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s Historie radioimunolyzy
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* Vr. 1959 byla zverejnéna prukopnicka prace S. A. Bersona
NE: a R. S. Yalowové (Quantitative aspects between insulin
and insulin-binding antibody, J. Clin. Invest., 1959)

s vyuzitim radioaktivné znaceného analogu insulinu
(izotop jodu 131]) .

@ e Pokracovanim prace a publikaci vysledku vyzkumu

(Immunoassay of endogenous plasma insulin in man.
J. Clin. Invest., 1960; 39:1157-75), byl polozen zaklad
kvantitativnich analytickych metod, zalozenych na
interakci antigen-protilatka, které se nazyvaji

imunoanalytické metody = imunoanalyzy.
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EVROPSKA UNIE

* V prubéhu dalsich let se pro znaceni vimunoanalyze

) zacCaly vyuzivat také rizné neizotopové znacky, napft.:
. — fluorescencni a chemiluminiscencni latky,
oL, — chelaty lanthanoidu,
W — komplexy tézkych kovd,
— stabilni volne radikaly,

— feritin,
— koenzymy a enzymy nebo jejich inhibitory.
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wewevs e RIA se rychle rozsirila do vSech oblasti laboratorni

NE: mediciny a stala se vyznamnym analyticko-diagnostickym
T ’ .
nastrojem.
i o Taprve v poslednim desetileti nasazeni této metody kles3,
W nebot je postupné nahrazovana neizotopovymi

Univerzita Palackého

imunoanalytickymi a jinymi metodami.

e Stale si vsak zachovava jisté uplatnéni v analyze a ve
vyzkumu, zejmeéna pro svou vysokou citlivost a nizkou
financni narocnost.
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Klasifikace radioimunoanalyz a zakladni informace

 Terminem RIA se v uzSim smyslu rozumi kompetitivni
radioimunoanalyza v heterogennim usporadani.

 Nekompetitivhi modifikace na sendvicovém principu
se nazyva imunoradiometricka analyza,
Immunoradiometric Assay, IRMA.

* Kompetitivni heterogenni radioimunoanalyza mUze
kompletné probihat v kapalné fazi, jako je tomu u
klasické RIA, nebo s pouzitim pevné faze.
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EVROPSKA UNIE

& e U klasické RIA v kapalné fazi "soutezi" antigen séra,
ktery chceme stanovovat, s antigenem znacenym 12|
. 0 vazbu na omezené mnozstvi vazebnych mist
o specifickych protilatek.

* Vznikaji komplexy
— [antigen séra + protilatka]
— a [znaceny antigen + protilatka].
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Kompetitivni heterogenni RIA v kapalné fazi

Po ukoncené imunoreakci zbyvaji v roztoku pritomny jesteé
nezreagované molekuly znaceného antigenu.

Je mozno meérit jak komplex [znaceny antigen + protilatka],
tak zbyvajici znaceny antigen.

Druhou slozku je ovsem nutno prfedem odstranit. To se
provadi srazenim napt. polyethylenglykolem nebo
koprecipitaci pomoci druhé protilatky, nebo adsorpci na
vhodny sorbent, a naslednou centrifugaci.

Vzhledem k tomu, Ze %°| je gama-zaric, méfime

7

radioaktivitu detektorem gama-zareni.
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Kompetitivni heterogenni RIA v kapalné fazi

v v/

Jestlize se méri komplex [znaceny antigen + protilatka],
coz je Castejsi pripad, je mezi velikosti naméreného
signalu a koncentraci antigenu ve vzorku neprima
zavislost.

Kdyz se méri radioaktivita zbyvajiciho znaceného
antigenu, je mezi velikosti signalu a koncentraci antigenu
prima zavislost.
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w= e |J RIA metod s pevnou fazi je protilatka vazana na r(izné
NE: typy materidlt — imunosorbentu (obr. 1).
=

V4 o/
* Byvaji to:
y J *
OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

— Castice celuldzy,
W — polyakrylamidu,
| — dextranu (Sephadexu),
— sklenéné kulicky,

— nebo vnitrfni stény zkumavek a mikrotitracnich desticek z
plastickych hmot,

— nebo také feromagnetické Castice.
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Obr. 1: Kompetitivni radioimunoanalyza v pevné fazi
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* Imunokomplexy se potom nemuseji oddélovat srazenim,

NE: ale pouhou centrifugaci nebo s vyuzitim magnetického
3

pole.
et o 700s0by méFeni a vyhodnoceni jsou stejné, jako je

P4 uvedeno vyse.

Univerzita Palackého
v Olomouci

 Metody RIA se v klinickych laboratorich nejcastéji
vyuzivaji pro stanoveni velkého spektra peptidovych a
steroidnich hormond, bilkovin o nizké koncentraci
(citlivost metod cca 10 mg/l) a |éCiv.
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wosins o |RMA, ma odliSné usporadani (obr. 2).

X% * Napevnou fazi, napr. na stéenu zkumavek nebo
mikrotitracnich desticek, je navazana specificka protilatka
proti stanovovanému antigenu.

OP Vzdélavani

e o PEid@nim vySetrovaného vzorku s timto antigenem
@ vznikne primarni komplex [vazana protilatka +

Univerzita Palackého

stanovovany antigen).
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Obr. 2: IRMA
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Nekompetitivni imunoradiometricka analyza (IRMA)

Po vyplachnuti zbytku vzorku se prida nadbytek znacené
protilatky proti stejnému antigenu.

Ta se navaze na stavajici komplex, a tim vznikne vetsi
sekundarni komplex [vazana protilatka + stanovovany
antigen + znacena protilatka].

Po odstranéni zbyvajici znacené protilatky se meri
radioaktivita sekundarniho komplexu.

Cim vice je stanovovaného antigenu ve vzorku, tim vice se
vytvori sekundarniho imunniho komplexu, ktery se méri.

Mezi velikosti naméreného signalu a koncentraci
stanovovaného antigenu ve vzorku je prima zavislost.
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* Pro tuto techniku se s vyvhodou pouzivaji monoklonalni
NE: protilatky s vyssi specifitou.
=

* Prednosti IRMA je jednoduchost provedeni, vysoka
e citlivost @ moznost automatizace.

Univerzita Palackého
v Olomouci

e Jak vyplyva z popsaného principu, metoda se pouziva pro
stanoveni vetsich a velkych molekul, které musi obsahovat
alespon 2 dostatecné stéricky vzdalené antigenni
determinanty.
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* Tento peptid, ve zkratce ICTP, je karboxyterminalnim

NG usekem molekuly kolagenu typu | (Cti: jedna).

* ICTP je charakteristicky mnozstvim pyridinolinovych
spojovacich usekl a uvolfiuje se jako ¢asny degradacni
produkt pfi odbouravani tohoto typu kolagenu.

W  Na degradaci se pravdépodobné vyznamne podileji
proteindzy mezibunééné hmoty (matricové
metaloproteinazy).
 Kolagen | je nejrozsSirenéjsim kolagenem v nasem
organismu a jedinym, ktery se vyskytuje v kosti. Spolu s
kolageny Ill, IV a V je dale pritomen takeé v ridkych
pojivovych tkanich.
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"= e |CTP se z mist degradace kosti a pojiva uvolfiuje do krve.
X% ¢ Jehozvysene koncentrace v krvi (séru) se nachazeji pri
stavech spojenych s vyssi osteolyzou, napf. pfi
. mnohocetném myelomu a pri osteolytickych metastazach
-t jinych nddord, pri déletrvajici imobilizaci a pfi revmatoidni

@ artritide.

Univerzita Palackého
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* Prikladem radioimunoanalyzy je stanoveni peptidu ICTP s
N pouzitim komercni soupravy Cinidel (UniQ, Orion
Diagnostika, Finsko) a s mérenim radioaktivity pomoci
automatického gama-pocitace Cobra (Canberra-Packard,
USA).

Univerzita Palackého

''''''' * Toto stanoveni obsahuje velky dil manualni laboratorni
pripravy a teprve merici a vypocetni cinnost je
automatizovana.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky



gf Videosekvence ,,Radioimunolyza”

evropsky
socialni
fond v CR

e e Gama-pocitac Cobra je kompaktni stolni pFistroj pro
NG meéreni zareni gama v diagnostickych laboratornich
testech in vitro. Je doplnén fidicim pocitacem a tiskarnou.
; K praci jsou dale nezbytné pipety, michacka, trepacka,
termostat a vodni vyvéva (nebo odstredivka).

pro konkurenceschopnost

i ita Palackého
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weane o Metoda je zalozena na principu kompetitivni heterogenni
N radioimunoanalyzy na pevné fazi.
* Radioindikatorem je 1%°J, pevnou fazi predstavuje vnitrni
povrch polystyrenové zkumavky. Znamé mnozstvi
i zZNAceného ICTP a stanovovany ICTP ve vzorku soutézi o
@ omezeny pocet vysoce afinitnich vazebnych mist
protilatky proti ICTP.

* Po separaci volného antigenu se méri mnozstvi znaceného
ICTP zbyvajiciho na sténé zkumavek. Velikost signalu je
neprimo umeérna koncentraci stanovovaného ICTP ve
vzorku.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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* Souprava pro stanoveni ICTP se sklada z polystyrenovych
zkumavek, roztoku separatoru (polyethylenglykol),
radioaktivni znacky (traceru), roztoku protilatky a sady
kalibracnich roztoku o zndmych koncentracich 0; 1,0; 2,5;
5,0; 10; 25; a 50 pg/! ICTP.

e Ve videoklipu je zachycena ptiprava kalibra¢ni fady
W obsahujici ve zkumavkach v dubletu 7 koncentraci

Univerzita Palackého

o kalibracnich roztokd.

K nim se postupné pipetuje nejdrive radioaktivni tracer
(oranzova kapalina) a po ném protilatka (modry roztok).
* Roztoky se promichaji a poté inkubuji 2 hodiny ve vodni

|azni nebo v termostatu pri 37 °C (neni soucasti
videoklipu).
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X%, ¢ Poskonceniteto inkubace se pridava separacni cinidlo,
ktery béhem nasledujici pulhodinové inkubace na
tfepacce pri pokojoveé teplotée vysrazi zbyvajici antigen.

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

W * Obsah zkumavek se potom odsaje kapilarou pomoci vodni
vyvévy. Zkumavky se premisti do specidlnich stojankl a v
nich se ulozi na pult gama-pocitace.
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Videosekvence ,,Radioimunolyza”

* Pokracuje automatické méreni radioaktivity a po jeho

skonceni se na displeji ridiciho pocitace zobrazi hodnoty
nameérené odezvy (CPM) kalibracnich standardu. Na jejich
zakladeé lze sestrojit graf kalibracni zavislosti nebo jsou
pouzity pro automaticky vypocet koncentraci
prostrednictvim softwaru pristroje.

e Stejnym postupem se zpracovavaji a meri také vzorky
biologického materialu (séra) pacientl a kontrolni vzorky.
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X ¢V zaveru je pro srovnani uveden priklad stanoveni
rastového hormonu (GH) nekompetitivni
imunoradiometrickou metodou.

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

W  Komercni souprava obsahuje polystyrenove zkumavky s
| navazanou protilatkou proti GH, roztok stejné protilatky
znaceneé radioaktivnim jodem 125, promyvaci roztok a
kalibracni fadu GH.
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NE RUstovy hormon ve vzorku reaguje s protilatkou
: navazanou na sténée zkumavek a vytvori tam primarni
komplex.

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

W * Pridanim znacené protilatky se vytvori sekundarni
A komplex.

* Po odstranéni zbyvajici nezreagované znacené protilatky
promytim se radioaktivita tohoto komplexu méri gama
pocitacem stejneé jako v predchozim prikladu stanovani
ICIP metodou RIA.
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