsahem pro-
teind, p¥idemZ identifikace radidlnich
precipitadnich z6n se provaddi p¥evrstve-
nim agarozové plotny peroxiddsovym konju-
gidtem krdli&fiho antiséra proti prase&im
bilkovindm, po inkubaci p¥i teploté
mistnosti ve vlhké komirce po dobu 20 +
2 h a po promyti gelu fosfdtovym fyzio-
logickym roztokem s tenzidem se opét
agarozové plotny pfevrstvi pri teploté
mistnosti substrdtovym roztokem peroxidu
vodiku s chromogenem, ktery je neroz-
pustny ve vodé a je citlivy na zménu
vodikovych iontd, barevn& zvyraznéné
zony se prom&¥{ planimetricky.
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Vynélez se tykd zplGsobu stanoveni proteinl, zejména imunoglobulinu E a ostatnich séro-
vych bilkovin ve velmi nizk§ch koncentracich.

Dosud pouZivané metody kvantitace imunoglobulinu E IgE jsou radioimunostanoveni,
enzymimunostanoven! a imunonefelometrické metody. VSechny tyto metody jsou velmi citlivé
a v principu zaloZené na reakci antigen-protilétka.

Nevyhod téchto technik je vS8ak pom&rn& mnoho. Jednd se o prdci s radioizotopy, coZ
vyZaduje specielnf laborato¥, drahé dovozové soupravy a p¥istroje. Toto &4stednd odstranujl
enzymimunostanoveni, kde odpadd prdce s izotopy, av8ak neodstranujf drahé soupravy a p¥istroje
z dovozu. Robné&% imunonefelometrické metody vyZaduji ndkladné p¥istroje a jsou néro&né na
Cas, materidl a polet pracovnikli. Zndmd enzymoimunologickd stanoveni sendvi&ovymi testy
na pevnych nosidich vyZaduj{ ndkladné p¥istroje z dovozu a antiséra vysoké &istoty. Napfiklad
p¥i stanoveni imunoglobulinu R by bylo nutno pouZit antisérum proti imunoglobulinu E, které
je v pot¥ebné vysoké &istoté a kojugované peroxiddsou nedostupné. A

Tyto nevyhody odstranuje stanoveni nizkych obsahi proteind enzymimunologickou metodou '
podle vyndlezu, kterd spoivd v tom, Ze do agarozové plotny s obsahem antiséra difunduje
zkou$eny vzorek s obsahem proteini, p¥ifem¥ identifikace radidlnfch precipita&nich zon se
provaddi pr¥evrstvenfim agarozové plotny peroxiddzovym konjugdtem krédli&fho antiséra proti
prasedim bilkovindm, po inkubaci p¥i teplot& mIstnosti ve vlhké komirce po dobu 20 + 2 h a
po promytl gelu fosfdtovym fyziologickym roztokem s neionogennim tenzidem (Tweenem 20) se
opét agarozové plotna p¥evstvi p¥i teploté mistnosti substrdtovym roztokem peroxidu vodiku
s chromogenem, ktery je nerozpustny ve ved& a je citlivy na zm&nu vodikovych iontl, barevné&
zvyrazn&né zdny se planimetricky prom&#f.

Vyhodou tohoto zplisobu je vysokd citlivost a specifita reakce. V p¥ipad& kvantitace
8 a%z 48,4 x
X 10_.5 g/ml. Metoda je schopna pln& nahradit radioimunodifuzi a odstranuje préci s izotopy.

imunoglobulinu E lze stanovit koncentrace v rozmezi 30 a¥ 20 000 KU(1 /72,6 x 10

Rovné&%# nevyZaduje Z4dné p¥istroje. Cena jednoho vySet¥eni je 20 a% 30krédt niZs{i ne¥ u dovozovych
souprav. Oproti imunologickym metoddm sendvidového typu p¥indZ{ vyhodu dostupného p¥istrojového
vybavenf, nebot velikost z0n se prom&¥uje pouze planimeteicky. P¥i této metod& neni nutno
pouZivat t&%Zko dostupnd antiséra konjugovand s peroxidasou vi&i zkouSenym lidskym proteinim
nebot krali&f{ protildtka, kterd je snadno dostupné, plsobi vi&i prvni prasedi protiléitce.

Zpisob stanoveni podle vyndlezu je bli%e osvétlen v nasledujicim p¥ikladu.
P¥ {'k1lad

V prvé fAzi se do agarozového gelu inkorporuje praself protildtka proti lidskému
imunoglobulinu E ve vysokém ¥ed&ni /500 aZ 1 000krdt podle &istoty prepardtu/. K nafedéni
antiséra a k p¥ipravé gelu se pouZivéd 0,03M fosfdtovy puft a 2 § citronanu sodného, pH 8,0.
Po naneseni vzorku /standardy a lidské sérum/ se gel inkubuje 24 hodin p¥#¥i teplot® mistnosti.
Ndsleduje intensivni promyvéani ve fosfat-fyziologickém roztoku s p¥ifdavkem 0,05 % hmotnostni-
ho tenzidu (Tweenu 20) pH 7,4 /PBS-T/ po dobu 72 hodin. Vyprany agarozovy gel se pak inkubuje
v roztoku peroxiddzovém konjugdtu protildtky proti prvn{ protildtce krdli&iho antiséra
proti prase&im bilkovindm. Roztok se pfipravuje v tisfcindsobném ¥ed&n{ uvedeného antiséra
v PBS-T s p¥fdavkem 1 % hov&ziho sérového albuminu. Roztok miZe byt zaménén i pouhym p¥iloZe-
nim filtra&niho papiru Whatman 1 napu$té&ného roztokem konjugdtu. Inkubace probihd ve vlhkém
prostfedf 20 hodin p¥i 4 °¢ /nebo 10 hodin p¥i 20 °C/. Po ukondenf inkubace se gel intenzivng
pere v PBS-T 72 hodiny.

Po odstran&ni praciho roztoku z gelu se agarozovéd plotna p¥evrstvi substrdtovym roztokem
pti teplot® mistnosti a po objeveni precipitalnich prstencl se reakce zastavi roztokem azidu
sodného /0,1 % hmot./, pop¥ipad® vysuSenim. MiZe se pouZit nékolika druhll substrdtovych

roztokdl peroxidu vodiku s chromogenem:
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1. 50 mg o-diaminobenzidinu se rozpusti ve 200 ml 0,1M Tris-HCl pufru pH 7,6 a p¥ida
se 670 ul 3 & H,0,.
2. 30 mg 3-amino-9-etylkarbazol se rozpusti v 10 ml dimetylformamidu /DMR, Reachim/
ev. ve 2 ml acetonu, p¥idd se 40 ml 5mM acetdtového pufru pH 5,0 a 200 ml 3 % Cerstvého
roztoku H202

3. 30 mg 4-chlor-l-naftol /Fluka/ v 50 ml 50 mM Tris-HCl s 200 mM NaCl, pH 7,4 a p¥id4

0,.

se 170 Fl 3 % H2 2

Zény se vybarvi b&hem 5 aZ 10 minut. Podle prim&ru nebo podle plochy zbarveného prstence
a porovndnim se standardem se stanovi obsah sérovych bilkovin.

Uvedené metody je moZno vyuZit p¥i stanoveni imunoglobulinu E u alergikl, defektl
v imunit®, parazitdrnich chorob a defektnfich imunoglobulin® G, A, H, D, p¥i stanoveni nizkych
hladin v$ech n&dorovych, z&n&tlivych i dal¥ich bilkovin.

PREDMET VYNALEGZU

Stanoveni proteinl enzymimunologickou metodou, vyznadujic{ se tim, Ze do agarozové
plotny s obsahem antiséra difunguje zkouSeny vzorek s obsahem proteinl, prifemz identifikace
radidlnfch precipita&nich 26n se provaddi prfevrstvenim agarozové plotny peroxiddsovym koju=
gdtem krdlidiho antiséra proti praselim bilkovindm, po inkubaci p¥i teploté mistnosti ve
vlhké komlirce po dobu 20 + 2 h a po promyti gelu fosfdtovym fyziologickym roztokem s p¥idavkem
0,05 % hmot. neinogenniho tenzidu se op&t agarozovA plotna pfevrstvi p¥i teploté mistnosti
substrdtovym roztokem peroxidu vodiku s chromogenem, nerozpustnym ve vodé a citlivym na
zm&nu vodikovych iontd, p¥ifemf barevné zvyraznéné zdny se prom&¥{ planimetricky.
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