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Abstrakt:

Radioimunoanalyza zahrnuje metody, které jsou vyuzivany ke stanoveni koncentraci riznych
biologicky vyznamnych molekul, proti kterym je organiSmus schopen tvofit protilatky.
Pouzili jsme metodu immunoradiometrického stanoveni (IRMA) ke stanoveni obsahu

lidského choriogonadotropinu (hCG). Ve vzorku Clbyla stanovena koncentrace 33,7 1U/l a
ve vzorku C2 byla stanovena koncentrace 187 1U/I.

1 Uvod

Radioimunoanalytické metody (angl. radioimmunoassay) byly vyvinuty béhem 50. let

20. stoleti v USA jadernou fyzickou R. S. Yalowovou a Iékafem S. Bersonem za t¢elem
stanoveni koncentrace peptidového hormonu inzulinu [1]. Vyuzivany jsou naptiklad izotopy
%"Co (stanoveni vit. B12 — kobalaminu), 1%°I (ozna¢eni albuminu, stanoveni objemu krve) a
®1Cr (oznadeni erytrocytil, stanoveni objemu krve a Zivotnosti erytrocyti). [2]

Je vyuZzivano vazby protilatky (Ab — angl. antibody) a antigenu (Ag — angl. antigen), pti¢emz
jedna z této dvojice je radioaktivné oznacena. Vyhodou téchto metod je vysoka citlivost a
specifita vazby Ab-Ag. Vyuzivany jsou metody RIA (angl. radioimmunoassay) a IRMA (angl.
immunoradiometric assay), pfi¢emz v obou pitipadech je radioaktivné neoznacend protilatka
Ab navazana na stén¢ zkumavky dodané vyrobcem.
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Obrazek 1 RIA

- RIA — je pouzita jedna protilatka Ab a dva antigeny Ag a Ag*, z nichz Ag* je radioaktivné
oznacen. Ag a Ag* spolu soutézi o vazebna mista na protilatce, kdy vztah mezi namétenou


mailto:anicka.felcmanova@gmail.com
mailto:terezachuchmova@seznam.cz
mailto:tomas.pravda@volny.cz

¢etnosti impulzil a koncentraci zjistovaného antigenu Ag je nepiimo umeérny. Tato metoda se
oznacuje jako kompetetivni.
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Zkumavka po vymyti

Obrazek 2 IRMA

- IRMA — jsou pouzity 2 protilatky Ab a Ab*, z nichz je Ab* radioaktivné oznacena, a jeden
antigen Ag, ktery se vaze na protilatku Ab pfitomnou na sténé zkumavky. Nasledn¢ se na jiné
misto Ag v ramci jiz vzniklého komplexu Ag-Ab navaze radioaktivné oznacena protilatka
Ag*, ¢imz vznikd komplex Ab-Ag-Ab*. Tato metoda se oznacuje jako sendvicova.

V nasi praci byla zjistovana koncentrace lidského choriového gonadotropinu (hCG), coz je
glykoprotein produkovany zejména v t¢hotenstvi placentou. Stanoveni jeho koncentrace v
krvi nebo mo¢i je podstatou nékterych té¢hotenskych testd. hCG stimuluje tvorbu zlutého
téliska, zvySend koncentrace v krvi matky v pribehu téhotenstvi mize indikovat Downliv
syndrom plodu. Zvysené hodnoty hCG v organismu jsou vyuzivany jako marker n¢kterych
typti nddort. [3]

Béhem nasi prace byla stanovena koncentrace hCG pomoci metody IRMA. Bylo vyuzito
izotopu %1, ktery se preméfuje zachytem elektronu za emise fotonového zafeni. M4 polocas
rozpadu 59,4 dne.

2 Materialy

hCG IRMA KIT (Backman Coulter, Inc.), Automatickd pipeta, Stojan na zkumavky,
Pasteurova pipeta, Orbitalni tfepacka, Vortex, Parafilm, Scintila¢ni studnovy detektor Nal: Tl.

3 Metodika

Do zkumavek, potazenych protildtkou proti hCG bylo odméteno 50 pl kalibratoru, nebo
vzorku. K nim bylo pfidano 200 pl radioindikatoru. Do dvou zkumavek byl pfidan pouze
radioindikator a byly pouzity pro zjisténi celkové aktivity. Nasledné byly zkumavky uzavieny
pomoci parafilmu a promichany za pouZiti vortexu. Po promichani byly zkumavky na hodinu
umistény do orbitalni tfepacky pfti laboratorni teploté. Poté byl obsah zkumavek odsan pomoci
pasteurovy pipety, s vyjimkou zkumavek pro zjisténi celkové aktivity, kde byl radioindikator
ponechén. Nasledné byly vSechny zkumavky promyty 2 ml promyvaciho roztoku. Poté byla 3x
60 sekund zméfena cCetnost impulzii jednotlivych zkumavek za pouziti scintila¢niho



studnového detektoru Nal: T1. Na zavér se ziskana data zavedla do grafu, ze kterého bylo mozno
vypocitat koncentraci métenych vzorkd.

4 Vysledky

Nameéfené hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 1. Druhy az &tvrty sloupec odpovida tfem
naméfenym hodnotam cetnosti impulzl. Z téchto tii hodnot byl vypoéten pramér, ktery je
uveden v patém sloupci. Kvuli hodnoté pozadi a nespecifické vazbé byla od kazdé pramérné
hodnoty ¢etnosti impulzi odectena primérna hodnota vzorku s nulovou koncentraci. Hodnoty
koncentraci a Cetnosti impulzi byli zlogaritmovany a vyneseny do grafu (viz Obrazek 3) a
prolozeny piimkou, ¢imz byla ziskdna rovnice:

log (Ikai — lo) = 0,99486 - log ¢ — 0,851

Nasledn¢ byly dopocitany logaritmy koncentraci neznamych vzorki (Cl1 a C2) a
odlogaritmovanim byly ziskdny koncentrace C1 a C2. Koncentrace prvniho nezndmého vzorku
hGC (C1) byla stanovena na 33,7 IU/l a koncentrace druhého neznamého vzorku hGC (C2)
byla stanovena na 187 1U/I.

Tabulka 1 Namétené hodnoty

Vzorek 1. ’ 2. , 3. ’ Pimérna
hCG méfeni | méfeni | méfeni | hodnota | I-lo[cps] | ¢ [IU/] |log (lka-lo)| logc
| [cps] I [cps] I [cps] I [cps]

0 3 2 3 2,7 0,0 0 - -
1 3 4 4 3,7 1,0 8 0 0,90309
2 7 6 7 6,7 4,0 26,7 0,60206 | 1,426511
3 14 15 15 14,7 12,0 80 1,079181 | 1,90309
4 41 40 41 40,7 38,0 267 1,579784 | 2,426511
5 103 102 101 102,0 99,3 800 1,997095 | 2,90309
Cl 8 7 7 7,3 4,7 ? 0,669007 ?

C2 28 29 28 28,3 25,7 ? 1,409369 ?

T1 388 384 390 387,3 384,7 0 2,585085 -

T2 385 383 385 384,3 381,7 0 2,581684 -

5 Diskuze

Pro vzorek C1 byla stanovena koncentrace 33,7 IU/1, ptfi¢emz vyrobce uvadi koncentraci
v rozmezi 24,7-41,1 1U/l, coz je blizko stiedni hodnoty. Pro vzorek C2 byla stanovena
koncentrace 187 1U/I, zatimco vyrobce uvadi koncentraci v rozmezi 109-183 IU/I. Nepiesnost
mohla vzniknout z n¢kolika divodi napiiklad nepiesnou praci s pipetami, ¢i neodsati vseho
roztoku ze zkumavek.
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Obrazek 3 Kalibracni ptfimka

6 Shrnuti

Seznamili jsme se s metodou IRMA, pomoci niz jsme stanovovali koncentraci hCG ve dvou
neznamych vzorcich. Zméfili jsme mnozstvi impulzti emitovanych nasimi vzorky. Hodnoty
vzorkil o zndmé koncentraci jsme vhodné upravili a vytvorili kalibra¢ni kiivku, diky které
jsme postupnou upravou ziskali hodnoty koncentrace neznamych vzorkd. Ve vzorku C1 jsme
nam¢fili koncentraci v rozmezi uddvaném vyrobcem, ve vzorku C2 jsme naméfili koncentraci
mirné¢ mimo rozmezi uddvaného vyrobcem.

Podékovani
Chtéli bychom podékovat FJFI CVUT a zejména nagemu vedoucimu Be. Matéji Stibrovi za

odborné vedeni, cenné pfipominky, kamaradsky ptistup, piijemnou pracovni atmosféru a
chutné muffiny a ¢aj.
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