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IMUNONEFELOMETRICKE STANOVENI PLAZMATICKYCH BILKOVIN

Npor. MUDr. Tom4S VOTRUBA
Vojensky ustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha
(n4&elnik: plk. MUDr. Vladimir Kotla¥, CSc.)

Jednou z nejmodernéjSich kvantitativnich
imunochemickych metodik je laserovd nefelo-
metrie. VyuZiva principu méreni svétla rozpty-
leného na zgkalovych ¢éasticich. Vlastni princip
je zndm jiZ mnoho desetileti. Ve vétSiné spek-
trofotometrtt byly a dosud jsou zamontovdny
nefelometrické néstavce, ale efektivnost vétsi-
ny takovychto zarizeni je velmi nizki a pres-
néjSi méfeni nedovoluje. Divodem je prede-
vSim charakter svételného zdroje. Proto Géin-
né technické ztvarnéni bylo moZné aZ po zave-
deni laserti do bé&Zné laboratorni méfrici tech-
niky. V soucasné dobé je komeréné dostupno
asi 9 pristroji, na kterych je moZno provadét
tato méfeni. Jde bud o nefelometry jako takové
(Beckman Immunochemistry Analyzer, Hyland
PDQ-TM, LSA 290 Kallestad, Behring Laser Ne-
phelometer), nebo jde o viceddelové centrifu-
gacni analyzatory (LKB 8600 Clinicon, Abbot
ABA 10, GEMSAEC Centrifugal Analyzer, Cen-
trifiChem System 400, Technicon Autoanalyzer
II). Pro vyzkumnou préci a paralelni rutinni
vySetfeni se nejvice hodi pfistroj firmy Hyland,
ktery vlastni i naSe oddéleni.

Vlastni princip prace pristroje je jednoduchy.
Svétlo z laserového zdroje prochazi kyvetou,
kde na ¢asticich tvofenych nerozpustnymi kom-
plexy antigen-protildtka se rozptyli, rozptylené
svétlo je zaznamendno fotondsobifem a pieve-
deno na Ciselny tdaj na digitdlnim displeji.
Touto metodou lze stanovit prakticky vse, pro-
ti demu lze prFipravit protilatku. Dnes se tak
b&Zné stanovuji plazmatické bilkoviny, antibio-
tika, n&které 1éky, napfr. opidty, drogy a dalsi.

Principem — vlastni reakci — je reakce an-

tigen-protiladtka v prostfedi nadbytku protilat-
ky, kdy dochézi k vytvdfeni nerozpustnych
komplexd, jejichZ mnoZstvi, a tedy mnoZstvi
rozptyleného svétla, je tmérné mnoZstvi anti-
genu. Zavislost je Siroce parabolickd a pfi zvo-
leni vhodnych podminek je dosti pfesn& extra-
polovatelnd linedrni zavislosti. Z toho je vidét,
Ze na volbé a hlavné& dodrZeni pfesnych podmi-
nek velmi mnoho zdleZi. Jsou kladeny zna&né
poZadavky na reagencie obecn&. Citlivost pii-
stroje vyZaduje naprosto bezprasné reakdni
prostfedi, proto je nutné reakéni sloZky pfe-
dem filtrovat pfes membrédnové filtry. Antigen,
nejCastéji lidské sérum, se do reakce znacéné
Fedi, 10krat aZ 200krat (pro albumin je$t& mno-
hem vice), proto poZadavky nejsou tak pfis-
né — sérum ovSem nesmi byt lipemické; p¥i-
tomnost barviv stanoveni neru$i, hemolyticka
i ikterickd séra jsou plné pouZitelnd. Daleko
vetsi ndroky je nutno splnit u pufrujiciho pro-
stfedi a protilatky. Jako reakéni médium pou-
Zivame fosfadtem pufrovany fyziologicky roztok
s pFisadou detergentli a polyetylenglykolu prii-
mérné molekulové hmotnosti 6000, coZ zaruéu-
je stdlost a neménnou heterogennost zédkalu.
U antisér je vyZadovdna vysoka avidita a vyso-
ky obsah specifickych protilatek. To znamen&
v praxi celou Fadu problémii. Komeréné dostup-
néd antiséra z produkce Ustavu sér a otkova-
cich l4atek jsou urdena pro aplikaci v jinych
imunochemickych technikach, a jsou proto ne-
pouZitelna. Maji pro tuto techniku nizkou kon-
centraci specifickych protildtek a technologic-
ky postup pripravy je pro poZadavky a naroky
imunonefelometrie nevyhovujici. ProtoZe zéso-
bovani pomoci zahrani¢nich souprav nepiichéa-
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zi v Gvahu, museli jsme tuto otdzku vyfeSit sa-
mostatné. Na zikladé dlouhodobych dobrych
vztahli se stfediskem imunochemie sérovych
bilkovin Ustavu sér a otkovacich latek v Praze
jsme ziskali surovd prase¢i hyperimunni séra,
kterd jsme pak specidlni ndroénou technologii
opracovali a ziskali tak nakonec lyofilizovany
preparét, stdly po velmi dlouhou dobu, ktery
svou kvalitou vyhovuje pro prace na laserovém
nefelometru.

Je tfeba podotknout, Ze antiséra z produkce
USOL jsou vyrdb&na na prasatech, coZ ve
srovndni s jinymi zvifecimi druhy neni p¥Filis
vfhodny druh pro tuto techniku, protoZe se
nikdy nedosdhne té avidity jako nap¥. pfi imu-
nizaci koz. Zvolili jsme vSak pracovni podmin-
ky tak, abychom mohli pracovat v tom rozsahu,
v jakém se pracuje se soupravami zahraniéni
provenience. Celkové lze shrnout, Ze tato tech-
nika patfi mezi velmi piesné, ale mimoirdadné
nédro¢né na dodrZeni presnych reakcénich pod-
minek.

Jaké jsou prednosti této metody? V tabulce 1
je srovnéni uZivanych technik pro imunoche-
mickd stanoveni plazmatickych bilkovin. Jde
o0 jednoduchou radidlni imunodifdzi, elektro-
imunostanoveni dle Laurella (,raketky“), imu-
nonefelometrii dvou typll (kinetické mé&ieni tzv.
rate, méreni koncového stavu tzv. end-point) a
radioimunostanoveni. Ze srovndni plynou vy-
hody nefelometrie. V piipadé RIA lze ‘dosdh-
nout vySsi citlivosti, ale pfesnost je podstatné
men3i, protoZe u RIA techniky je velky rozptyl
vysledkd. Velkou nevyhodou RIA je také vyso-
kd pofizovaci cena techniky a problematika
pracovniho reZimu. Vyznamnym faktorem je
pracovni &as, ktery v pripad& nefelometrie je
nejkratSi viibec. Vedle toho dovoluje nefelo-
metrie ve srovndni s jednoduchou radidlni imu-
stanovovanych hodnot, aniZ je t¥eba mé&nit pra-
covni podminky a nastaveni piistroje. Nefelo-
metrickd technika je také automatizovatelna.
V prvém stupni je moZno zafadit vypodetni
techniku. Firma sama doddvd k nefelometru
maly stolni poc¢itaé Hewlett-Packard 9815, kte-
ry vyznamné zrychli a hlavné& zpiesni fazi vy-
hodnocovani vysledkt. Dalsi fazi je automati-
zace pripravy vzorkl. V§robce sestavil systém
nazyvany DISC 120, kter§ umoZiiuje plnoauto-
maticky provoz s hodinovou kapacitou az 120
vzorki. Takovyto systém m4 v3ak opodstatn&ni
jen ve velikych laboratofich, kde se provadgji
vySetfeni poéitani denné& na desitky aZ stovky.

A nyni ke spektru prdace oddé&leni klinické a
experimentdlni imunologie. VySetiieni provadi-
me pro potfeby odbornych oddé&leni Ustfedni
vojenské nemocnice v Praze. V tabulce 2 jsou
schematicky shrnuta provddéna vyS$etfeni. Prv-
ni sloupec zachycuje plazmatické bilkoviny,
které je moZno stanovovat pomoci zahraniénich
souprav a které také naSe oddé&leni stanovuje
pomoci antisér naSich s vysledky plné& srovna-
telnymi. Druhy sloupec zachycuje bilkoviny,

Tab. 1

Srovndni nefelometrické metody s ostatnimi metodami
stanovovdni hladin plazmatickijch bilkovin

fies pres- |repro- )
c‘:ﬁlgv/?“ as nost |duk. al’;ll;(t)
% % :
JRID 1 1—-3d 10—50[ 10 ne
EID 1 6—36h 10 5 ne
INA rate <1 <1 min 2 2 ne
INA end <1 20m—4h 5 5 ano
RIA 0,01 3h—-5d — — ano
JRID — jednoduché radidlni imunodifize
EID — elektroimunostanoveni dle Laurella
INA — imunonefelometrické stanoveni
rate — kinetickd metoda
end — metoda koncového bodu
RIA — radioimunostanoveni
Tab. 2

Piehled plazmatickich bilovin stanovovanygch komeré&ni-
mi prepardty zahraniéni provenience a imunologickym
oddélenim VOHEM

IMUNOL. ODD.

ZAHR. FIRMY IMUNOL. ODD. ZAHR. FIRMY
imunoglobulin A | gzmikroglobulin CRP
imunoglobulin G | @2APglykoprotein | RF
imunoglobulin M | imunoglobulin D hemopexin
C3 komplement Clq komplement | albumin

C1 inhibitor
C3 aktivéator
a1fetoprotein

C4 komplement
transferin
ejantitrypsin
orosomukoid
ceruloplasmin
aezmakroglobulin
prealbumin
B2lipoprotein

které na naSem oddéleni stanovujeme, ale pro
které dosud ve svété nejsou komeréné dostup-
néd antiséra pro nefelometrii (a pokud je ndm
zndmo z literatury, dosud tyto bilkoviny nikdo
nefelometricky nestanovoval). Kone¢né tfeti
sloupec zahrnuje bilkoviny, které je moZno sta-
novovat zahraniénimi preparéty a pro které my
vlastni protilatky nemédme. Nasi snahou bude
v dalsim si pFipravit antiséra i proti témto an-
tigenim a rozsifit tak paletu vySetifeni. Za pr-
vorady tkol povaZujeme stanovovéni C-reaktiv-
niho proteinu a revmatoidniho faktoru. CRP je
vyznamnym reaktantem akutni fdze, mnohem
signifikantn&jSim neZ nap¥. vySetfeni sedimen-
tace. Stanovovdni revmatoidniho faktoru by-
chom prevedenim na nefelometrické méreni
zpFesnili a uéinili vysoce reprodukovatelnym.
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Prvni provedené poKkusy jsou dosti slibné. Dal-
$im polem, kde by bylo moZno pfistroj vyuZit,
je stanovovani cirkulujicich imunokomplexi,
vyznamného laboratornfho tdaje v diagnostice
autoimunnich onemocnéni. Pracujeme na meto-
dice, kterd by ndm umoZnila méfeni specifické-
ho zdkalu vytvafeného imunnimi komplexy a
Clq sloZkou komplementu. Konecné také slib-
nou se jevi spoluprdce s oddélenim Kklinické
biochemie Ustfedni vojenské nemocnice pfi
stanovovéani apolipoproteinti A-I a B, velmi da-
leZitych parametrii posouzeni otdzek lipidové-
ho metabolismu a hlavné prevence néhlych
pfihod srdeénich.

Souhrn

Clanek shrnuje zakladni moZnosti a labora-
torni aplikace moderni imunonefelometrické
metody stanoveni plazmatickych bilkovin.
V &lanku jsou srovnany moZnosti této techniky
s ostatnimi imunochemickymi metodami. Je
uveden pfehled bilkovin stanovovanych na pra-
covisti autora.

Literatura

1. Ritchie, R. F.: Theory and practice of automated ne-
phelometry. In: Protides of Biological Fluids, 21st

1. Colloquium, Brugge, 1973. New York, H. Peeters, {ed.)
Pergamon Press 1974.

2. Ritchie, R. F.: Specific proeins assays. Fed. Proc., 34,
1975, s. 2139—2144.

3. Ritchie, R. F.: Automated Immunoanalysis, Ritchie, R.
F. (ed.), dil 1. Marcel Dekker, New York, Basel 1978.

4. Iverius, P. H.-Laurent, T. C.: Precipitation of some
plasma proteins by the addition of dextran and PEG.
Biochim. biophys. Acta, 133, 1967, s. 371—378.

5. Blom, M.-Hjorne, N.: Profile analysis of blood pro-
teins with a centrifugal analyzer. Clin. Chem., 5,
1976, s. 657—672.

6. Peracino, A. - Marcovine, S.- Fenili, D.: Immunonephe-
lometric and immunoturbidimetric techniques for plas-
ma protein evaluation. Ric. clin. Lab., 8, 1978, Suppl.
1, s. 113—137. -

7. Wider, G. et al.: Survey of a new nephelometric sy-
stem. Ric. clin. Lab., 12, 1982, s. 313—322.

Kli¢ovad slova: Imunonefelometrie; Stanovov4dni plazma-
tickych bilkovin; Specifickd antiséra pro nefelometrii.



