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Imunoanalytické metody

Q

stanoveni bilkovin, antigenu, haptenu
(hormonu, léCiv, specifické IgE atd.)

citlivejsi nez imunoprecipitacni metody

vhodné pro koncentrace <1 mg/l

vyuzivaji znaceny indikator (znaéenka = tracer)
— Aqg nebo Ab

zna¢enkami mohou byt:

v radioizotopy, fluoreskujici latky, enzymy, substraty,
komplexy tézkych kovu, chelaty lanthanoidu

podle typu znacenky:

v izotopova imunoanalyza - RIA, IRMA
v enzymoimunoanalyza - EIA, IEMA

v fluoroimunoanalyza - FIA, IFMA

v luminoimunoanalyza - LIA, ILMA

v chemiluminiscence - ICMA, CLIA, ECL




Imunoanalytické metody

v znacenky umoznuji detekovat volny n. na protilatku
vazany Ag

v pozadavky na znac¢enku:
v snadna vazba na Ag nebo na Ab

v snadné méreni + dobré rozliSeni signalu a pozadi
v nesmi interferovat pfri reakci Ag a Ab
v levny a netoxicky

v dle usporadani imunoanalyzy rozlisujeme:
+ KOMPETITIVNIi: omezené mnozstvi Ab, znaéeny je obvykle Ag

+~ NEKOMPETITVNI (imunometricka, sendviéova): Ab v nadbytku,
znacena je obvykle Ab

v Heterogenni: vyzaduje separaci volné a vazané frakce Ag

+ Homogenni: nevyzaduje separaci volné a vazané frakce Ag




Kompetitivhi imunoanalyza

o hepfima uméra mezi stanovovanym Ag a intenzitou
signalu:

o 1. stupnova:

Ab Ag Ag* Ab-Ag Ab-Ag® Ag Ag*

P=4+W L > +xA0 D +2D
= —

Ag - stanovovany analyt

o 2. stupnova: 2-4 vyssi citlivost; nadbytek Ab v prvnim kroku:
Step 1:

Ab (excess) Ab-Ag
> >= + C]D *G%*‘

Step 2:
Ab-Ag Ab-Ag Ab-Ag*

G% +% +*<]D—>G%+*GE%

o vyzaduji delSi inkubaci




Nekompetitivni (sendvicova) imunoanalyza

o pfima umeéra mezi stanovovanym Ag a intenzitou
signalu

Ag + Ab, + Ab,* > Ab,-Ag-Ab,* + Ab,*

Aq resp. Ab,-Ag-Ab.,* — stanovovany antigen/analyt;
minimalné 2 antigenni determinanty na Ag

Ab, — vétsinou vazana na pevnou fazi

o mohou byt 1i 2 krokoveé

o 2 krokové sendvicové metody poskytuji nejvyssi
specifitu a senzitivitu

o citlivost metod souvisi s hranici detekce znaceného
ligandu



Rozdeéleni imunoanalytickych metod

heterogenni: RIA, EIA (ELISA),
FIA, LIA

bhomoqenni: EMIT, FPIA, CEDIA,

TRACE

Kompetitivni

ﬁ heterogenni: IRMA, IEMA, IFMA,
ILMA, CMIA, ECLIA (DELPHIA, MEIA)

b homogenni: TRACE

Nekompetitivni




RADIOZOTOPOVE IMUNOANALYTICKE
METODY (RIA)

a ZROD RIA:

a Rosalyn Yalow
(1921*) and
Solomon Berson
popsali prvni RIA
v r. 1957

o Nobelova cena za
fyziologii a
lékarstvi v r. 1977




Radioizotopové indikatory A\

v Vyhody: a Nevyhody:
v flexibilita o toxicita
v citlivost o poloc€as rozpadu
v velikost molekul o dodatecné naklady

o 125 — gama zari€ — poloc¢as rozpadu 60 dni;
radiojod ve formé alkalickych jodidu

o 3H — beta zaric — polocas rozpadu 12,3 |et;
kdyz ze stérickych duvodu nelze pouzit jod

I 4 LA &4l

jako plyn (T,) nebo jako supertézka voda (T,0)



RADIOZOTOPOVE IMUNOANALYTICKE
METODY (RIA)

o kompetitivni radioimunoanalyza:
o RIA - radioimunoanalyza (immunoassay)
o hekompetitivni (sendvicova) radioimunoanalyza:

o IRMA - imunoradiometricka analyza

o vSechny izotopové metody jsou heterogenni

o meri se radioaktivni zareni
o vysoce citliva a specificka metoda

o RIA:
o Ab v tekutém stavu
o s Ab vazanou na pevné fazi




RIA - Radioimmunoassay 4\

o kompetitivni heterogenni izotopova imunoanalyticka
metoda (aldosteron,androstendion,17-OH-progesteron, TRAK)

o radioindikatorem je 125 = gama-zafric (poloéas rozpadu 60 dni)

o y-counter se scintilaénim detektorem se studnovym
scintilacnim krystalem Nal + Tl — zafice y (= oba pfeménuiji
energii IZ absorbovanou v roztoku na zablesky viditelného sveétla
(scintilace), které registruje fotonasobic)

o y-counter Berthold o y-counter Wizard

o s kazdou sérii méreni se zpracovava kalibracni krivka
o radioindikatorem znaceny Ag

o Ab v limitovaném mnozstvi (navazano 20-80% znaéeného) 10



RIA - Radioimmunoassay 4\

Ab Ag Ag* Ab-hg Ab-Ag® A Ag*

> S

6ADb + 8Ag + 4Ag* 2
-2 4Ab-Ag + 2Ab-Ag” + 4Ag+ 2Ag"
oddéleni Ab-Ag™ a Ag™

Ag - stanovovany analyt
o Ag a Ag* se odmyje, odsaje

o meri se radioaktivita imunokomplexu Ab-Ag*, ktera je
neprimo umeérna koncentraci stanovovaného Ag

meéren signal volného Ag®  méfen signal Ab-Ag*

o citlivost metody je

| : dana afinitou pouzité
/ \ protilatky




RIA - Radioimmunoassay 4\

o Kompetice:

o radioaktivitou
znaceny Ag*
soutézi s
neznacenym Ag
o limitované
mnozstvi
vazebnych mist
na protilatce
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RIA - Radioimmunoassay 72N

- v Se o.% o
. - . B4 _
D Kompetlce- __<+¢’ _<‘ ‘ F 4 1
— +¢ — ¢
4LAb + 8AG' — LAG'AD+ ﬁA’j
a radioaktivitou 55 303 _TR.%%  wa, 05
znaéeny Ag* S8 % FB
soutézi s 4LAb+ 8AG'+hAg  —» AgAb+3AG'Ab*SAGH3Ag
Xan e —O 46O
neznacenymAg ¢ 9338 TO ee0  p2 o
o limitované Y e %% —®  *OO  FE
. . . — 4450 —® 40O
mnozstvi LAb+ BAGHBAG  — 28gAbi2Ag* Ab+BAGHEAG
vazebnych mist —< —O 46000
ye LB 3D € S0 G D ¢ 490 SN
na protilatce T2 4 90BESTIE T 44333 FEy0K

—L GPOOO0 —@ L 2010101 ¢
LAb+ BAG'+16Ag —» 3AJAb+AGAD+TAG+13Ag

—  protilatka

4 znaceny antigen

< neznaceny antigen
—  neznaceny komplex
—&@ znaceny komplex



RIA - Radioimmunoassay 4\

o Kompetice:

g

o €im vetsi mnozstvi neznaceného antigenu je pfitomno,
tim mensi mnozstvi znaéeného antigenu se navaze na
protilatku a opacéneé

o neprfima umeéra: €im vetsi intenzita signalu, tim mensi
koncentrace stanovovaného Ag

14



SCHEMA POSTUPU RIA (komp.) 4\

o Ab je navazana na pevnou fazi (,,imunosorbentu® = tzn. ze vnitfni sténa
zkumavek je potazena Ab)
1. Pipetace:

v do zkumavek potazenych Ab postupné napipetujeme:
kalibratory/kontroly/vzorky séra/plazmy + radiondikator

v smeés se promicha
2. Inkubace: 1-3 h pfii 18-25°C za stalého tiepani (350 rpm)
3. Meéreni: obsah zkumavek se peclivé odsaje (tim oddélime volné
imunokomplexy a volné Ag; neodsajeme pouze zkumavku pro stanoveni

celkové aktivity T) a zméfime cpm pro vazebnost (B) a celkovou aktivitu (T) po
dobu 1 min

20 pL S00pL .
L
=ample or 1 tracer l Incubata
calibrator ™
at AT
with shaking

antibody caated tube 1.T4 coumt
~ 4 - —ai
1 2 3 3 -
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a RIA kit pro stanoveni aldosteronu

o e
 Mencur. jumzermen

el

Emevset curvr wiwp

ldosteronu

1 4

o y-counter Berthold

/_| Stanoven




OH

Stanoveni aldosteronu Qo“’ A

1. Pipetace:
v do zkumavek potazenych Ab postupné napipetujeme:
50 ul kalibratory/kontroly/vzorky séra/plazmy
+ 500 pl radiondikatoru

(500 pul radioindikatoru do zkumavky nepotazené
Ab a uréené pro stanoveni celkové
aktivity)

v smes se promicha

2. Inkubace: 3 h pfi 18-25°C za stalého tiepani (350 rpm)

3. Méreni: obsah zkumavek se peclivé odsaje (tim oddélime volné
imunokomplexy a volné Ag; neodsajeme pouze zkumavku pro
stanoveni celkové aktivity T) a zméfime cpm pro vazebnost (B =

impulzy) a celkovou aktivitu (T) po dobu 1 min.

18



Stanoveni aldosteronu ' LA

™~

o kalibracni krivka:

0 15 800 47,29
1 12 12 788 80,9 38,28
2 48 10 728 67,9 32,11
3 231 7176 45,4 21,48
4 668 4 883 30,9 14,62
S 2431 2904 18,4 8,69

Total cpm: 33 409 cpm



Stanoveni aldosteronu

o kalibracni krivka:

p
Kalibracni krivka
50,00
‘ 47,29
45,00 —¢=Kalibraéni kfivka
40.00 38,28
=) 35,00
.CE. \ 32,11
30,00
£ \
m 25,00 \
20,00 {
15,00 —0=14.62
10,00 ———% 569
5,00
0,00 T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600
Koncentrace aldosteronu [pg/ml]
.




RIA - Radioimmunoassay A

a Vyhody: o Nevyhody:
o vysoka citlivost o nebezpeci radioaktivniha
a robustnost iaf::,' 2 dob
. . . o kratka expiracni doba
o mala spotreba antiséra souprav

Q2 mozn matiz arii
ostautomatizace ., ,,4no pracovat v sériich

o merit v duplikatech

Je tfreba dbat bezpeénostnich piedpisu pro
praci s radioizotopy!




Dekuji za
pozornost.



