cesosiovenet | POPIS VYNALEZU | 242 621

REPUBLIKA
(19)

K AUTORSKEMU OSVEDCENI | ™

(61)
(23) Vystavni priorita - 51) nt. C13

(22) Prihlsgeno 30 06 83 o) T

(21; PV 492383 ¢ 01 N 33/76

URAD PRO VYNALEZY
(40) Zvetejnéno 31 08 85

A OBJEVY (45) Vydéno 01 05 88

(75) PODROUZEK PETR -MUDY.;
Autor vyndlezu MANGAL PETR RNDr.;
KRABEC ZDENEK RNDr.,
PRESL JIRf MUDr. DrSc.,
POKORNY MILGS RNDr. CSe., PRAHA

(54) Zpusob stanoveni lidského choriového gonadotropinu
v prepardtech imunoglobulind p¥ipravenych z ndhradnich
surovin

Stanoveni spodivéd v tom, Ze preparit
imunoglobulinu se redi pufrem o pH 6,5 aZ
8,0 s pridavkem sérového albuminu, nap#i-
klad hovdziho albuminu v mnoZdtvi 0,005 aZ
1 %, nade? se imunoenzymatickou metodou
gtanovi obsah lidského choriového gonado-
tropinu. Prepardt imunoglobulinu lze Fe=-
dit pufrem o pH 6,5 aZ 8,0 s p¥idavkem sé-
rového albuminu & cHoridu sodného mexi-
mélné do koncentrace 0,3 M. Vyhodné je
pouzivat fosfdtovy pufr, Ddle je vyhodné
poufit imunoenzymetické metody, p¥i niZ
se provddi adsorbce jedné z imunoreegen=-
c¢if{ ne pevny nosid.
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Vynélez se tyké stanoveni 1idského choriového gonadotropinu
v purifikovanych i nepurifikovanych preparétech imunoglobulind
pripravenych z nédhradnich surovin - napl. erymasy, poporodnich
a potratovych sér uZitim metody enzymimunoanalyzy. Uvedené vycho-
z{ suroviny obsahuj{ lidsky choriovy gonadotropin /hCG/, ktery
pti Vyrobé prechédzi ze suroviny do koneéného prepardtu. Pi{tom-
nost hCG v kone&ném prepardtu je ne¥édouci, nebof jde o biologic-
ky déinmou létku - hormon- za fyziologickych okolnosti produkova-
nou lidskou placentou. Tento hormon v konedném preparétu zanéSen
do organismu prijemce-pacienta-coZ je velmi neZdédouci, prestoZe
8e jednd o pomérnd malé davky. Pacientem miZe byt i dité a jaké-
" koli vnéj3{ hormondlni vlivy jsou neZédouci. Aby bylo moZno vyvi-
nout Wdinny zplsob odstranovéni hCG z preparétt imunoglobulind
p*i jejich vyrobé&, je nutno mft k dispozici spolehlivou metodu,
kterou lze hormon v preparétech kvantitativné stanovit.

"V soudasné dob& jsou k dispozici pouze testy na principu
hemaglutinace Mide, L.: Lancet,ii, 1969,5.863/ &i latexové aglu-~
tinace /0Olson,Adduci,: Amer.J.clin.Pathol., 39, 1963, s.589/.
Tyto testy jsou mdlo citlivé, pro stanoveni hCG v proteinovém
mediu, jako jsou napf. preparéty imunoglobulinl. Jsou znaé&ng
ovlivnovény slo¥enim stanovovaného preparétu a vysledky jsou ne-
objektivni.

Jako vyhovujici se ukazuje stanoveni hCG v prepardtech imu-
noglobulini radioimunologickou metodou /RIA//Yalow, Berson,: Na-
ture/Lond./, 184, 1959, s.1648/. Soupravy pro toto stanoveni jsou
v3ak dostupné pouze z dovozu z devizové oblasti. lMetoda m& 1 Ta-
du nevyhod, nutnbst budovani specidlnich izotopovych laboratofi,
pro vyhodnocovédni vysledkl je tieba ndkladnych politacdd impulsi,
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xomerdn{ soupravy maji krdtkou dobu pouZitelnosti-tadové tydnd,
préci je nutno provéd&t dle prisnych bezpelnostnich predpist a
pou?ité radioaktivnf reagencie skladovat do inaktivace na mistech
k tomu urdenych. Navic préce s radioizotopy predstavuje zdravot-
ni riziko. Ndklady na jedno vySetfeni jsou pom&rné vysoké.

-2 -

Uvedené nedostatky odstranuje postup dle vynélezu, ktery spo-
¢ivd v tom, Ze prepardt imunoglobulinu se red{ pufrem o pH 6,5
a% 8,0 s pridavkem sérového albuminu,nap¥iklad hovézfho albuminu
v mnoZstvi 0,005 aZ 1 %, naleZ se imunoenzymatickou metodou sta-
novi obsah lidského choriového gonadotropinu. ’

Prepardt imunoglobulinu lze Pedit pufrem o pH 6,5 a% 8,0
s pridavkem sérového albuminu a chloridu sodného maximédlné do kon-
centrace 0,3M. Vyhodné je pouZivat fosfétovy pufr.

' Déle je vyhodné pou¥?it imunoenzymatické metody, pri ni% se
provéd! adsorbce jedné z imunoreagencii na pevny nosié&.

Priklad stanoveni: Imunoenzymatickou metodou byl stanovovén
1idsky choriovy gonadotropin v preparétech imunoglobulind vyrob-
ce USOL o.p. Praha - 3ar¥e &. 2/83, 4/83%, 5/83, 8/83, 12/83 ve
form& 16% roztoku. Ddle byl stanovovén obsah hCG v lyofilizovanych
preparétech imunoglobuling vyrobce Imuna Sari¥ské Michelany,

Sar¥e 70/72, 26/77, ze kterych byly pripraveny té% 16% roztoky.
Stanoveni bylo provedeno na mikrotitradnich destidkédch typu P
vyrobce KOH-I-NOOR Dalelin.

Postup stanoveni:

1/ Lyofilizovand protilétka proti hCG byla rozpusténa v pufru a
do kaZdé jamky destidky bylo aplikovéno 0,2 ml roztoku proti-
14tky. Za 20 hodin p¥i teplotd +4 ©°C /inkubace do druhého dne
v lednici/ je navézéni protilétky na sténu jamek ukondeno. Roz-
tok ze v8ech jamek byl odst¥fknut do vylevky a kaZdd jamka
destilky byla pufrem 3x promyta.

2/ Do celkem 2xdeviti jamek ,vZdy ve dvojicich/ byly do jamek vZdy
v objemu 0,1 ml aplikovény standardy hCG, do zbyvajicich Jjamek
nareddné preparéty imunoglobulint /Yed&ni je provéd&no geo-
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metrickou Padou 2% 0,01 M fosfétovym pufrem 0,14 M Nall 0,01%
merthioldt 0,1 % hovézi sérovy albumin pH 7,5 /lze pouZit i
Jinych vhodnych pufrd/ vZdy v objemu 0,1 ml do kaZdé jamky.
Red&nf vzorkt je provédéno proto, aby bylo moZno vysledné hod-
noty absorbanci prepolfitdvat proti kalibradni kfrivce /z vice
bodl/. Destilka se standardy a vzorky se poté inkubovala 2,5
hod v termostatu pti 37 °cC.

%3/ Obsah jamek destilky byl odst¥iknut do vylevky a jednotlivé
jamky 2x po sob& promyty pufrem. Do kaZdé jamky bylo aplikovd-
no 0,1 ml enzymem znadené druhé protilatky proti hCG /jako en-
zym je pouZita kfenové peroxiddza/. Destidka byla inkubovéna
1,5 hod v termostatu pri 37 ©C.

4/ Obsah jamek destilky byl odstifiknut do vylevky a destidka 4x
po sobé promyta-pufrem. Do kaZdé jamky bylo aplikovéno 0,1 mk
roztoku substréatu s chromogenem. Destifka byla inkubovéna 40
minut v termostatu p¥i 37 ©C. Nastévé rozklad substrétu enzy-
mem, ktery se projevuje zménou barvy chromogenu.

5/ Reakce ve v3ech jamkéch byla zastavena pridanim 0,05 ml 4 N
HZSO4-

V¥sledné zbarveni obsahu jamek se odedte na fotometru. Cim
vy88f byla koncentrace hCG ve vySetfovaném vzorku, tim intenziv-
néji prob&hla reakce a tim intenzivnéjsi je zabarveni chromogenu-
reakce je tedy kvantitativni. Zabarveni lze odelitat fotometric-
ky - jako absorbanci. Pokud vySet¥ovany vzorek neobsahoval hCG
nedochézf k ¥4dné vazb& na prvou vrstvu, nésledujici vrstva se
nemd té% moZnost vézat, ve zkumavce po propléchnuti tedy neni pri-
tomen enzym, nedochézi k rozkladu substrétu a zméné barvy chromo-
genu.

Pokud se k neznémym vySetfovanym vzorkim priradi i nékolik
vzorkl o znémé koncentraci hCG /tzv. standardnich/, lze podle ka-
libradni zévislosti-vynesenim znémych koncentraci standardu a jim
prislusejicich absorbanc{ na dv& na sebe kolmé osy sestrojit ka-
libradni k¥ivku. Ze zji¥téné absorbance vzorkd, pii nichZ byly
aplikovény standardy hCG se sestroji kalibralni krivka, z niZ se
na zékladd zjist&né absorbance vzorkd Yedénych imunoglobulinu
odelte koncentrace hCG. K vyneseni kfivky a vypoétu koncentrace
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hCG lze té% pouZft politade. Ke stanoveni 1lze pou¥it namisto
mikrotitradnich destilek, kie kaZzdéd jamka destidky je jakoby ma-
lou zkumavkou, zkumavky.

Vysledky /dle prepo&tu mikropoditale Tesla PMD-85/:

I. prepardty imunoglobulind USOL o.p. Praha

Sarze &, Jjednotkovy obsah hCG chyba stanoveni v %
/IU/ml/ v 16% roztoku /variaéni koef./

2/83 20,557 | 18,59

4/83 27,711 25,49

5/8% 24,982 9,37

8/83 40,899 20,43

12/83 36,853 9,857
II. preparéty imunoglobulind Imuna Sari3ské Michalany

Ve stanovenych SarZich &. 70/72 a 26/77 se nepodafilo pro-
kdzat lidsky choriovy gonadotropin. Dotazem u vyrobce bylo poté
zjidté&no, Ze tyto SarZe nebyly pripraveny z néhradnich surovin,
ale z krve zdravych netéhotnych ddrclh /tedy hCG neobsahujicich
surovin/.

Opakovanymi pokusy bylo prokézéno, ¥e imunoenzymatickou me-
‘todou lze provéd&t stanoveni lidského choriového gonadotropinu
v prepardtech imunoglobulint pP¥ipravenych z druhotinych surovin.
Zpisob stanoveni podle vyndlezu je 200x citliv&jsf neZ hemagluti-
nadni &i latex-aglutinanéni testy ani netrpi nevyhodami radioimu-
nologickych testi.

Test lze v provedeni na zkumavkdch uZit v kaZdé laboratoti
vybavené b&Znym spektrofotometrem, k provedeni je treba jen pipet
vhodnych objemd, b&¥ného termostatu a domdci suroviny. Neni ome-
zen bezpelnostnimi predpisy a ndklady na jedno stanoveni jsou
nizké., Vyu¥it{ imunoenzymatické metody pro stanoveni hCG prinds{
mo¥nost citlivé a presné kvantifikace hCG v prepardtech imunoglo-
bulint a miZ%e vyznamn& prisp&t k pédi o zdravi obyvatelstma.
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Zptsob stanoveni lidského choriového gonadotropinu v preparé-
tech imunoglobulind pfipravenych z néhradnich surovin, vyzna-
ujici se tim, %e se prepardt imunoglobulinu Yedi pufrem o pH
6,5 a%¥ 8,0 s pridavkem sérového albuminu, napriklad hovéziho
albuminu v mnoZstvi 0,005 a% 1,00 % hmot., nadeZ se imunoenzy-
matickou metodou stanovi obsah lidského choriového gonadotropinu.

Zpisob podle bodu 1,vyznatujici se tim, Ze preparét imunoglo-
bulinu se Yed{ pufrem o pH 6,5 a% 8,0 s pridavkem sérového
albuminu a chloridu sodného’ maximdln& do koncentrace 0,3 M.

Zplsob podle bodu 1 a 2, vyznalujici se tim, Ze se preparat
imunoglobulinu Fedi fosfatovym pufrem.

Zplsob podle bodu 1 a% 3, vyznalujici se tim, Ze se lidsky
choriovy gonadotropin stanovi imunoenzymatickou metodou, pri
ni% se provédi adsorbce jedné z imunoreagencii na pevny nosic.
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