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Navod do laboratorniho aieni z klinické analytické chemie

Stanoveni karcinoembryonalniho antigenu (CEA)
pomoci techniky ELISA

Karcinoembryonalni antigen (Carcinoembryonic AmigEEA) je monomerni glykoprotein o
molekulové hmotnosti 180 kDa, s prémou sloZzkou uhlovodiko vysi cca 45 — 60 %, kde na
polypeptidovytetézec, ktery je tvien sedmi Ig doménami zakotvenymi na povrchiikigu
fosfatidylinositolovou  vazbou, jsou navazany saduwe fettzce vazbou
N-acetylglukosaminu na asparagin. Spolu s alfagpfetieinem, pat do skupiny
onkofetalnich proteiln které jsou vytvieny lEhem embryonalniho a fetalniho obdabén je
lokalizovan na 19 chromozomu s pragddobnou roli v procesu b&tné adheze. Pre¢nbyl
tento antigen popsan r. 1965 Goldem a Freemanewrgjatigen jaternich metastaz karcinomu
tlustého gteva. Paf k nejdéle stanovovanym nadorovym matker (von Kleist, S.:
Introduction to the CEA family, Int. J. Biol. Markg, 1992, 132-136

Fyziologicka produkce CEA probihda nejintenzijinve vyvijejicim se plodu, nasleduje
maximalni produkce kolem 32. tydne gravidity a ppsty pokles ve 3. trimestru.
Transplacentarni ipchod je minimalni a Ize jej zjistit ¥lesnych tekutinach asi u 5 %
téhotnych Zen. Metabolismus CEA ovSem neieispé znam, jeho degradace probihd v jatrech
(Cibula D., Petruzelka L. a kol.: Onkogynekologiealia, 2009.

Exprese CEA je fitomna v gkterych fetalnich tkanich a u da$gho ¢lovéka se vyskytuje v
normalni tkani tlustého igtva, v epitelialnich hikach prostaty a nizkou expresi Ize detekovat
i v leukocytech. &koliv neni ani organay ani nadorow specificky, lze jej pouzit dady
nadofi. Hlavnim zdrojem patologicky zvySené hladina CEBAy z 55 — 60 % poké&dejSi
karcinomy tlustého #tva a konéniku. Dale zvySené hodnoty nachazime u patient
s karcinomem Zaludku, pankreatu Zlu¢ovych cest. Krom gastrointestinalniho traktu, se
zvySené hladiny CEA nachazi u 70 % padiestnemalobuwtnym karcinomem pilic,
mocového mEchyfe a Stitné Zlazy. V posledniadé i nadory Zenskych orgénjsou
charakteristické syntézou CEA, jedna se zejménargirkomy vajéniku, adenokarciomy
délozniho hrdla a karcinomy endometrkéasitz, J.: Radioimunoanalyza v onkoldgii. LF UK
Plzei, 1995.

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)e@stavuje jednu z nejpouzivggich
bioanalytickych metod v praxi a taggevsim diky jeji specificit jednoduchosti a snadné
automatizovatelnosti. Metoda ELISA je zaloZena peac#ické interakci antigenu (antigen,
Ag) s @islusnou protilatkou (antibody, Ab).
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V piipact provadného testu na stanoveni CEA (seddvé ELISA technice) se navic
vyuZziva vysoké afinity biotinu k streptavidinu. ttavidinem (S) jsou potaZzengsy jamek
na mikrotitr&ni destéce (Obr. 1a). V prvnim inkukaim kroku je vzorek smichén s tzv.
enzymovym konjugatem, tj. roztokem obsahujicim nkémmalni protilatky proti CEA
znaené pexidasou (anti-CEA-HRP) a monoklonalni priiyidoroti CEA biotinylované (anti-
CEA-B), viz obr. 1b. Bhem konjugace dochazi k vytemi sendvioveho komplexu
vadzaného na &i¢ jamky (S/anti-CEA-B/CEA/anti-CEA-HRP), viz obr. 10 inkubaci a
vymyti zbytku konjugéniho roztoku se aplikuje roztok obsahujici subspéh reakci
s kk'enovou peroxidazou (3,3',5,5'-tetramethylbenzidipesoxidem mdoviny a acetatovym
pufrem), ktery reaguje s enzymem za vzniku mod@&rarveni (viz obr. 1d). Po inkubaci se
reakce zastavuje roztokem kyseliny sirove, ktagv@di modré zbarveni na Zluté, které se
spektrofotometricky ri.
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Obr. 1: Schéma stanoveni CEA
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UKOL

Provel'te stanoveni karcinoembryonélniho antigenu (CEAyz@rku séra technikou ELISA
pomoci kitu IMTEC.

POSTUP

Se vSemi vzorky i roztoky pracujte jako s poten@ahfekénim materialem — v rukavicich!

Reagencie:
o sada kalibratdr IgG (CAL) o koncentracich 0 ng/ml (A); 5,0 ng/nid)( 10,0 ng/ml (C);

25 ng/ml (D); 50 ng/ml (E); 250 ng/ml (F)
o koncentrovany promyvaci pufr (WS): MOPS-NaCl, 0n08l/I, pH 8,8
o konjugani roztok (CON): anti-CEA-HRP (kozi) a anti-CEA-BYSi), pH 7,45
0 substratova reagencie A (SA) 1 g/l 3,3',5,5'-tetedinylbenzidin (TMB), 0,05 mol/l
acetatovy pufr, pH 3,5
0 substratova reagencie B (SB) 0,8 g/l peroxidovmy, 0,05 mol/l acetatovy pufr, pH 4,5
o zastavovaci roztok (STOP) 0,5 molA$O,

Postup:
1. VSechnycasti ELISA kitu nechejte vytemperovat na teplotistmdsti.

2. Pripravte promyvaci pufr (WASH) #iednim koncentrovaného pufru (WS). Cely obsah

lahvicky koncentrovaného pufru (WS) nalejte do 1000 moéwiegované vody. Lahvku
od koncentratu (WS) &kolikrat proplachgte takto pipravenym roztokem (WASH).
Promyvaci pufr skladujte ve thv lednici, je stabilni 60 dn

3. Pripravte roztok substratu (SUB) smichanim substé&i@agencie A (SA) a substratovée
reagencie B (SB) v po¥fru 1:1. Roztok substratu (SUB) skladujte vestmlednici, je
stabilni 30 di.

4. Do jamek mikrotitréni desttky (MTP) potaZzenych streptavidinem napipetujte ppst
25 ul vzorku (S), vzorek pipetujte do dvou jamekabbratoi (CAL A — F), viz obrazek.
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5. Napipetujte do kazdé jamky 100 ul konjdgéno roztoku (CON). Pipetou roztoky

v kazdé jamce @tivé promichejte (8kolikrat naberte a vyptite roztok, pouzijte pipetu

nastavenou na objem cca 110 ul). Nedotykejte s#nvrgeny jamky! Na kazdou jamku

pouZijte novou Sgku! Roztoky v mikrotitr&ni destéce jemr promichtejte.

Mikrotitra¢ni destéku zawvete lepicim prouzkem a ponechte inkubovat 60 npri5°C.

Odstraite roztok z jamek mikrotitéai destéky a jamky promyjte 3x 300 pliedéného

promyvaciho pufru (WASH). Odstite promyvaci pufr z jamek. Mikrotitéai destéku

obra’te dnem vzfiru nad buniinou na odstraii zbytku pufru.

8. Napipetujte do kazdé jamky 100 pl roztoku subst(&iuB). Ot mikrotitracni destéku
uzawete lepicim prouzkem a ponechte inkubovat 15 g% C.

9. Pridejte do kazdé jamky 50 pl zastavovaciho rozt@&UdP). Pipetou roztok vzdy kratce
promichejte.

10.Zmg¢ite absorbanci v kazdé jamce mikrotimadestéky pii 450 nm. Méteni prove'te do
10 minut po ukoteni reakce (fiddani zastavovaciho roztoku).

NOo

POZN.:

Oc¢ekéavané hodnoty:
hladina CEA

nekuaci <5 ng/ml

kuraci <10 ng/ml



