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Abstrakt

Cilem tohoto projektu bylo stanovit koncentraci hormonu AFP v nezndmém vzorku pomoci
radioimunologické metody IRMA. Hladina koncentrace hormonu AFP v dobé téhotenstvi
napomaha k urceni zdravého vyvoje plodu a u ostatnich jedinci mize slouzit jako ukazatel
rakovinného bujeni v téle. Radioimunologické metody se v |ékarstvi velmi ¢asto uzivaji
k analyze latek obsazenych v krvi, krevnim séru nebo mozkomisnim moku.

1. Uvod

Radioimunologicka analyza je dllezita sou¢ast moderni mediciny, kterd ndm pomaha urcit latku
a jeji pritomnost ve vzorku. Mezi vyhody pti vyuZivani této metody patfi naptiklad moznost
zpracovani velkého mnozstvi vzork(, protozZe je potfeba velmi malé mnozstvi latky na méreni a
jednoduchost praktické ¢asti méfeni. Hlavni nevyhodou je moZnost nespecifické reakce, protoze
l[atka nemusi mit jedinou reakéni protilatku.

2. Radioimunologické metody

Podstatou téchto metod stanoveni je imunochemicky princip, ktery vyuziva specifickou vazbu
mezi latkou (antigen) a protilatkou. Jelikoz je tato vazba velice specifickd a témér nezaménitelna
mulzeme pomoci téchto postupli presné urcit koncentraci daného antigenu i ve sloZitych
matricich jako je napfiklad krev nebo mozkomisni mok. Pfi indikaci téchto koncentraci vyuzivdme
radionuklid 12°I, jehoZ velkou vyhodou je relativné dlouhy polo&as rozpadu (60 dni). Vybaveni



k provadéni téchto metod je dodavano komercéné v kitech, které obsahuji standardizované
vzorky, radionuklid a pfipadné dalsi potfebné chemikalie nebo laboratorni vybaveni.

IRMA

IRMA je oznacdeni pro tzv. imunoradiometrické stanoveni. Jeji velky rozvoj byl umoinén
zavedenim polystyrenovych zkumavek, které jsou potazeny protilatkou. S touto protilatkou
nasledné reaguje antigen, jeZz je do zkumavky pridan. Poté je do zkumavky pfimichdn jesté
radioindikator, ktery také vytvofi vazbu s antigenem. Timto vznika komplex, ktery je oznacovan
jako tzv. sendvic, sloZzeny z protilatky, antigenu a radioindikatoru (obr. 1). Tento komplex zlstava
na sténdch zkumavky po vymyti a odsati prebytecného radioindikatoru a nasledné zméreni
aktivity reprezentuje mnozZstvi téchto ,sendvi¢ovych” jednotek, jeZ nasledné slouZi k urceni
koncentrace stanovované latky na zakladé kalibracni primky.
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Obrdzek 1: Princip vzniku ,,sendvicové” jednotky pfi metodé IRMA [2]
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Alfafetoprotein (AFP)

Alfafetoprotein patfi do skupiny glykoprotein(l. Je produkovan v téle Zzeny v dobé téhotenstvi
Zloutkovym vackem a pozdéji jatry plodu. Jeho nejvétsi koncentrace (okolo 3 g/l) se nachazi ve
fetdlni plazmé mezi 10. a 13. tydnem téhotenstvi, s blizicim se terminem porodu jeho
koncentrace klesd. Jeho nizké hladiny v krevni plazmé mohou ukazovat trisomii 21 (Down(yv
syndrom) nebo jind onemocnéni plodu jako napf. toxémii a toxoplasmosu.

Mirné zvyseni hladiny AFP mlzZeme také pozorovat u pacientl trpicich jaterni cirhézou nebo
chronickou hepatitidou. Nékterd maligni onemocnéni (leukemie, melanomy nebo ndadory
traviciho traktu) se také mohou projevovat zvysenymi hladinami tohoto hormonu. [3]

3. Experimentalni cast

Veskera ptiprava probihala v laminarnim boxu. Pfipravili jsme si osm zkumavek, jez byly pokryté
protildtkou, které jsme umistili do stojanku v nasledujicim poradi: 5 zkumavek s protilatkou na
kalibraci (oznaceno 0-4), 2 zkumavky oznacené T a jednu zkumavku s protildtkou na neznamy
vzorek (oznaceno N). Nejprve jsme si vytvofili roztok nezndmého vzorku. Vzorek byl ve formé
lyofilizatu, jeho rozpusténi bylo provedeno 0,5 ml destilované vody. Do kazdé ze zkumavek
urcenych ke kalibraci a do zkumavky na neznamy vzorek jsme odpipetovali 50 ul prislusného
roztoku. Nasledné jsme do kazdé ze zkumavek napipetovali 200 pl radioindikatoru, ktery
obsahoval ?°I. Kazdd zkumavka byla promichdna na vibraénim michadle, a poté byly vechny



umistény na tfepacku po dobu 45 minut, aby doslo k jejich inkubaci. Po inkubaci jsme odsali
obsah zkumavek, ve zkumavkach s oznaCenim T indikator ponechali. Do odsatych zkumavek jsme
napipetovali 2 ml promyvaciho roztoku a ten poté opét peclivé odsali. Nasledné jsme zméfili
aktivitu vSech zkumavek na scintilacnim gama detektoru po dobu jedné minuty a ziskana data
dale zpracovali pomoci tabulkového programu. Stanoveni byla provadéna dvakrat.

4. Vysledky a diskuze

Byly proméreny obé sady vzorku, které dale jsou oznacovdany jako experiment 1 a experiment 2.
Kazdy vzorek byl proméren celkem tfikrat a pfi zpracovani vysledku byla vyuZita primérna
hodnota aktivity. Primérné hodnoty aktivit jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Aktivity standardizovanych vzorki
a vzorku s nezndmou aktivitou

)]

Koncentrace | Aktivita Aktivita
[Iu/ml] experimentu | experimentu 5,5
¢. 1 [imp/s] ¢. 2 [imp/s] 5 B Experiment 1
> 45 X Experiment 2
0 29,7 21,3 g™
% 4
4,9 42 32 £ 35
20,4 57,7 73 3
2,5
90,0 204 189,3 5
218,0 279,3 267,3 0 2 4 6
In koncentrace
Neznama 207,3 195,7

Obrdzek 2: Zavislost aktivity vzorku na koncentraci hormonu AFP

Hodnoty aktivit u standardizovanych vzork( byly vyneseny do grafu s tim, Ze vzorek s nulovou
koncentraci byl uvaZovan jako pozadi a od namérenych hodnot byl odeéten. Pro linearizaci
kalibracni krivky byly hodnoty koncentrace vyneseny ve formé prirozeného logaritmu. Jednotlivé
body byly prolozeny kalibracni kfivkou, jejiz rovnice ndm umoznila urcit koncentraci u neznamého
vzorku. Vysledky vynesené do grafu spolu s kalibra¢ni kfivkou jsou uvedeny na obrazku 2.

Pfimkou byly proloZzené zlogaritmované hodnoty, coZ znamend, Ze dopocitavani vysledné
koncentrace nezndmého vzorku, musime do rovnice dosadit zlogaritmovanou hodnotu aktivity
za y a ziskanou hodnotu podle vztahu ¢ = e* prevedeme na koncentraci c. V tabulce 2 jsou
uvedeny rovnice kalibracnich kfivek a koncentrace hormonu v neznamém vzorku, které jsme
dopoditali pomoci rovnic kalibracnich kfivek.



Tabulka 2: Rovnice kalibracnich krivek a koncentrace AFP v nezndmém vzorku

Experiment 1 Experiment 2
Rovnice kalibraéni kfivky y =0,8512x + 1,0472 y = 0,8339x + 1,2156
Koncentrace nezndmého vzorku 88,6 86,9
[Ul/mlI]

PFi porovnani obou vysledk( mezi sebou dojdeme k zjisténi, Ze se stanovené koncentrace mirné
liSi. Tento jev je zplsoben nepresnostmi pfi manipulaci s latky, zejména poté pfi pipetovani. Pfi
porovnani pridméru obou hodnot (87,75 Ul/ml) a vysledku uvedené v navodu (63,6-107 Ul/ml)
zjistujeme, Ze nami ziskana hodnota je obsazena v intervalu moznych hodnot, tudiz stanoveni
byla provedena spravné. Rozdilné hodnoty u dil¢ich vysledkd byly pravdépodobné zplsobeny
nepresnym pipetovanim a nedostate¢nym vyplachem zkumavek.

5. Zaver

Nami zjisténa koncentrace neznamého vysledku ¢inila 87,75 Ul/ml, coz se shoduje s vysledkem
uvedenym v navodu a z tohoto dlvodu lze nase méreni povaZovat za spravné. Koncentrace
nezndmého vzorku je obsazena v navodu, protoZze nezndmy vzorek slouzi v laboratofich k ovéreni
spravnosti vytvorené kalibrac¢ni kfivky.
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