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Diagnostika funk&niho stavu §titné Zlazy
ma v ramci klinické chemie vzhledem k vel-
kému rozsireni poruch této Zldzy velky vy-
znam. PFi zékladni diagnostice funkce §tit-
né #lazy im vitre se stanovi celkové mncz-
stvi thyrcxinu v séry, stanovi se rovnéZz
Koncentrace globulinu, vaZziciho thyroxin.
Toto stanoveni se provadi pomcei primu
trijodthyroxinu nebo tak zvaného vazného
indexu thyroxinu. »

Pfi testu na prijem trijodthyroxiou se sta-
novi zbytek vazné kapacity nosnych bilke-
vin pro hormony S$titné 71azy v krevnim 3é-
ru. 7 téchto bilkovin jde o giobulm, ktery
vaze thyrosm, na néjZ se vaze piibliZzné 60
procent celkového mnoZstvi thyrozinu, Cés-
tetn# jde také o prealbumn, a albumin, kte-
ré jsou rovnéZ schopny vazat thyrcsin. PFi
stanoveni zbytkové vazné kapacity jde pre-
va¥nd o stanoveni vazby hormonu $titné Zla-
zy na globulin, ktery véaze thyrcxin. V pFi-
padg, Ze jde o zvySenou ginnost §titné Zla-
zy je obsah thyroxinu zvySen, prl sniZené

¥innosti stitné Zlazy je méné vaznych mist

nosnych bilkovin vadzano na thyroxm a tri-
jodthyronin.

7Znamy zpisob stanoveni vazného indexu
thyroxinu se provadi tak, Ze se smisi znédmé
mnoistvi radioaktivnihe trijodthyroainu se
vzorkem krevnihc séra a iontomén:fe. Ra-
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d'oaktivni trijodthyrcnin se d&li mezi vazné
mista nosné bilkoviny a iontomé&aife. V pii-
pads, Ze mnosnad bilkovina obsahuje vetsi
mncZstvi neobsazenych vaznych mist, vaZe
se vélsi mnoZstvi radicaktivniho trijodthy-
roninu na tato mista a zbytek na iontome-
ni¢. Vyhodnoceni se provadi méfenim radio-
aktivity ma iontcméaici nebo v roztoku. Po-
mér radicaktivity roztoku, ktery odpovida
mnorstvi radicaktivniho trijodthyroninu, va-
zaného mna nosné bilkoviny zkoumaného
vzerku séra k radiocaktivitdé roztoku stan-
dardniho vzorku, ndscbeny faktorem, speci-
fickym pro kazdy standard se nazyva vazny
index thyroxinu. _

Nevyhoda tohoto zndmého zplisobu spodi-
va v nutnosti pouZiti rad:oaktivaich slouZe-

nin. Z toho vyplyva na jedné stram& nutnost

drahéhc a komplikevaného méficiho zarize-
ni, na druhé strané nutnost zcela zvlastniho
zachézeni s radioaktivnimi reaktnimi ¢inid-
ly vzhledem k moZnému pogkczeni zdraveot-
niho stavu pracovnikidl laboratoie. Tyto ne-
vihody zt8Zuji stanoveni.

Vyndlez si klade za Ukol navrhnout zpli-
scb stanoveni vazného indexu thyroxinu,
prosty svrchu uvedeagch nevyhod, provedi-
telny v kazdé laboratofi pomoci béZnych za-
Fizeni a umoZiiujici tak snadné stanoveni to-
hoto indexu ke zjidténi fukéniho stavu Stit-
né Z1azy.
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Predmétem vyndlezu je tedy zpisob sta-
noveai vazného indexu thyroxinu v krevnim
séru, vyznadujici se tim, Ye se ke zkouma-
nému vzorku séra piida 100 aZ 500 ng thyro-
xinu ml a 1 aZ 200 milijednotek stanovitel-
ného enzymu ml, kovalentns vdzaného na
thyroxin, ziskany roztok se uvede ve styk
5 protildtkami proti thyroxinu v pevné fazi,
kapalnd fdze se oddsli od pevné féze a v
jedné z t&chto T4zi se msiil adinnost pouzité-
ho enzymu.

Vyndlez vychézi z toho, Ze je moZno uZit
misto radioaktivniho znadeni trijodthyroni-
nu znateni enzymem, zvlasts v tom plipads,
Ze se uZije snadno stanovitelného enzymu.
Pokusy vgak prokdzaly, %e neni mozno na-
hrad't rad oaktivns znateny ({rijodthyronin
(—lizs— enzymaticky znacenym trijodthy-
roninem nebo thyroxinem. Ukdzalo se totiz,
Ze tyto latky znadené enzymem nejsou vaza-
ny na vazna mista bilkovin krevniho séra,
PFi¢inou toho je patrng pomérné velkd mole-
kula enzymu, takZe vznikd stericka zébra-
na.

Nyni bylo neo’ekdvand zjiSténo, Ze thyro-
Xin znafeny enzymem se miiZe dostat do
konkurence s neznafenym thyroxinem v pri-
padé styku s protildtkami proti thyroxinu,
nachdzejicimi se v pevné fézi. Na této sku-
teCnosti je zaloZen zplisob podle vynélezu,
pri némZ na jedné strand dochézi ke konku-
renci vaznych-mist sérovych bilkovin a ne-
rozpustné protilatky proti thyroxinu, kde
Pri vazbé ma thyroxin, pritemz v pFipadg, Ze
se navaze vets§i mnoZstvi thyroxinu na pro-
tilatku, zbyv4d ménsg volnych vaznych mist
v séru. Soufasng dochdzi ke konkurenci
znateného a neznadeného thyroxinu o pro-
tilatku. To znamend, %e se vaze tim vice
zniatného thyroxinu na pevnou fazi, ¢im vys-
81 je vaznd schopnost séra pro thyroxin a
tim i vazny index thyroxinu. NameéFend en-
zymatickd atinnost v pevné fazi je tedy p¥i-
mym mékFitkem pro velikost vazného inde-
xu. Je vSak moZno stanovit G&innost enzymu
I v kapalné fazi.

Ke znafeni je nutno uvZit pii provadéni
zplisobu podle vynalezu enzymu, ktery je
moZno snadno stanovit a ktery je moZno va-
Zat na thyroxin bez ztraty enzymatické dGéin-
nosti. Zvlasté vhodné pro toto znatent jsou
enzymy, jejchZ ufinnost je moZno snadno
stanovit opticky, a to zvlasts pomoci barev-
nych zkouSek ve viditelném svétle nebo
zménami jejich NADH-koncentrace. Typic-
kymi priklady vhodnych enzymt jsou pero-
xid4za, glukbzooxidaza, «- a $-galaktosidéa-
za, glikoamyldza, invertdza a alkalickd fos-
fatdza.

Pro v3echny shora uvedené enzymy jsou
znamy jednoduché a rychlé metody stano-
veni, které byly popsany naprliklad v publi-
kaci H. U. Bergmeyer »Methoden den enzy-
matischen Analyse“, Verlag Chemie, 3. vyda-
ni 1974. Protildtky proti thyroxinu v pevné
fazi neni nutno vazat na nosic, je moZno je
ucinit nerozpustnymi napiiklad zesiténim
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pomoci polyfunkénich reakénich sloZek, ja-
ko jsou dialdehydy, d:oxidy apod. S vyho-
dou je viak mo¥no protildtky védzat na pev-
ny nosi€. Pevnym nosicem bro protilatky
proti thyroxinu je jakykoliv materidl, ktery -
je inertni vzhledem k reaké&énim sloZkam a
na néjZz je moZno protilatky vézat, Bylo zjis-
teéno, Ze u celé rady materialfi se protilatky
vazl dostatetnd pevnd na povrch ‘nosice. Je
také moZno postupovat tak, Ze se protilatky
vazi b&Znym zpliscbem pro fixaci biologic-
Ky aktivnich bilkovin na pevném nosiéi, to
znamena kovalentni vazby. Typickym p¥i-
kladem je aktivace povrchu nosice bremky-
anem, koklymeraci vlikoviny, povrchovym
zesitnénim protildtky na nosic piisobenim
polyfunk&niho zesitiiujiciho Cinidla, nap¥i-
klad glutaraldehydu a podobné. VSechny ty-
te zphsoby jsou v oboru Znamy.

S vyhodou se p¥i provadéni Zpasobu po-
dle vyndlezu uZije nadobek, jejichZ vnit¥ni
sténa je potaZena protilatkou. Typickymi
materidly pro vyrobu tschto nadobek jsou
polystyren, kopolymery styrenu a akrylonit-
rilu, dalsi plastické hmoty a sklo. U plastic-
kych hmot na podkladé styrenu sta¢i pro
potaZeni stén ulo¥eni roztoku protilatky ma
urcitou dobu do nddobky.

Zpisob podle vynéalezu je samozi'ejmé
moZno provadsét také pii pouZiti nosicd, kte-
ré nemaji tvar nadobky, tyto nosi¢e mohou
byt rozdéleny i na jednotlivé déstice, mo-
hou mapfiklad tvorit napli sloupce.

Protildtky proti thyroxinu je moZno ziskat
bé&Zngm zplisobem pro vyrobu protilatek pro-
ti hormonim. Vyhodné je pouziti konjugétu
thyroxinu na vhodné nosné bilkoving k vy-
volani imunity. Zvlastd vhodné z velkého
mnoZstvi b&Zn& znamych nosnych bilkovin
jsou albuminy skotu. Tyto sérové albuminy
skotu nebo jiné nosné bilkoviny se va#i na
thyroxin chemicky, napiiklad plsobenim
glutardialdehydu ve slab& alkalickém pro-
stfedi s ndslednou redukci borohydridem
sodiku. Dal§im vhodnym zplisobem je reakce
s morfolicyklohexylkarbodiimidem. Vhodny-
mi pokusnymi zvifaty pro aplikaci takto zis-
kanych latek, vyvolavajicich imunitu proti
thyroxinu jsou nap¥iklad kralici nebho ovcee,
je v8ak moZno uZit i jinych zvirat.

Thyroxin, znat¢eny peroxiddzou a pouZiti
DI provadéni zplsobu podle vyndlezu se zis-
ké&va s vyhodou reakci ter.butyloxykarbonyl-
thyroxinu-N-hydroxysukcinimidu s peroxi-
ddzou s naslednym chromatografickym &i§-
ténim ziskaného produktu. Obdobnym zpi-
sobem je moZno ziskat i vétSinu daldich zna-
Cenych produktl pri pouZiti postupdi, zn4-
mych v chemii bilkovin.

Jak jiZ bylo uvedeno, priddva se ke vzorku
séra urlité mmoZstvi thyroxinu. Bylo zjisté-
no, Ze toto mnoZstvi ma byt 100 aZ 500 ng
thyroxinu/ml séra. Je v8ak mo#no uit i vEt-
Stho nebo men3iho mmoZstvi. Svrchu uvede-
ne rozmezi vdak staci pro v3echny praktic-
ké vzorky séra, to znamend, jak pro séra s
piipad# sniZené ¢innosti §titné 714zy, tak pro
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séra v pifpadé zvySené Cinnosti stitné Zla-
zy. Mnozstvi pfidaného thyroxinu, znafené-
ho enzymem z&avisi na druhu uZitéhc enzy-
mu, zvlasté ma jeho specifické ucinnosti,
kterou je moZno snadno stanovit. V pripa-
as, Ze se wuZije peroxiddzy, uZije se s vyho-
dou takové mnoZstvi, aby ve vysledném
yzorku byla aginnost 1 az 200 mU peroxida-
zy/ml.

Reakéni smés séra, pufru, thyroxinu a en-
zymaticky znateneho thyroxinu se uvede ve
styk s protilatkami proti thyroxinu, které
jsou nerozpustne a s vyhodou vazany na mno-
sit tak dlouho, aby bylo moZno dcsdhnout
stalé vazby znateného thyroxinu na protilat-
ku. Doba styku zavisi na podminkéch, zejmé
na pH, teploté a koncentraci. Obvykle staci
pil hodiny aZ 2 hodiny. Po skongeni inku-
pace se roztok oddsli od nosice, napfiklad
yylitim roztoku z nadobky, nosi¢ se promyje
vodou a pak se stanovi acinnost enzymu, va
zaného na nosi. Pfi vyhodném provedent
zplsobu podle vynalezu pFi pouZiti ncsice ve
formé nadobky a peroxiddzy jako enzymu se
piid4 napiiklad peroxid vodiku a 2,2-azino-
di[3—ethy1benzthiazolinsulfolnét (6)] v roz-
toku v pufru a meri se extinkce pii vinové
délce 405 nm.

K provadéni zpisobu podle vynélezu lze
uzit riiznych sestav. Sestava se napiiklad
skldda z thyroxinu, enzymaticky znaceného
thyroxinu, protildtky proti thyroxinu ve for-
mé nerozpustné pevné latky, z pufru a re-
akéniho Sinidla ke stanoveni enzymatické a-
ginnosti. Vhodné pufry maji oblast pH v roz-
mezi 7,5 aZ 9,3. Vyhodné pH tvoFi rozmezi
8,0 aZ 9,0. Typickymi piiklady pouZitelnych
pufrtt jsou fosfatovy pufr, tris-pufr, boraxo-
vy pufr a barbitalovy pufr.

Nejvyhodnéjsi je barbitalovy pufr v kon-
centraci 0,05 aZ 0,5 M.

Sestava miZe obsahovat jesté stabilizag-
ni ¢inidla, napriklad sérovy albumin skotu,
uhlohydraty mebo glycerin.

S vyhodou obsahuje sestava jako enzyma-
ticky znateny thyroxin védzany na peroxidé-
zu. Reak®ni ¢inidlo pro stanoveni enzymatic-
ké ucémnosti mtze byt v tomto vyhodném
pripadé tvofeno peroxidem vodiku nebo
slouteninou, ktera tento peroxid uvoliiuje,
napriklad perboritanem tento peroxid uvol-
iuje, mapiiklad perboritanem sodnym nebo
perhydritem a 2,2-azino-di| (3-ethylbenzthia-
zolinsulfonat/6/)], jakoZ i vhodnym pufrem.
Typickym pfikladem vhodného pufru je fos-
foret¢nanovy a citronanovy pufr o pH 45 aZ
6,0. Daldim vhodnym pufrem pro toto prove:
deni je fosfatovy pufr o pH 7,0, guayakol a
peroxid vodiku.

Ve vyhodném provedeni obsahuje sestava
nasledujici sloZky:

100 a# 400 ng/ml
5 a7 100 mU/ml
0,1 az 0,2 M, pH 8,6
0,2 %

thyroxin
thyroxinperoxiddza
barbitalovy pufr

sérovy albumin skotu
protilatky proti thyrox’nu
(bez nosice) 1 a% 0,05 ug/ml
H202 0,5 a7z 5 mM/1
2,2'-azino-di-{ 3-ethyl-

-benzthiazolinsulfonat-

(6)1 5 a¥ 50 mM/I
puir s fosfatem a citronanem
o pH 50 0,1 az 0,2 M

PFl vyrob® enzymaticky znateného thyro-
xinu se s vyhodou vychazi z terc.butyloxy-
karrbvoxnylthyrloxi:n-N-hyd-‘noxy-sukecim‘mi-du a
reakce se provadi ve smési pufru a dime-
thylformamidu v pomeru 1:1. Jako pufr se
uZije kterykoli ze svrchu uvedenych pufrt.
K ¢isténi konjugédtu je vhodna fenylbutyl-
aminsephardza.

Zptisobem podle vyndlezu je tedy moZno
snadno provést stanovent vazného indexu
thyroxinu v séru, plitemZ presnost tohoto
stanoveni odpovidd presnosti pii pouZiti ra-
dioaktivnich latek, zpiisob podle vynélezu je
vsak prosty mevyhod shora uvedeného zpi-

~sobu.

Zptisob podle vyndlezu Ize vyuZit v diag-
nostickych i pramyslovych podminkach, ze-
jména p¥i vyrobé farmaceutickych priprav-
k.

Vynéalez bude osvétlen néasledujicimi pfi-
klady.

Priklad 1
A. Vyroba protildtek proti thyroxinu

Thyroxin se vaZe ve vcdném roztoku o pH
10 pfidanim 1,9 hmotnostnich 0% glutardial-
dehydu ma sérovy albumin skotu. Pak se re-
dukuje sloutenina Schiffovy baze borohyd-
ridem sodnym a latky, vyvolavajici imunitu
proti thyroxinu se gisti chromatograficky.
Ziskany prcdukt se podrobi dialyze a pak
se podava pokusnym zvitatim.

B. Vyroba thyroxinperoxidazy

Peroxidaza se uvede v reakci s 10néasob-
nym molarninm piebytkem terc.butyloxykar-
bzo«ny1thyr|o'xin-N—hydxr'oxysuk-cisni-midu ve
smési dimethylformamidu a fosfatového puf-
ru o pH 8,5 v poméru 1:1. Pak se dimethyl-
formamid odstrani dialyzou a vodny roztok
se smisi s fenylbutylaminsepharo6zou. Slou-
pec se promyje smesi trispufru s chloridem
sodnym a pak smési ethylenglykolu a vody
v poméru 1:1 s obsahem 1 M chloridu sod-
ného. Eluat se michd 2 hodiny s 0,5 M hyd-
roxylaminu, naceZ se dialyzuje proti fosta-
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tovému pufru. Ziskany roztok se smisf se
sérovym album'nem skotu a pak se lyofili-
Zuje.

C. Vyroba protilatek proti thyroxinu, vaza-
nych na nosi¢

Z imynizovanych zvifat se Znamym zpuso-
bem ziskd antisérum proti thyroxinu a vy-
srazi se siranem amonnym. SraZeni se pro-
vadi v 0,04 M fosfatovém pufru 1:6000, v
ném? se také rozpusti sraZenina, 1,5 ml tak-
to ziskaného roztoku se nechd stat pres noc
v reak&nich nadobkach ze.smé&sného poly-
meru styrenu a akrylonitrilu (Luram), pak
se obsah odsaje, nddobky se vymyji fyzio-
logickym roztokem chloridu sodného s ob-
sahem 1 % sércvého albuminu skotu, nale?
se promyji a vysusi.

D. Stanoveni

Shora ziskané reak&ni nadobky s vrstvou
protilatek proti thyroxinu se napini 10 ul
séra a 1 ml reakéntho Cinidla, které obsahu-
je 280 ng thyroxinu/ml a 10 mU/ml thyro-
xin-peroxiddzy v 0,12 M barbitalovém pufru
0 pH 8,6 s prisadou 0,2 % sérového albu-
minu skotu. Smés se neché stat 2 hodiny pfti
teplot® mistnosti. Pak se obsah nédobek od-
saje, nddobky se naplni reakénim &inidlem
pro stanoveni peroxiddzy, které sestiva z
1,47 mM/1 H20z a 14 mM/l ABTS v 0,2 M puf-
ru s fosforefnanem a citronanem o pH 5,0.
Zména barvy se m&#i p¥i 405 nm. _

K vyhodnoceni se u#ije cejchovaci kiivky,
ziskané pomoci dvou standardd s riznou

vaznou schopnostf thyroxinu, které se zpra-
covavaji stejnym zplisobem jako vzorky. Na-
néddeji se prevrdcené hodnoty extinkci, ma-
méfenych pro tyto standardy, pritem%Z je
moZno stanovit vdzané mnoZstvi thyroxinu
nebo pf¥imo hodnoty vazného indexu thyro-
xinu.

E. PouZiti metody pro lidské sérum

83 vzorkil lidského séra se zkoum4 zZpl-
sobem podle vyndlezu a scu&asng se prova-
di zkouSka pfi pouZiti trijodthyroninu, zna-
Ceného radioaktivnim jodem. Zkouman4 sé-
ra se klasifikuji podle ziskané hodnoty vaz-
ného indexu thyroxinu jako norma'ni a jako
séra se sniZenou mebo zv§Senou vaznou ka-
pacitou thyroxinu. Je zfejmé, %e mezi ob&ma
metodami je naprosty souhlas jak je ziejmé
z tabulky 1.

Tabulka 1
A/B 1 2 3
1 28 1
2 1 28
3 3 22

1} sniZena

2] normédlni

3) zvySeni

A — zplisob podle vynalezu

B — zpilisob s pouZitim radioaktivntho zna-
¢eni

vazné schopnost thyroxinu

PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob stanoveni vazného indexu thy-
roxinu v krevnim séru, vyznac¢ujici se tim,
Ze se ke zkoumanému vzorku séra pFida 100
az 500 ng thyroxinu/ml a 1 aZ 200 milijedno-
tek stanovitelného enzymu/ml, kovalentng
vazaného na thyroxin, ziskany roztok se u-
vede ve styk s protilatkami proti thyroxinu
v pevné fazi, kapalnd faze se oddsli od pev-
né fdze a v jedné z téchto fazi se mer 4-
¢innost pouZitého enzymu.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznacujici se
tim, Ze se jako stanovitelného enzymu uZi-
je peroxidéazy. .

3. Zplsob podle bodu 1, vyznatujici se
tim, Ze se protilatky proti thyroxinu uZiji ve
formé, vézané na nosic.

4. Zplsob podle bodu 3, vyznacujici se
tim, Ze se jako pevného nosite uZije nddob-
ky, jejiZ vnithni st&na je povleena protilat-
kou,

5. Zptsob podle bodii 1 az 4, vyznatuji-
cl se tim, Ze se uZije 100 az 500 ng thyroxi-
nu/ml séra.

6. Zpisob podle bodii 1 a% 5, vyznaduji-
ci se tim, Ze se uZije 1 aZ 10 mU/ml peroxi-
dézy vadzané na thyroxin.

Severografia, n. p., zdvod 7, Most



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

