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Abstrakt

V ramci naseho projektu jsme zvolili radioimunoanalytickou techniku, ktera se vyuziva v
I¢katstvi. Zakladnim principem je imunochemické reakce antigenu se specifickou protilatkou,
ktera je znagena radionuklidem, v nafem piipadé **°I. Vysledkem prace je stanoveni
koncentrace antigenu za pomoci Kalibra¢ni kiivky, ktera byla sestrojena na zakladé roztokt 0
znamé koncentraci.

1. Uvod

Radioimunoanalyza (RIA) zahrnuje metody radioizotopové mikroanalyzy, jejichz
zakladem je imunochemicka reakce antigenu se specifickou protilatkou. Tato metoda se
provadi in vitro v ptitomnosti vhodné radioaktivné znacené slouceniny jako radioindikatoru,
ktery umoznuje kvantitativni stanoveni na zéklad¢ ur€eni distribuce aktivity. Jednd se o
kompetitivni imunoreakci, kde znaceny antigen soupefi S nezna¢enym antigenem o vazebna
mista na protilatce. Radioimunologické metody jsou vyznaéné svoji ptresnosti a citlivosti
(citlivost se pohybuje mezi ng a pg), diky tomu pro stanoveni sta¢i malé objemy vzorka (10 —
100 pl). Lze s jejich pomoci teoreticky stanovit kazdou latku, ke které 1ze ptipravit odpovidajici
protilatku. Konkrétni antigeny lze stanovit ve vzorcich krve, mo¢i, mozkomisniho moku a
dalsich télnich tekutin.

Nevyhodou vsak je, Ze specifita nemusi byt absolutni, mohou se vyskytovat konkuren¢ni
imunochemické reakce (zkiizena reaktivita). Také je nutné vzit v potaz, Ze protilatky jsou latky
s biologickou aktivitou, kterd disipuje v pfitomnosti zdroje ionizujicitho zéafeni. Toto je
predevsim v disledku radiolytickych procesti, vedoucich k modifikaci, ¢i destrukci pouzitého
skeletu.

Ke zna&eni se nejcastdji pouzivaji radionuklidy *?°I, 3H, **C. V nagem piipadé byl pouzit
1251 vzhledem k vysoké schopnosti se navazat na organické slou¢eniny a dlouhému polo&asu
rozpadu (59 dni). Zkoumali jsme dva hormony, a to: AFP (Alfafetoprotein) a hCG
(Choriogonadotropin) — hormony vyskytujici se pfi t¢hotenstvi a uréujici spravny vyvoj plodu.




2. Princip (RIA, IRMA)
RIA

Pii této metodé pouzivame latku X, proti které mame stanovenou specifickou protilatku A
a radioaktivné znacenou latku X*.

Pti smichéani A, X vznikne specificky komplex A — X, v pfipad¢ znacené latky analogicky
komplex A — X*, pficemz rovnovazné konstanty pro oba déje jsou shodné. Pokud tedy
ptipravime komplex A — X*a k nému ptidame roztok obsahujici stanovovanou latku X dojde
K vytésnéni ¢asti molekul X* a tim padem vznikne z pivodniho A — X* komplex 4 — X. Cim
vyssi bude koncentrace pfidané latky X, tim mensi hodnota radioaktivity bude obsazena
v komponentach obsahujicich protilatku, které nakonec slouzi k vlastnimu vyhodnoceni.

IRMA

IRMA (imunoradiometrickd analyza), je metoda podobnd RIA, ale rozdil je v tom, Ze
IRMA vyuziva dvou protilatek (neznacené a dal$i znacené radioaktivnim izotopem 1251), k
zjisténi  koncentrace hormonu ve vzorku. Po pfidini vzorku do zkumavky
obsahujici neoznacené protilatky se stanovovana latka imobilizuje navdzanim na protilatky,
které jsou na sténé zkumavky. Timto procesem vznikd komplex latka-protilatka. Po odsati
zbytku méfeného roztoku se do zkumavky ptida roztok se znaCenymi protilatkami, které
reaguji s pfedtim vzniklymi komplexy tak, Ze na kazdy komplex se navaze prave jedna znaena
protilatka. Tim padem je moZné, z mnoZstvi navdzanych znacenych protilatek, ur¢it pomoci
méteni radioaktivity, jaka je koncentrace stanovované latky.

3. Postup

Prvnim krokem bylo umisténi 8 zkumavek do stojanku. VSechny zkumavky (T, C, K1 —
K5/K6) obsahovaly protilatku proti hCG/AFP. Do zkumavek K1 — K5/K6 jsme ptidali 50 pl
kalibratoru (roztok se znamou koncentraci hCG/AFP). Nakonec jsme do vSech zkumavek
pfidali radioindikator. VSe jsme promichali na vibracni michacce a vlozili na tfepacku. Tam
jsme zkumavky inkubovali po dobu 45 minut.

Po inkubaci jsme ze zkumavek K1 — K5/K6 a neznamého vzorku C odsali kapalinu a
pipetou piidali 2 ml promyvaciho roztoku. Kapalinu jsme poté opét do sucha odsali. Ve
zkumavce T zustal roztok, ktery slouzil k vypoctu.

Na méfici soupraveé se stanovovala hodnota pozadi. Poté jsme provedli samotné méfeni
zkumavek. Kazdou zkumavku jsme méfili 3 krat po dobu 60 sekund. Ziskané hodnoty jsou
uvedené v tabulce (Tab. 1 — 4). Uvedené hodnoty jsou zapsany jiz s odectenym pozadim
(17 cps). Pro demonstraci vytvorila kazda skupina graf's jinou zavislosti. Prvni skupina, ktera
meéla AFP (Alfafetoprotein), na ose X vynesla logaritmus koncentrace (Ul/ml) a na ose Y bylo
procento navazané aktivity (vazebnost). Vazebnost jsme zjistili z hodnoty poctu impulst (B/T),
kde B je aktivita vdzana na protilatku, T je celkova aktivita. Druha skupina méla hCG a na ose
X vynesla koncentraci (Ul/l) a na ose Y byla vazebnost v procentech. Koncentrace neznamych
vzorkl byly spoéitany na zakladé regresnich rovnic, které jsou uvedené v grafech (Graf. 1,2).



4. Vysledky

Prvni skupina

Tabulka 1 Namérené aktivity experimentu 1 (cps — pocet impulzii za sekundu)

koncentrace 1. méfeni 2. méieni 3. méreni .
[Ut/mi] [cps] [cps] [cps] | Primer leps]
K1 0 2 1,0 0,0 1,0
K2 4,9 12 14,0 13,0 13,0
K3 20,4 36 35,0 36,0 35,7
K4 90,0 125 127,0 121,0 124,3
K5 218,0 137 135,0 135,0 135,7
C1l - 22 22,0 13,0 19,0
T 0 558 555,0 562,0 558,3
Tabulka 2 Vypoctené hodnoty experimentu 1 30
- y = 14,775x - 9,422
zkumavka] K2 [ K3 | K4 | K5 Re=093e @
c[Ul/mlI] | 49 [20,4] 90 | 218 < 20
Pomér |0,02]0,06| 0,22 | 0,24 o
Vazebnost g 15
(BIT, 6] | 233| 6372227 243 -
Vysledki jsme dosahli v log-lin = 10
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Vypodet koncentrace C1: . ®.”
(y+9.422) [ 14.775 = X 0 0.5 1 L5 2 2,5
log (c)

X =7.244 Ul/ml

Druha skupina

Graf 1 Zdvislost vazebnosti na logaritmu koncentrace

Tabulka 3 Namérené aktivity experimentu 2 (CPpS — pocet impulzii za sekundu)

koncentrace 1. méfeni 2. méreni 3. méreni 0
[1U/mI] [cps] [cps] [cps] primér [cps]

K1 0 2 1 0 1,00

K2 8,2 5 5 5 5,00

K3 27,4 10 10 11 10,33
K4 82 19 17 19 18,33
K5 274 84 84 85 84,33
K6 820 227 232 230 229,67
C1 - 12 13 12 12,33
T 0,0 755 766 758 759,67




Tabulka 4 Vypoctené hodnoty experimentu 2
35

zkumavka | K1 | K2 | K3 | K4 | K5 K6 y =0,0368x + 0,209
koncentrace | | g5 574 82 | 274 | 820 ” o
[Ul/ml] ’ ’ < 25
pomeér 0,00/0,01{0,04| 0,11 | 0,36 | 1,08 2 20
vaznost |0,00|1,08|3,61|10,79|36,07|107,94 E .
(O]
= 10
Vysledktl jsme dosahli vypoctem: .
X = (y —0.209)/0,0368 0
0 200 400 600 800 1000
X =38.44 Ul/ml Koncentrace [Ul/ml]
Graf 2 Zavislost vazebnosti na koncentraci
5. Zavér

Pii téchto experimentech se ukazalo, jak Ize stanovit koncentraci AFP a hCG v neznamém
vzorku. Vysledky byly ziskané z rovnice linearni regrese, ktera popisuje zavislost procenta
vazebnosti na logaritmu koncentrace v piipad¢ stanoveni latky AFP a zavislost procenta
vazebnosti na koncentraci v ptipadé stanoveni hCG. Bylo zjisténo, ze koncentrace neznamého
vzorku AFP byla 7,22 Ul/ml a koncentrace hCG byla 38,44 Ul/ml.
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