CH /4.

Dokaz pritomnosti trenbolonu v moci a vo svale metédou ELISA

1. URCENIE METODY

Je to nepriama kompetitivna enzymova imunoanalytickd metéda na dokaz pritomnosti
trenbolonu v mo¢i a vo svale supravou ELISA. Je vhodna na skriningové ucely.

2. PRINCIiP METODY

Zakladom testu je reakcia antigén — protilatka. Jamky v ELISA stprave su potiahnuté
antigénmi orientovanymi proti anti-trenbolon protilatkam. K Standardom alebo vzorkam
sa prida enzymovy konjugat a anti-trenbolon protilatky. Vol'ny a enzymovo konjugovany
trenbolon sutazia o naviazanie na vdzbové miesta protilatok. Stcasne anti-trenbolon
protilatky su tiez viazané imobilizovanymi zachytenymi protilatkami. Po inkubdcii sa
mikrotitraéné jamky premyju, aby sa odstrdnil nenaviazany enzymovy konjugat. Do
jamiek sa pridd enzymovy substrat a chromogén a platnicka sa inkubuje 30 minuat pri
laboratdérnej teplote v tme. Naviazany enzymovy konjugdt zmeni bezfarebny chromogén
na modry produkt. Pridavok stop roztoku vedie k zmene farby z modrej na zIta. Zmeria sa
absorbancia pri 450 nm. Absorpcia je nepriamo umerna koncentracii trenbolonu
Vv Standarde alebo vo vzorke.

3. POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

- pH meter

- homogenizator Ultra Turrax

- trepacka

- centrifiga

- termoblok (60 £ 2 °C) s koncentratorom vzoriek napojenym na Ny

- extrakeénd jednotka pre SPE

- separacné kolonky C18 na SPE

- mikropipety s nastavitel'nym objemom jednokanalové, viackanalové
- ELISA reader spektrofotometer (450 nm) + PC

- vahy

3.2. CHEMIKALIE

- terc- butylmetyléter p.a.

- metanol p.a.

- glukuronidéaza/arylsulfataza Helix pomatia
- kyselina chlorovodikova (HCl) p.a.

- kyselina octova (CH3COOH) p.a.

- octan sodny (CH3COONa) p.a.

- Tris (tris-(hydroxymetyl)-aminometan) p.a.



dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrat (NaH,PO,4 x H,0) p.a.
hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat (Na,HPO4 x 2H,0) p.a.
chlorid sodny (NaCl) p.a.

. PRIPRAVA ROZTOKOV

500mM acetatovy pufor, pH 4.8 — 41 g CH3COONa rozpustit’ v dest. H,0,
upravit’ pH pomocou 20% CH3COOH na 4.8, doplnit’ objem na 1000 ml
50mM acetatovy pufor, pH 4.8 — 4.1 g CH3COONa rozpustit’ v dest. H,0O,
upravit  pH pomocou 20% CH3COOH na 4.8, doplnit’ objem na 1000 ml
20mM PBS pufor, pH 7.2 — 0.55 g NaH,PO,4 x H,0 +

2.85 g Na;HPO,4 x 2H,0 + 9.0 g NaCl rozpustit’ v dest. H,O, doplnit’ objem na
1000 ml

67mM PBS pufor, pH 7.2 — 1.79 g NaH,PO,4 x H,0 + 9.61 g Na;HPO, x
2H,0 + 8.7 g NaCl rozpustit’ v dest. H,O, doplnit’ objem na 1000 ml

4. BEZPECNOST PRI PRACI

Vsetky extrakéné a Cistiace kroky uskuto¢nit’ pod ventilaénym zariadenim s odtahom pri
pouziti ochrannych rukavic.

5. PRACOVNY POSTUP

Po zaevidovani vzoriek do laboratoria vzorky uloZit’ do mraznicky. Pred pripravou vzoriek
nechat’ vzorky vytemperovat’ na laboratérnu teplotu a postupovat’ podl'a postupu.

5.1. PRIPRAVA VZORIEK

A) Priprava vzorky — mo¢

B)

zriedit’ 0,5 ml moc¢u 3 ml 50mM acetatového pufra, pH 4.8
pridat’ 8 pl glukuronidazy/arylsulfatdzy Helix pomatia
hydrolyza 3 hod. pri 37°C (alebo cez noc pri lab. teplote)
purifikacia na kolonkach C18

vytemperovat’ vzorky a reagencie na lab. teplotu, prietok 1 kvapka/s
premyt’ kolonku 3 ml 100% metanolu

premyt kolonku 2 ml 20mM PBS

aplikovat’ vzorku

premyt’ kolonku 2 ml 40% metanolu

vysusit’ kolonku 2 min

eluovat’ vzorku 1 ml 80% metanolu

zriedit’ eluét 1:1 dest. H,O (tesne pred nandSanim na platnicku!)
eluat skladovat’ v mraznicke max. 6 mesiacov

Priprava vzorky — sval

odstranit’ tuk, zomliet' vzorku na mésovom mlynceku, alebo pokrdjat’ na malé kusky
10 g pomletej vzorky homogenizovat’ s 10 ml 67mM PBS pufra pH 7.2



5.3.

2 g homogenatu extrahovat’ s 5 ml terc. butylmetyléteru 30 min.
centrifugovat’ 10 min. / 3000g / 10-15°C

supernatant preniest’ do Cistej skimavky (so zdbrusom)
extrakciu zopakovat’ s d’al§imi 5 ml terc. butylmetyléteru
spojené supernatanty odparit’ pri 60°C pod pradom N,

odparok rozpustit’ v 1 ml 80% metanolu

pridat’ 2 ml 20mM PBS pufru, pH 7.2

purifikovat’ na kolonke C18

vytemperovat’ vzorky a reagencie na lab. teplotu, prietok 1 kvapka/s
premyt’ kolonku 3 ml 100% metanolu

premyt’ kolonku 2 ml 20mM PBS pufru, pH 7.2

aplikovat’ vzorku

premyt’ kolonku 2 ml 40% metanolu

vysusit’ kolonku 3 min

eluovat’ vzorku 1 ml 80% metanolu

zriedit’ eluat 1:1 dest. H,O (tesne pred nanaSanim na platni¢ku!)
eluat skladovat’ v mrazni¢ke max. 6 mesiacov

.PRIPRAVA MERANIA: ELISA - Trenbolon

platnicku a vSetky reagencie vytemperovat na lab. teplotu, supravu skladovat’ v
chladnicke

oznacit’ protokol a platnicku

pocas prace zabranit’ vysuseniu jamok v mikroplatnicke!

zamedzit’" pristupu priameho slneéného svetla pocas jednotlivych inkubaénych
period!

enzymaticky konjugat opatrne premieSat, zriedit' 1:11 (1+10) diluénym pufrom zo
supravy

protilatku opatrne premiesat’, zriedit’ 1:11 (1+10) diluénym pufrom zo stpravy

POSTUP ELISA

Pri kazdom merani nanasat’ na platnicku 6 Standardov zo supravy (koncentracie:

0 pg/l; 0,025 pg/l; 0,05 pg/l; 0,10 pg/l; 0,20 pg/l; 0,40 ng/l), pripravené vzorky

a pozitivnu a negativnu kontrolu.

pozitivhu aj negativhu kontrolu pripravit zinterného referencného materialu
s pridavkom S$tandardu o koncentracii 0,5 pg/1, resp.0 pg/l (blank) rovnakym postupom
ako je postup spracovania vzoriek

do kazdej jamky pridat’ 20 pl Standardu, alebo pripravenej vzorky (vzorky aj
Standardy nanaSat’ duplicitne - paralelky), 20 ul pozitivnej a negativnej kontroly

do kazdej jamky pridat’ 50 ul zriedeného enzymového konjugatu

do kazdej jamky pridat’ 50 pl zriedenej protilatky

dobre premiesat’, inkubovat 2 hod. pri lab. teplote v tme

odsat’ na papierovej vate

premyt’ 3 x 250 pul dest. H,O

odsat’ na papierovej vate

do kazdej jamky pridat’ 50 ul substratu

do kaZzdej jamky pridat’ 50 pl chromogénu



- dobre premiesat’, inkubovat’ 30 min pri lab. teplote v tme
- pridat’ 100 ul STOP ¢inidla, premiesat’, merat’ absorbanciu pri 450 nm (od¢itat” do 60
min.)

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Priebeh kalibrac¢nej krivky je prilozeny ku kazdej suprave, ako aj ku kazdému vysledku
merania. Koncentraciu trenbolonu vo vzorke (v ug/l, resp. ug/kg) vypocitani z kalibracnej
krivky treba nasobit’ zried’ovacim faktorom.
Zried’'ovaci faktor pre vzorky mocu = 4

pre sval = 2, ak bol dodrzany pracovny postup.

Meranie je platné ak A(zero Standardu) pri 450 nm > 0,6.
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