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RADIOIMUNOANALYZA

v'Stanoveni latek, proti kterym lze pripravit protilatky
v'ng (10” g) az pg (10*“g)
v've slozitych biologickych smésich

(krevni sérum, moc aj.)

Princip:
kompetice radioaktivné znaceného a neznaceného
antigenu o vazbu na protilatku.



Ukol: stanovit koncentraci latky X
Postup:
«» pripravit protilatky proti X: Ab
(polyklonalni nebo monoklonaini)
*» oznacit stanovovanou latku X pomoci
1125 nebo 1131 pro proteiny
H3 nebo C!% pro nizkomolekularni haptény
Systém:
1) protilatky Ab
2) znacena latka X*
3) neznacena latka X (znama koncentrace)
4) neznacena latka X (neznama koncentrace)



Jak postupovat?

Sada zkumavek:

Stejné mnozstvi X* + Ab (50 az 60% X* se vaze s Ab)
Do casti zkumavek se prida znama konc. X (standardy)
Do dalsich se pridaji neznamé konc. X (vzorky)

XX+ X+ Ab —= XX-Ab + X
= X-Ab + X*

V roztoku se nachazi: XX
X
X*-Ab
X-Ab
Cim vice X bude v roztoku, tim méné X* se bude moci
s Ab vazat.
XX je v roztoku stale stejne, proto pocet molekul
v komplexu XX-Ab je dan koncentraci X.



sada standardu (X znamé)

Pomoci této sady se zjisti mnozstvi X* vazané

v imunokomplexu pri urcitych koncentracich X.
Vysledek: analyticka krivka:

zavislost mnozstvi XX vazané v komplexu pfri urcCitych
koncentracich X:

Tvar krivky: sigmoidni

primkovy
hyperbolovy
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Princip radioimunoanalyzy

Precipitace komplexu Ab-Ag
pomoci sekundarni Abs

% bound

Radioaktivita v supernatantu

Radioaktivita v precipitatu
vazany Ag -radiaktivni
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Oddeleni imunokomplexu:

\/

< metody imunochemickeé

7

< metody fyzikalné chemicke

Imunochemicka metoda je zalozena na pouziti sekundarni
protilatky, ktera je specificka proti primarni protilatce.

komplex X*-Ab + Abs ' komplex X*-Ab-Abs,
ktery precipituje a jde oddélit centrifugaci

obmeéna: sekundarni protilatka se navaze
na nerozpustny nosi¢ — imunosorbent, ktery
pak reaguje s komplexem X*-Ab
jako primarni Ab lze pouzit i neprecipitujici monoklonalni
protilatky



Fyzikalne-chemickeé separacni metody

-] ruznou pohyblivost ligandu a imunokomplexu

- ruznou hmotnost ligandl a imunokomplexu

) schopnost komplexu X*-Ab precipitovat s neutralni soli
1 adsorbce volné latky X a X* na aktivni uhli nebo ionex
1 vazba ligandu na protilatku, ktera je v tuhé fazi

vazba ligandu na protilatku, ktera je v tuhé fazi
radioimunoanalyza v tuhé fazi

(solid phase radioimmunoassay)

Ab se navaze na nerozpustny nosic a ke smési X a X*
Komplexy XX-Ab a X-Ab

jsou nerozpustné a lze je oddelit od rozpustnych X a X*



Zakladni podminka RIA stanoveni:

< kvalitni protilatka
hyperimunitni sérum (nékolik mésicu az pul roku)
monoklonalni protilatky (neni treba cisty Ag)

% Cisty antigen

Komercni soupravy

firmy vyrabeéji hotové soupravy-sety:

specifické Ab, radioaktivhé znaceny Ag nebo hapteén,
standardni roztoky,
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REAGENTS:

Ab specific for hormone Y
(coating the filter)

Unknown sample with hormone @

Allow time to react
Wash away unbound substances

POSITIVE SAMPLE

high level of hormone

NEGATIVE SAMPLE

low level of hormone

REAGENTS:

1257_labeled hormone %

Allow time to react
Wash away unbound
radiolabeled hormone

vy

PROCEDURE: measure radioactivity
in a gamma counter

RESULT: amount of radioactivity
is inversely proportional to the
concentration of hormone in the
sample,
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Niektoré liatky, ktorych koncentraciu v biologickych kvapalinach moZno uréit
radioimunoanalyzou (RIA) pomocou komeréne dostupnych saprayv

Latka Izotop Citlivost [pg/mL]
ACTH e 1 az 2
Aldosteron ‘H 5
Angiotenzin II 129} 50
c-AMP, c-GMP = 10 az 20
Barbituraty *H 10 000
Digoxin ‘H 100
leD 1251 0.5 U%)
I¢E = 1.0 U*)
Inzulin L 5
Kalcitonin = 10
Kortikosteron ‘H 100
Kortizol H 100
LSD o 100
Morfin | 500

' 'H 5000

Ouabain ‘H 200
Progesteron ‘H 20
PGE, 'H 10
PG, 'H 5
Testosteron ‘H 50
Tyroxin | 2000

*) Citlivost je vyjadrena v medzinarodnych jednotkach na mL.




Vyhody RIA Nevyhody RIA

v' nutnost separacniho

mezistupne
v zdravotni rizika —ozareni
v kratky polocas rozpadu

v vysoka citlivost
v" moznost automatizace

(transport izotopt)
v' nakladné zarizeni




