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Abstrakt:
V ramci naseho miniprojektu jsme pracovali s diagnostickou metodou, ktera se aplikuje
Vv nemocnicich. Metoda vyuziva specifické vytvafeni vazeb mezi tyroxinem a jeho
protilatkou. Ke stanoveni vzniklého komplexu se vyuzivéa radioindikator **I. Vysledkem
prace je srovnani dvou riznych metod uréovani koncentrace tyroxinu ve vzorku a posouzeni
vhodnosti vyuziti v praxi.

1 Uvod

Radioimunoanalyza (RIA) je Siroce vyuzivanou metodou pro stanovovani latek
o velmi nizkych koncentracich v télnich tekutinach. Vhodné jsou napiiklad krevni sérum,
plazma, mozkomiSni mok ¢i moc€. Poprvé se v odborné literatuie (Casopis Nature) o metodé
zminuji v listopadu roku 1959. Podrobné&j$i popsani metody probéhlo o osm mésicli pozdéji
v ¢asopise Journal of Clinical Investigation. Clanek obsahoval vysledky pouZiti metody
U 66 pacienti a 30 kontrolnich vzorki. O rozvoj této metody se nejvice zaslouzili Rosalin
Yalowova a Solomon Berson. [1]

RIA je dnes jednou z dulezitych pomicek pii stanoveni diagnoézy napi. rakoviny,
onemocnéni §titné Zlazy. Prakticky mizeme stanovit kazdou latku, ke které zndme protilatku.
Protilatky jsou biomolekuly, u nichZ vV pfitomnosti ionizujictho zatfeni muze dochézet
k destrukci ¢i jejich modifikaci. Za nevyhodu miize byt povaZzovana zména imunoreaktivity
znacené protilatky.

Princip metody spociva ve vytvofeni specifické vazby mezi latkou a protilatkou.
Reakéni smés obsahuje stanovovanou latku (tyroxin, T), znaCenou protilatku (Y*)
a bionitylovany analog stanovované latky (ligand, L). Obé latky maji stejnou ¢i podobnou
schopnost se vazat s protilatkou a soutézit o jeji vazbu, ¢imz vznikaji komplexy T-Y* a L-Y*.
Komplex L-Y* se navaze na sténu zkumavky, ktera je potazena avidinem, a zbyly obsah
zkumavky se odpipetuje. Cim vice T je ve stanovovaném vzorku, tim méné vznika komplexu
L-Y*, a tedy celkova aktivita vzorku je nizsi. [2]

Nejcastéji se ke znaceni protilatek vyuziva radionuklidu ~°°I, ktery se rozpada
elektronovym zachytem. ,, Elektronovy zdachyt je izobaricky proces, pri kterém se chemicka
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povaha prvku zmeéni tak, Ze nastava posun v periodické tabulce do bezprostredné nasledujici
skupiny (doprava). “ [3] Tento proces Ize popsat nasledujicimi rovnicemi:

72X+ e - 9y (D) + _Je - jn+v )

pi. 1381 + % - 12Te (3)

2 Stanoveni volného tyroxinu

Material a pristroje

Byl pouzity RIA set, ktery obsahoval protilatku proti tyroxinu 1 (310 kBq
k 8.5.2015), kalibra¢ni roztoky volného tyroxinu o koncentracich 0 pM; 2,6 pM; 10,0 pM;
26,3 pM; 75,0 pM. Déle pak biotinylovany analog tyroxinu (L) a vzorek o nezndmé
koncentraci.

Jako pomicky byly pouzity zkumavky potazené avidinem, automatické pipety,
kapatka, vibraéni michacka a stojanek na zkumavky. Aktivity jednotlivych vzorkl byly
meéfeny na scintilaénim detektoru CIl CRC-55tW se studnovym krystalem (Nal(Tl)).

Metoda

Do jednotlivych zkumavek jsme postupné napipetovali 25 pl kalibraéniho roztoku
0 danych koncentracich vcetné roztoku s koncentraci neznamou. Dale jsme ptidali 400 pl
radioindikatoru a 100 pl ligandu. Roztok jsme promichali, nasledné jsme zkumavky uzavieli
parafilmem a umistili na vibraéni michacku, kde se po dobu 1 hodiny inkubovaly. Po
ukonceni inkubace jsme ze zkumavek odsali kapalinu a na méftici soupravé zméfili hodnoty
pozadi a aktivit jednotlivych zkumavek.

Zkumavky pro standardy jsme oznacili ¢isly od 0 do 4 podle rostouci koncentrace
protilatky, zkumavky s neznamou koncentraci jsme oznacili X. Hodnotu celkové radioaktivity
pfidaného radioindikétoru jsme oznacili T, po inkubaci jsme zaddny radioindikator neodsavali.

Pouzili jsme dvé rizné metody stanoveni vysledku. Jejich srovnani je uvedeno v diskuzi.

Vysledky

Zmétené aktivity jsou uvedeny v Tab. 1 a 2. Naméfené hodnoty aktivit a pozadi jsme
zprumérovali a nasledné odecCetli primér pozadi od pruméru aktivit. Ziskané hodnoty jsou
vTab.la2

Tab. 1: Naméfené aktivity a vypocCitané praméry experimentu 1
Zkumavka 0 1 2 3 4 X0 T
Aktivita 1 [imp/s] [ 238 200 175 84 53 132 491
Aktivita 2 [imp/s] | 240 | 202 | 173 | 84 | 52 | 130 | 488
Aktivita 3 [imp/s] | 241 203 171 84 52 133 490
Primér 240 202 173 84 52 132 490
Pramér pozadi 17
Rozdil priméra | 223 | 185 | 156 | 67 | 35 | 115 | 473




Tab. 2: Naméfené aktivity a vypocitané pruméry experimentu 2

Zkumavka 0.1 0.2 1 2 3 4 X1 X2

Aktivita1 [imp/s] | 237 | 243 | 181 | 151 74 40 146 | 128

Aktivita 2 [imp/s] 240 243 181 152 75 40 146 124

Aktivita 3 [imp/s] 242 243 182 152 76 42 145 122

Prameér 240 243 181 152 75 41 146 125
Primér pozadi 16

Rozdil praiméra | 224 | 227 | 165 | 136 | 59 | 25 | 130 | 109

Ze ziskanych pruméri aktivit a zadanych koncentraci jsme vypocitali vazebnost
a logaritmus koncentrace na zaklad¢ rovnic 4 a 5:

vazebnost = g- 100% (4)

c—>log(c) (5
kde B je primér impulsi za sekundu vzorki a T je u experimentu 1 celkova ptidana
radioaktivita [imp/s] a u experimentu 2 aktivita standartu s nulovou koncentraci tyroxinu
[imp/s] a ¢ je koncentrace [pmol/l].

Vypocitané hodnoty jsou uvedeny v Tab. 3 a 4.

Tab. 3: Zpracované vysledky experimentu 1

Zkumavka 0 1 2 3 4 X0 T
Koncentrace [pmol/I] 0 2.6 10 26.3 75 ? -
Pramér aktivit [imp/s] [ 223 185 156 67 35 115 473
Vazebnost (B/T) [%] 47 39 33 14 7 24 100

log (c) 0.415 | 1.000 | 1.420 | 1.875

Tab. 4: Zpracované vysledky experimentu 2

Zkumavka 0.1 0.2 1 2 3 4 X1 X2
Koncentrace [pmol/l] 0 0 2.6 10 26.3 75 ? ?
Pramér aktivit [imp/s] | 224 227 165 136 59 25 130 109
Vazebnost (B/T) [%] 100 100 73 60 26 11 58 48

log (c) 0.415 | 1.000 | 1.420 | 1.875

Pro grafické zpracovani dat jsme pouzili koncentraci (C) V logaritmickém mé&fitku.
Z uvedenych hodnot pro vazebnost a logaritmu koncentrace jsme sestavili kalibra¢ni grafy 1
a 2 (uvedené na dalsi strang).
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Graf 1: Zavislost vazebnosti komplexu L-Y*

i : . Graf 2: Zavislost vazebnosti komplexu L-Y*
na koncentraci tyroxinu pro experiment 1

na koncentraci tyroxinu pro experiment 2

Ze ziskanych zavislosti vazebnosti na logaritmu koncentrace jsme dopocitali koncentrace
tyroxinu v neznamych vzorcich podle rovnic uvedenych v grafech (ziskali jsme hodnotu
logaritmu koncentrace, kterou jsme pievedli zpatky na koncentraci podle rovnice 6):

c=10°  (6)

kde c je koncentrace tyroxinu ve vzorku [pmol/l] a a je logaritmus koncentrace.
Pouzité hodnoty a vysledky jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Stanovena koncentrace tyroxinu v neznamém vzorku

Zkumavka X1 X2 X0

Vazebnost (B/T) [%] 58 48 24
log koncentrace 0.88 1.08 1.12
Tyroxin [pmol/I] 7.62 12.03 13.18

3 Shrnuti a diskuze

Stanoveni koncentrace vzorku X1 neni piesné, protoze nam spadl do zkumavky typ
z automatické pipety. Z tohoto divodu jsme vysledek do nasledujicich uvah nezahrnuli.
Skute¢na koncentrace stanoveného vzorku byla 15 = 3 pmol/l [4].

V ramci vypocti jsme pouzili dvé riizné metody a posoudili jejich vhodnost pro
vyuziti v praxi. Vysledky obou metod uréovani koncentrace tyroxinu jsou srovnatelné.
| piestoze kitu vyprsela doba expirace, vysledky jsou v ramci chyby.
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