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{54) Zpasob radioimunochemického stanoveni lidského choriového gonado-
tropinu

Zpisob radioimunochemického stanoveni. -
lidského choriového gonadotropinu spolivé

v tom, %¥e se na protildtku proti lidskému
choriovému gonadotropinu, imobilizovanou
na aktivované porézni sklo o velikosti
S4stic 3 a¥ 30 mm, pisobfi roztokem radio-

‘" jzotopem zna&eného choriového gonadotropinu,
napfiklad 12571, v objemovém poméru 2 a%

3:1 k imobilizované protildtce a analyzovany
vzorek krevnfho séra nebo moli v obj.

. pom&ru 1:2 a% 3 k inkubaini smé&si, obsahu-
jic{ imobilizovanou protilétku, radio-...-
izotopem znaleny choriovy gonadotropin
a analyzovany vzorek, pfifemZ se po 0,5
a%¥ 2 hodinéch inkubace na nosi&i vytvofeny
imunochemicky komplex dost¥edi a z jeho
zm&fené radioaktivity se ur&i obsah lidské-
ho choriového gonadotropinu v analyzovaném
vzorku.
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Vyndlez se tfkd zplsobu radioimunochemického stanoveni lidského choriového gonadotropinu
/HCG/.

Stanoveni choriového gonadotropinu mé velk§y vyznam pro prikaz tdhotenstvi v jeho
podétetnim stadiu. Jeho ayntéza nastdvd jiZ v nejrandjsf fézi vyvoje placenty a tak se
brzy tento hormon objevi v krevn{ plazmé&, respektive v mo%i tZhotné Zeny. Vzhledem k tomu,
fe je pomalu katabolizovén, p¥etrvdvd jeho vyskyt v organismu fadu dnf. Toto skutednosti
vyuiivaly d¥{véj3{ metody prikazu gravidity Zen, zaloZené na prikazu choriového gonadotropinu
pomoci biologickych testd. '

V posledn{ dob& se objevily moZnosti prikazu, resp. stanoveni choriového gonadotropinu
pomoci imunochemickych technik. Vedle orientadnich aglutinadnich testd je to zv143t& radio-
imunostanovenf /RIA/ zaloZené na pom&rné saturaci protildtky proti choriovému gonadotropinu
timto antigenem obsaZenym v analyzovaném vzorku a antigenem zna&eny nap¥fiklad 1251. Tato
imunochemickd metoda umoffuje stanovit choriovy gonadotropin v rozmezi 0 a¥ 800 jednotek/l.
DileZitym krokem tohoto stanoven{ je separace volného a vdzaného hormonu na protildtku.

P¥i klasickém postupu se tohoto cdd&len{ dosahuje obvykle ndkterou precipita¥ni t&chnikou,
nej&astdji metodou druhé protil&tky. Vzhledem k tomu, Ze vazba choriového gonadotropinu

na specifickou protildtku je reverzibiln{ povahy, je u uvedenfych separaci nebezpe&{ porufeni
rovnovdhy mezi volnym a vdzanym HCG. Zna&ného zjednoduleni.a v¢razné zrychlehi celého
postupu analyzy je moZno dos&dhnout imobilizac{ protildtky na vhodny nosié&.

K imobilizaci specifické protildtky proti HCG se v posledni dob& zadaly pouZfivat
syntetické polymery, na které se protildtka imobilizuje kovalentnf vazbou. PEi pouZit{
t&chto nosi&ld je .v3ak t¥eba inkuba&nf{ sm&s bZhem saturace tfepat nebo michat.

Tuto nevyhodu, kterd pro svoji experimentdlni néxoZnost sniZuje pfednosti pouiifi imobilizo-
vané protilédtky, odstrafiuje zplisobu radioimunochemického stanoveni choriového gonadotropinu dle-
vynélezu spo&ivajfci v imobilizaci specifické protildtky proti choriovému gonadotropinu na poréz-
ni sklo o velikosti &4stic 3 aZ 30 um s povrchem nebo chloridu titanitého 8 jeho ndslednou hydro-
lyzou na povrchu nosie. k vytvofenému konjugdtu specifické protilédtky imobilizované na sklené&ng .
nosi& se p¥id4 roztok radioizotopem znadeného choriového gonadotroponu, nap¥iklad 1251, v obj.
pom&ru 2 a% 3:1 k imobilizované protildtce a analyzovany vzorek krevniho séra nebo mo¥i v obj.
pom&ru 2:1 a%¥ 3 k inkuba¥n{ smdsi, sestdvajfci z imobilizované specifické protildtky, radioizotopem
znadeného choriového gonadotropinu a analyzovaného vzorku. Roztok radioizotopem znaleného chorio-
vého gonadotropinu je mo%no barvit saturcvanou ervenf LG 200 % v koncentraci max. 45 ml/1 ¥ediciho
pufru a suspenzi 8 imobilizovanou protildtkou lze obarvit saturovanou mod#i L4G 300 % v koncentraci
max . 15 mg/1l pufru. S ohledem na zpisob imobilizace protildtky a strukturu pouZfitého nosile
se zpisobem podle vyndlezu dos&hne rovnovédhy imunochemické interakce za 0,5 ai 2"h pEi-

20 °c, pri%em? sedimentaZnf rychlost pouZitého nosiZe je natolik mald, Ze neni nutno inkubaZn{
smés michat &i t¥epat. Po uvedené dob& se nosié s imobilizovanou pritildtkou a na ni imuno-
chemickou interakc{ navdzanym hormonem odst¥edi a na zékladd zmé&fend radioaktivity se

stanovi obsah choriogonadotropniho hormonu v analyzovaném vzorku krevniho séra, respektive
mo&i.

V¢hodou zpisobu stanoven{ choriogonadotropnfho hormonu podle vyndlezu je p¥edeviim
vyrazné zkréceni inkuba®ni doby a celkové zjednoduSeni celého postupu. Toto zkréceni mé
velky vyznam s ohledem na potfebnou rychlost urfenf hodnoty obsahu tohoto hormonu zejména
p¥i screeningovém vy3et¥eni Zen, kdy lze ur&it gravidnf Zeny do jedné hodiny.’x dalsim
vfhodém zplisobu dle vynélezu pat¥{ zmenSeny po¥et lahvi¥ek obsafenych v soupravé pro stanove--
ni a z toho plynoucf .i men3{ po&et piperovacich krokl, odstrandni nutnosti poufivén{ termo-
statu a zkrdceni doby centrifugace, pFfipadn& i pouZivaného poltu otdlek centrifugy. Zpisob
podle vyndlezu sni%{ polet pipetovacfich krokd a barevné znaleni piiddvanfch komponent.
umoZiuje vizudlnit kontrolu celého analytického postupu.
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Vynilez je dokumentovén pffklady, anif by se jimi omezoval.
P¥L{klad 1

K jednomu hmotnostnimu dflu porézniho skla o velikosti &&stic 3 a% 30 um se p¥id4
10 hmotnostnich d{1% 20 % hmot. roztoku gamma-aminopropyltriethoxysilanu v toluenu a zah¥iva
se pod zpétnym chladifem. Po 24 h se sklo promyje toluenem. Po vysufeni se kX 1 hmotnostnimu
.dflu modifikovaného skla p¥id4 10 objemovgych aild 5 % hmot. glutaraldehydu a sms se tfepe
pEi 37 ©c. Poté se aktivované sklo promyje na frit& 0,05 M fosfadtovym pufrem pH 7,5. K jednomu
hmotnostnfmu df{lu vahkého aktivovaného nosie se p¥idéd 2,5 objemovych dfld specifické
protildtky proti choriovému gonadotropinu. Ke 100 ol sdspenze této specifické protildtky
z¥edéné 0,05 M fosfi&tovym pufrem pH 7,5 v pomdru 1:100 se p¥id4 100 m1 1251 znafeného
hormonu a 100 gl analyzovaného vzorku krevniho séra &i mo#i. Inkuba¥n{ smds se ponechd
2 h p¥i laboratornf teplotd 20 °C a poté se odstfedi 10 minut 3 000 ot/min. Po odsdt{
supernatantu se zm3f{ radioaktivita sedimentu. Takto lze stanovit tento hormon v poZadovaném
koncentra&nim rozsahu 0 aZ 800 IU/1 s varia®nim koeficientem stanoveni do 5 %.

P¥{iklad 2

Ke 100 pl suspenze imobilizované protildtky pfipravené shodnym postupem pH 7,5 v poméru
1:15 se p¥idd 100 gl 1251 znadeného hormonu a 100 ul analyzovaného krevnfiho séra nebo
mo&i. Dal3{m postupem shodnym jako v p¥ikladu 1, p¥i dprav& inkubadn{ doby na 30 minut,
je mo%fno screeningové ur&it graviditu Zen, jejich%Z mo¥ je testovédna.

PE{klad 3

Jeden hmotnostni a1l poréznfiho skla o velikosti &4stic 3 aZ 30 um se p¥idd k 10 d{ltm
12,5 % hmot. chloridu titanitého v koncentrované kyselin& chlorovodikové a nechd se 20 minut
t¥epat p¥i 40 Oc. Pak se odsaje a sul{ p¥i 45 ¢ po dobu 6 h v termostatu. Usulené aktivované
sklo se 6krdt promyje vidy 20 hmotnostnimi dfly vody a nakonec se usu$i p¥i 45 °C. Imobilizace
'specifické protilétky na takto p¥ipraveny nosi& se provede shodnym postupem jako v p¥ikladu
1. palsim postupem, shodnym jako v p¥ikladu 1, lze stanovit koncentraci hormonu v analyzovangch
vzorcich v koncentraénim rozsahu 0 a% 80 IU/L.

P¥iklaa 4

choriogonaéotropni hormon se stanovi shodnym postupem jako v p¥fkladu 1 aZ 3 s tim,
%e se z divodu zlepSeni vizudlni kontroly pipetovani obarvi roztok radioizotopem zna&eného
hormonu saturovanou Serveni LG 200 % /45 mg/l Fediciho pufru/ a suspenze s imobilizovanou
protildtkou saturovanou mod¥f L4G 300 & /15 mg/l pufru/.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpidsob radioimunochemického stanoveni lidského choriového gonadotropinu vyznadujici
se tim, Ze se na protildtku proti lidskému choriovému gonadotropinu imobilizovanou na
aktivované porézni sklo o velikosti Z&stic 3 a% 30 am plisobi roztokem radioizotopem znaZeného
choriového gonadotropinu, napfiklad 125I, v obj. pom&ru 2 a% 3:1 k imobilizované protilédtce
a analyzovany vzorek krevniho séra nebo mo&i v obj. pom&ru 1:2 a% 3 k inkubalni smési,
obsahujici imobilizovanou protildtku, radioizotopem znalen§ choriovy gonadotropin a analyzovany
vzorek, pfifem? se po 0,5 a%Z 2 hodindch inkubace na nosi&i vytvo¥eny imunochemicky komplex
odst¥ed{ a z jeho zmd3¥ené radiocaktivity se urdf{ obsah lidského choriového gonadotropinu
v analyzovanému vzorku. . o

2. 2pisob podle.bodu 1, vyzna¥ujici se tim, 3e se protildtka proti lidskému choriovému
gonadotropinu imobilizuje na povrch porézniho skla aktivovaného reakci s roztokem 5 a% 50 %
hmot. gamma-aminopropyltriethoxysilanu a néslednym plsobenim roztoku 5 aZl5% hmot. glutaraldehydu.
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3. Zpisob podle bodu 1, vyznafujici se tim, %fe se protildtka proti lidskému choriovému
gonadotropinu imobilizuje na povrch poréznfho skla aktivovaného roztokem 10 a%¥ 20 % hmot.
chloridu tranzitniho kovu, napiff{klad chloridu titanitého, s néslednou hydrolyzou vodou
t&chto solf na povrchu noside.

4. zpisob podle bodd 1 a¥ 3, vyznadujfci se tim, %fe se roztok radioizotopem znaleného
choriového gonadotropinu obarvi saturovanou ferven{ LG 200 % v koncentraci 30 a¥ 60 mg/l
fedfcfho pufru a supsenze s imobilizovanou protilitkou se obarvi saturovanou mod¥{ L4G 300 %
v koncentraci 10 a% 20 mg/1 ¥ediciho pufru.

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