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(54) Spésob radioimunochemického stanovenia antigénov s réznou
$truktirou

(57) sposob radioimunochemického stanove-
nia je vhodny na zistovanie velmi nizkych
koncentracii antigdnov s réznou Struktirou
v krvnom sdére, moCi, mlieku, pripadne

v extraktoch zo vzoriek tkaniv alebo krmiv.

Podstatou je unifikovany postup rédioimuno-~

chomickdého stanovenia antigdnov s rdznou

#truktirou, kde k roztoku &pecificke) proti-

latky, jej antigdénu znadendmu jodom 125 a

nezndmej vzorke, resp. $tandardu sa pridava

kezia protilatka proti kréliciemu imuno-
qlobulinu imobilizovand na modifikovanej
mikrokry&talickej celuldze vidy v rovnakom
mnoZstve a na rovinakd dobu. Tento postup
moino vyuZitl na citlivé rddioimunochemickd
stanovenie Tubovolného antigénu; separaény
systém sa vyznaduije velmi dobrou stabilitou

v roztoku, nizkou hodnotou nedpecifickej

vizhy ako aj nizkou sedimentacnou rychlostou

poufitych castic.




2 CS 266 282 BRI

Vyndlez sa tyka spbdsobu raddioimunochemického stanovenia antigénov s rdznou §truktirou.

Rddioimuncanalyza (RIA) ako vysoko citlivAd analytickd metoda si od svojho zavedenia
valovowou a Betsonom voroku 1959 (Hatwre 184, 1 648 (1959)) nafita firokd uplatnenic pri

analyze velkého podtu zlicenin.

Metoda RIA je zaloZend na schopnosti protildtky a Specifickdého antigdnu tvorits reverzi-
bilny komplex antigén-protildtka. DOLleZitou sitcasCou celdho rdadioimunochemického stanovenia
je spbsob separdcic volndho a viazandhe antigdénu., K najéastejsie pou?fvanym metodam patrf
zrdZanie polyectylénglykolom, siranom amonnym a inymi organickymi zldc¢eninami, adsorpcia
volného antigénu na aktivnom uhli, prip. vyuZitie tzv. druhej protildtky (zvieracej proti-
latky proti kr&liciemu imunoglobulinu) v kombindcii s polyetylénglykolom. Nevyhodou posled-
nej z uvedenych metdd je zvylajne pomerne zlolity postup optimalizdcie separainého systému
vidy iba pre jeden druh antigénu, nevyhnutnost pridavku gamaglobulinu alebo normalneho
krdli¢ieho séra do reak&nej zmesi a potreba chladenych centrifig. Precipitadnd pritildtka
nie je stabilnd v roztoku,preto ju vyrobcovia RIA-siprav musia doddvat v lyofilizovanom
stave a a¥ samotny odberatel si musi precipitac¢né ¢inidlo pripravovat zmieSavanim niekolkych

substancii.

Vedla uvedenych separaénych metdd sa v poslednej dobe ilspesSne presadzuje aj metdda
pevnej fdzy, t. j. protildtok imobilizovanych na vhodnom type nosicov. Najvhodnejéim spbsobom
imobiliz&cie je kovalentnd vidzba protildtky na polymérny nosi¢ (Santos, I., Waerenborgh,
F., Patricio, L.: J. of Radional. Nucl. Chem. 102, 143 (1986}}). V systémoch, kde je aplikovany

vhodny typ pevnej fdzy, sa spravidla zjednoduSuje a skracuje celkovd doba radioimunochemického

stanovenia.

Spdsobom podla vyndlezu sa zvieracia (s vyhodou kozia) protildtka proti krdliciemu
imunoglobulinu imobilizuje na nosid, pripraveny drvenim mikrokryStalickej celulozy v keramic-
kej nddobe s ndslednou homogenizdciou jej vodnej suspenzie v sklenenom homogenizdtore a
vyberom najjemnejSe]j frakcie flotdciou; aktivovany reakciou s 1,1 ~karbonyldiimidazolom.

Pri vlastnom radioimunochemickom stanoveni sa zvieracia protildtka proti krdliciemu imuno-
globulinu, imobilizovand uvedenym spésobom, priddva vZdy v rovnakom objeme a koncentrdcii

k roztoku, obsahujiucemu Specificki protilatku, jej antigén znaceny jodom 125 a analyzovani
vzorku, resp. Standard. Vzhladom k &truktidre pouZitého nosica a metdde imobilizdcie sa
spdsobom podfa vyndlezu dosiahne rovnovdhy imunochemickej reakcie Specifickd protildtka-
-nefpecifickd protilétka za 1 hodinu pri 20 °C bez ohladu na to, ¢i sa stanovuje antigén

s nizkou alebo vysokou molekulovou hmotnostou. Reakénd zmes nie je potrebné poclas inkubadcie
miedat ani. trepat, pretoie sedimentaéni rychlost pouZitého nosica je dostatolne nizka.

pPo ukonéeni jednohodinovej inkubdcie sa nosi¢ s imobilizovanou zvieracou protildtkou proti
kralidiemu imunoglobulinu, na ktorej je naviasany komplex Specifickd protildtka-antigén,
odstredi zmeria sa rddioaktivita sedimentu a porovnanim s hodnotami zIiskanymi u Standardov

so znamymi kouncentrdciami antigénu sa stangvi obsah daného antigénu v nezndmej vzorke.

vyhodou stanovenia antigdénov s réznou Strukturou spdsobom podla vyndlezu je predo-

vBetkym vyraznd univerzdlnost wetddy, moZnost skrdtenia a zjedodusenia celdho postupu rddio-

imunochemického stanovenia, vysoky stupeh reprodukovatelnosti vysledkov, velmi dobrd vizual-
nost sedimentu, ¢o zabranuje jeho pripadnému odsatiu a tym ziskaniu nespravnych vysledkov.

K daldim vyhoddm spdsobu podla vynilezu patri moZnosl stanovenia antigénov s rdznou Struktirou
jednotnym postupom za pouZitia spolo¢ného precipitaéncho Finidla, ktoré je priamo pripravend

k pouzitiu a vyznaduje sa velmi dobrou stabilitou aj v roztoku - pri 4 “C si nezmenene
vizobné viastnosti uchoviava po dobu minimdlne 4 mesiacov, ¢o ma z technologického hladiska
velky vyznam, lebo sa takto eliminuje faza lyofilizdcie. Pri vlastnom RIA-stanoveni nie .

je potrebné do reakéne] zmesi priddvat gamaglobulin, normdlne krdlidie sdérum alebo polyetylén-
glykol, o umoZfiuje zredukoval pocet pipetovacich krokov. Na oddelenie volnej a viazanej

frakcie postafuje krdtka centrifugdcia v nechladenej centrifuge.
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Stanovenic antigdnov s roznou Struktirou spésobom podla vyndlezu vdaka svojej univerz4l-
nosti v konecnon dosledku vyrazne Scetri pracovné kapacity, zniZuje technickl a materidlovi
narocnost optimalizdcie tak soparacndéhe systdmu, ako aj celého rddioimunochemického stano-~

AN LT I

Vo be s e b pme b ccaay pe ik badmi b s toho, by sa nimi obmedroval:

tddioimunoanalyza tyrotropného hormonu (1SH)

Hosi¢ na imobilizdciu zvierace) protilatky proti krdli€iemu imunoglobulinu sa pripravi
drvenim mikrokiystalicke)j celuldzy za sucha v keramickej nédobe. Celuldza sa potom suspendu-
je v destilovanej vode a homogenizuje v sklenenom homogenizdtore. Frakcia s velkostou dastic
5 oak 1% am, ziskand flotdciou, sa potom oddeli a vysu8{i za mierne zvySenej teploty. K 5 hmot-
nostnym dielom takto upravenej mikrokryStalicke] celuldzy sa pridajd 4 hmotnostné diely
1,1 -karbonyldiimidazolu v 40 objemovych dieloch acetdnu. Aktivdcia prebieha 2 h pri teplote
20 Yc. po premyli acetonom a 0,05 M fosfatovym tlmivym roztokom pH 7,5 sa aktivovand mikro-
krystalickd celuldza suspenduje v 40 objemovych dieloch fosfédtového tlmivého roztoku pH 7,5
a ihned sa pridd % objemovych dielov zvieracej (kozej) protildtky proti krédliiemu imunoglo-~
bulinu. Imobitizdcia prebicha za tmy po dobu 24 hodin. Imobilizovand protildtka sa potom
premyije fosfdtovym tlmivym roztokom a nariedi v pomere 1:10. Takto pripravené precipitadné

Ginidlo e priawmo pripravene k pouZitiu,

K 200 pl Specifickei protildtky proti TSH sa pridd 200 al Standardu, resp. nezndmej
vzorky krvndho sdéra. Po predinkubicii 3 dni pri teplote 20 °c sa do reakénej zmesi pridé
100 pl T8 znadencho jodom 125, Zmes sa nechd stdt 24 h pri teplote 20 °c. potom nasleduje
pridani» precipitaéntho ¢inidla po 500 pl na skimavku a inkubdécia 1 hodinu pri 20 9. po
ke itkej centrifuqdcii (5 aZ 10 mindt pri 2 000 ot./min.} sa supernatant odstréni a zmeria
54 radioaktivita sedimentu. TSH moZno takto stanovit v koncentra&nom rozsahu 0,6 a2
40 m1U/1 s dostatodnou citlivostou /0,15 mIU/1) a nizkym variaénym koeficientom (do 5,5 %)

a nedpecifickou vazbou (do 2,7 %) .

Radioimmoanalyza alfafetoproteinu (AFP)

100 gl dpecitickey} protildtky proti AFP, 100 pl tlmivého roztoku pH 7,5, 100 ul
105 L-ARP o0 100 ut &tandardu (vzorky) sa nechd inkubovat 18 hodin pri teplote 20 °c.
¥ reakene zmesiosa potom pridd 500 ul suspenzie imobilizovanej zvieracej protilétky proti
krajidiemu imunoqlobulinu, pripravenci postupom uvedenym v priklade 1. Po premieSani a

inkubdcii U bodinu pri teplote 20 ¢ nasleduje krdtka centrifugdcia, odsatie supernatantu

a meranie radioaktivity sedimentu.

Tynto postupom mo#no stanovitf hodnoty AFP vo vzorkdch krvného séra v rozsahu 6,25 aZ
400 TU/M) s vysokou citlivostou stanovenia (2 1U/ml) a velmi nizkou hodnotou ne$pecifickej
vitzbhy (do 2,5 %).
Ppr £ k1 ad 3

Ridioimunoanalyza tyroglobulinu (Tg)

K 200 pl #tandardu (nezndmej vzorky séra) sa pridéd 100 ul Specifickej protildtky proti
tyroglobulinu, Po predinkubédcii 3 h pri 37 OCc sa do reak&nej zmesi prid4 100 pl Tg znalené-
ho jédom 125 a zmes sa nechd stdt cez noc pri 20 ®c. potom sa do kaidej sktdmavky pridé

500 ul precipitaéného c¢inidla, pripraveného postupom uvedenym v priklade 1. Po inkubdcii
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I h pri 20 7C a krdtkej centrifugdcii sa supernatant odsaje a zmeria sa rddioaktivita

sedimentu.

Uvedenym postupom mosno stanoy il hodnoty Uovogiahal o v krviom sore v o rozoaha 7,04

az oS00 g/l os it brvoston stanovenia 5 il

vidioimimoanalytickd stanovenic aflatorinov v owmlbicku

standardu (nulovdho mlicka alebo nezndwe ) vaorkyl),
~ n . n . . + o~ r - . : . - 25
Specifickej protilatky proti aflatoxinu Myoa radioindikdtora (l‘J] - AFLA BJ). 7mes sa

. . . (o3 . . s
zamie$a a inkubuje cez noc pri 20 "C. bo shimaviek sa potom pridd po 500 ul precipitacndho

Do skimaviek sa pipetuje po 100 u)

¢inidla, pripravencho postupom uvedenym v priklade 1 /s obsahor 1 % TWEENU 80). Reakina
P ] . 5p O¢ .
zmes sa nechd inkubovat } h pri 20 "C, skdmavky sa potum centrifuqujd 10 mindt pri 2 000 g,

supernatant sa odsaje a zmeria sa radioaktivita sedimentu.

Tymto postupom moZno stanovit hodnoty aflatoxinov v mlieku v rozsahu 0,062 5 az 2,0 pg/l

s citlivostou stanovenia 0,05 mug/1 a variadnym koeficientom do 5,9 %, s nespecifickou vdzbou

do 5,5 4.
Pri{klad ]
Rédicimunoanalyza ochratoxinu A

Ku 100 ul chloroformového extraktu zo vzorky kirmiva, potraviny alebo tkaniva sa prida
100 pul roztoku rddioindikdtora (JzSI—ochratoxin) a 100 pl Specifickej protildtky proti
ochratoxinu /. Zmes sa inkubuje | hodinu (i 45 CL Lo kazdej skimavky sa potom pridd po
500 ul precipitacnc¢ho vinidla a dalgim postupom, rovnakym ako v predchadzajdcich prikladoch,

mo¥no ctanovit hodnoty ochratoxinu A v extraktoch 2z rastlinmych alebo Zivoc¢isnych vzoriek

v rozsahu 10 aZ 320 mg/100 ml s citlivostou stanovenia 8 mg/100 u) a variaénym koeficientom

do 5,7 %.

PREDMET VYNAILEZU

l. Spésob radioimunochemického stanovenia antigdénov s rdznou Struktirov vyznaéujici

sa tym, Ze ku Specifickej protildtke, inkubovane] vhodntd dobu s roztokom jej antigénu znale-

~andardom, sa pridiva supsenzia imobilizovane) Zviera-

nému jodom 125 a neznamou vzorkou prip. S
cej (s vyhodou kozej) protilatky proti hralicicmu imunoglobulinu vzdy v rovnakej koncentracii
a objeme bez ohladu na stanovovany druli antigdénu, pricom po inkubdcii 1 h pri 20 °c sa
vzniknuty imunochemicky komplex odstredi, zmeria sa jeho rddioaktivita, pomocou ktoresj

mo¥no porovnanim s hodnotami Standardov o zname | koncentrdcii stanovit mnoZstvo daného

antigénu v neznamej vzorke.

2. Spbsob podla bodu 1, vyznadujici sa tym, Ze zvieracia protildtka proti krdliciemu

imunoglobulinu sa imobilizuje na povrchu modi fikovane] mikrokryStalickej celuldzy s velkostou

astic 5 az 15 um majdcich velmi nizku sedimentaénd rychlost, aktivovanej 1,1 -karbonyldiimid--

azolom.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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