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Abstrakt:

V ramci tohoto miniprojektu jsme stanovovali neznamou koncentraci prolaktinu metodou
IRMA, ktera je zalozena na vazbé protilatka — antigen — protilatka znacena 1%°1. Tato metoda
je velmi citliva a umoziuje urit koncentraci latek v fadech nanogramu.

1 Uvod

Prolaktin (PRL) je hormon vylu¢ovany hypofyzou a v lidském téle stimuluje rist mlécéné zlazy
a laktaci. Nachazi se v plazmé, mlécném séru, hlenu cervixu, mozkomi$nim moku a spermatu
a jeho sekrece se zvySuje zejména pii ovulaci, t€hotenstvi ¢i ve stresu. Zvysena ¢i nizka hladina
prolaktinu se projevuje patologickymi stavy, jako jsou naptiklad prolaktinomy (hypofyzalni
adenomy), hypotyreoza ¢i Sheehantv syndrom.

V metodé IRMA se pouzivaji dvé protilatky, z nichz jedna (Y) je neoznacena a zafixovana na
sténach zkumavky a druha (Y”) je oznacena radioaktivnim izotopem '#l. Do zkumavky se
ptida prolaktin X, ktery se navaze na antigen Y a nasledné se piida i druhd, radioaktivné
oznacena protilatka Y*. Béhem inkubace tak vznikne stabilni komplex Y-X-Y". Plati také, Ze
¢im vy3$3i je koncentrace latky X, tim vy$§i bude koncentrace navazanych radionuklidi Y.
Metoda se pouziva zejména pii urCovani diagnozy reprodukcnich problémil u Zen.
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Obrazek 1 Schématické zndzornéni metody IRMA?
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2 Materialy a pomiicky

Prolactin IRMA kit (Immunotech Beckman)

- Zkumavky potazené protilatkou

- 5 lahvicek se znamou a jedna s nulovou koncentraci prolaktinu (0-5), dvé s neznamou
koncentraci prolaktinu C1, C2

- Protilatka znagena 12|

- Promyvaci roztok

Poloautomatické pipety, parafilm, tiepacka, studnovy detektor Nal: Tl

3 Metodika

Do stojanku bylo vlozeno 7 zkumavek potazenych protilaitkou. Do Sesti znich bylo
napipetovano 50 pl standardt prolaktinu o riznych koncentracich a do zbylé byl napipetovan
prolaktin o neznamé koncentraci. Do v§ech zkumavek bylo poté napipetovano 500 ul protilatky
s piitomnym radionuklidem *?°I. Zkumavky byly uzavieny parafilmem a hodinu inkubovany a
michany na tfepacce. Po ukonceni inkubace byla ze zkumavek odebrana kapalina a byly
dvakrat promyty promyvacim roztokem. Aktivita vSech vzorkt byla nasledné tiikrat pro dobu
60 s méfena na studnovém detektoru. Byla stanovena kalibra¢ni kiivka, ze které se poté urcila
neznama koncentrace prolaktinu. V Tabulce 1 jsou uvedeny hodnoty koncentraci standarda
prolaktinu.
Tabulka 1 Koncentrace prolaktinu v jednotlivych zkumavkdch

Zkumavka 0 1 2 3 4 5 C2
Koncentrace 0,0 1,9 10,2 46,0 92,0 184,0 ?

prolaktinu

(c) [ng/mi]

4 Vysledky a diskuse

V Tabulce 2 jsou uvedeny hodnoty ¢etnosti impulsti za sekundu a jejich primérna hodnota
vzhledem ke koncentracim standardi prolaktinu.

Tabulka 2 Nameérené Cetnosti impulsii pro jednotlivé koncentrace

Zkumavka Koncentra[z(;/prlr’lcl)]laktlnu © Cetnost impulsti (I) [cps] | Primérna Getnost (1) [cps]
0 0 36 34 34 35
1 19 35 34 34 34
2 10,2 34 35 33 34
3 46 42 42 43 42
5 184 71 72 71 71
C2 ? 42 45 43 43

Z namétenych hodnot v Tabulce 2 byla vytvoiena kalibra¢ni kiivka zavislosti pramérné
hodnoty cetnosti impulstt na koncentraci prolaktinu. Hodnota 57 cps nalezici koncentraci
standardu 92 ng/ml nebyla zahrnuta do kalibra¢ni kiivky, protoze se odchylovala od jejiho
linearniho prabehu.



75

70 y =0,205x + 33,406
R?=0,9957

65

| [cps] .

0 25 50 75 100 125 150 175 200
¢ [ng/ml]

Graf 1 Kalibracni kifivka priumérnych hodnot cetnosti impulsii v zdavislosti na koncentraci prolaktinu
Z linearniho pielozeni dat jsme ziskali rovnici uvedenou v Grafu 1 a sjeji pomoci jsme
nasledné vypocitali koncentraci prolaktinu v neznamém vzorku C2.

I, — 33,406 43 — 33,406
0205 0,205
Referenc¢ni hodnota koncentrace neznamého vzorku C2 byla 33 ng/ml. Nase hodnota se od
referenéni hodnoty odliSuje nejspi§ ze dvou dtvodd. Prvnim je stafi pouzitého Kitu
s pritomnym radionuklidem, a tedy nizké hodnoty cetnosti impulsi, které byly pro nizsi
koncentrace standardli shodné s ¢etnosti impulzil pozadi. Proto kalibraéni kiivka nemusela byt
ptesna. Druhym diivodem mohlo byt nedostatec¢né promichani a homogenizace vzorkt pied a

béhem inkubace.

c= = 46,8 ng/ml

5 Shrnuti

V tomto miniprojektu jsme pomoci metody IRMA stanovili kalibra¢ni kiivku hodnot ¢etnosti
impulst vzorkd v zavislosti na koncentraci standardi prolaktinu. Z rovnice kiivky jsme
vypocitali neznamou koncentraci prolaktinu ve vzorku C2 o hodnoté 46,8 ng/ml.

Podékovani

Dékuji své Skolitelce Bce. Paulingé Pazitkové za ochotu, cenné rady, konzultace a za pomoc
s celym projektem. Dekuji také organizatorim Tydne védy na Jaderce za pfilezitost si
miniprojekt a védeckou praci vyzkouset.

Reference

[1] Navod k laboratorni lloze Radioimunologické metody (RIA, IRMA) ptevzané ze skript
Studijni texty pro praktikum z radia¢nich metod v biologii a medicing.

[2] SAJID, K. M., 2020. COMPARATIVE ASSESSMENT OF QUALITY OF
IMMUNORADIOMETRIC ASSAY (IRMA) AND CHEMILUMINESCENCE



IMMUNOMETRIC ASSAY (CHEIMA) FOR ESTIMATION OF THYROID
STIMULATING HORMONE (TSH). The Nucleus. 46(4), 487-494. ISSN 2306-6539.



