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(54) Zpusob provadéni radioimunologickych analyz

Vynalez se tyka zpusobu provadéni vSech
radioimunologickych analyz, pri michZ se po-
uziva druhé protilatka.

Radioimunologickd analyza je zalozena na
imunologické reakci latky s protilatkou a na
radioindikatorové detekei latky. Latka je
sloucenina, ktera, zavedena pii urc¢itych pod-
minkach do Zivotisného organismu, je schop-
na vyvolat v ném obrannou imunologickou
reakei. Protilatka je produkt Zadouci imuno-
logické reakce organismu. S latkou wvytvari
komplex latka—protilatka. Nositelem proti-
latky je globulinova frakce krevniho séra,
tzv. antiséra.

Pri radioimunologické analyze je mejprve
pridano ke vzorklm obsahujicim neznamé
mnozstvi sledované latky nadbyteéné mnoz-
stvi protildtky ve formé zredé&ného antiséra.
Cast protilatky vytvori komplex latka—proti-
latka a zbywajici ¢ast protilatky zlstava ne-
zreagovand v reakéni smési. Po wustaveni
reakéni rovnovéhy je k& reakéni smési piida-
na sledovand latka znafend radionuklidem.
V reakéni smeési je potom piitomna znatena
latka jednak vazani ve formé komplexu zna-
¢end latka—protilatka, jednak volnd — pred-
stavovana nezreagovanym podilem. Vzhledem
k tomu} Ze reakce rPrloﬂoi-hé v rpodminkéch, kdy
vznikl4 mikromnoZstvi komplexu jsou roz-
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pusténa, je nutno komplex znaceni latka—
protilatka separovat z roztoku.

Jednim ze zpusobl separace je pouZiti dru-
hé protilatky. Spoéivd v tom, Ze na jiném Zi-
votisném druhu je imunizaci pfipravena dru-
hé protilatka va¢i globulinim toho Zivodis-
ného  druhu, na némz byla pfipravena
protilatka. Tato druha protildtka vytvaii'
s komplexem latka—protilatka separovatelny
produkt.

Jedna-li se maptiklad o radioimunoanaly-
zu proteohormont, provadi se separace vol-
ného a vazaného znateného hormonu tak, Ze
druha protiladtka je pridavana do reakéni smé-
si 4. den analyzy. Po inkubaci trvajici 12 aZ
24 hodin je vznikla sraZenina odstfedéna, ur--
ena radioaktivita vézaného a wvolného hor-
monu a z hich vysledné hodnoty analyzy.
(Schams, D.: Untersuchungen {iber Prolaktin
beim Rind., Z. fiir Tierphysiologie, Tierm&h-
rung und Futtermittelkunde, Suppl. I. 1974,
1-125). ‘ :

V soudasné dobé je napiiklad stanoveni bo-
vinntho ristového hormonu provadéno takto:
(Dvorak, P., Becka, S., Krej¢i, P., Chrpova,
M.: Radioimunnoassay of bovine growth
hormone., Radiochem. Radioanal. Letters 34,
1978, 155—160):

Do zkumavky jsou v uvedeném potadi a



mnozstvi pipetovany nasledujici latky a zpra-
covany jak niZze uvedeno:

vzorek — 50 ul krevniho séra nebo plazmy,

nosi¢ — 100 ul plazmy kralika ziedéné
300 X,
protilatka — 100 gl krali¢iho antiséra zie-

déného 9000 X,
smés promichana, inkubovéna pres noc

zna¢eny hormon — 100 ul 1%]- bovinni ris-
tovy hormon,
smés promichana inkubovéna 48 hodin

druhd protilatka — 100 4] koziho antiséra
ziredéného 24 XX
smés promichana, inkubovana ptes noc
odstiedéni sedimentu
urceni radioaktivity sedimentu
vypodet

Reagencia jsou fedény pufrem, inkubace
probihaji pii teploté pribliZné 4 °C. P¥i zkra-
ceni 2. inkubace z 48 hodin na 24 nastava vy-
znamny pokles procenta vazby — o 15 a%
25 9/;.

Hlavni mevyhodou tohoto postupu je jeho
zdlouhavost. Cely trva 5 dni, tj. v pracovnim
tydnu lze celé stanoveni provést pouze jed-
nou. Dal§i nevyhodou je nutnost manipulo-
vat 1., 2., 4. a 5. den se vzorky. V praxi to
znamend, Ze prvni den musi pripadnout na
pondéli. Takto provadéna analyza je pracné
co do manipulace. K jedné analyze je nutno
pétkrat pipetovat a trikrat michat, coz je
zv]4steé pii analyze velkého podtu vzorkl sou-
¢asné, zdrojem chyb.’ »

Uvedené nedostatky jsou odstranény zpd-
sobem provadéni radioimunologickych ana-
1yz, pti nichZ se pouziva druhé protilatky, po-
uzitelnym pro kvantitativni analyzu viech
latek, vi¢i nimZ existuje protilatka. Podle
vynalezu, jehoZ podstata spoéiva v tom, Ze
nejprve je 1/4 az 6 hodinovou precipitatni
reakci mezi antisérem obsahujicim druhou

protilatku a sérem Zivodiného druhu, na

némz byla pripravena protilatka, p¥i teploté
0 az 37 °C, vysrdZeno makromnoZstvi nosico-
vé suspenze — v podminkéach 1 aZ 100 nasob-
ného prebytku antiséra, me# &ini mnostvi
potiebné pro 80 %, precipitaci séra — a poté
je priddnim antiséra s protilatkou ptipraveno,
pii teploté 0 az 37 °C reakei trvajici nejméné
1/4 hodiny, na tomto nosi¢i mikrommnozstvi
precipitované protilatky vidzané na pevné fa-
zi, pri¢emz mnozstvi a ziedéni antiséra musi
byt takové, aby se na pevnou fazi mavazalo
0,1 az 100 Y%, protilatky obsaZené v antiséru.
Pro precipita¢ni reakci je vyhodna teplota
4 °C a doba trvani 2 hodiny. Pri piipravé mik-
romnozstvi precipitované protilatky véazané
na pevné fazi je vyhodnou reakini teplota
4 °C, pri¢emz mmnoZstvi a zfedéni antiséra je
takové, aby se na pevnou fézi vézalo 509
. protilatky obsaZené v antiséru. Misto sér a
antisér je moZno pii tomto provadéni analyz
pouzit krevni plazmy.

Pouzitim zpusobu provadéni radioimunolo-
gickych analyz podle vynilezu se podstatné
zkracuje doba nutnd k provedeni analyzy.
Analyza proteohormonti trva 3 dny oproti 5
pri drivéjsim zpusobu. Za predpokladu, Ze
protilatka vdzana na pevnou fazi je priprave-
na do zasoby, lze analyzu zahajit v pond&li
a ukont¢it ve stiedu, kdy je zarovein zahéajena
dalsi analyza, ktera je ukondena v patek. Ty-
denni analyzované mmoZstvi vzorku je dvoj-
nasobné. Analyzu je moZno zahdjit rovnéy
v utery. Zdvojnésobuje a? ztrojnisobuje se
tedy pocet dni, kdy je moZno analyzu zahadjit.
SniZuje se manipulaéni pracnost, k jedné ana-
lyze je nutno pipetovat t¥ikrat, dtive pétkrat
a michat dvakrat, diive tiikrat. Celkovy podet
manipulaci se snizuje z osmi na pét. Suspenzi
lze pipetovat, coZ zachovdva viechny pred-
nosti tohoto zptsobu davkovani.

Vynalez l1ze vyuzit ke zkraceni a zjednodu-

 Seni radioimunologickych metod, zvlasté ve

zdravotnictvi, farmakologii, zemédé8lstvi a
dalsich biologickych védach. Je mo¥no jej
uplatnit v komerénich kitech.

Ptiklad 1

Radioimunologické stanoveni ristového
hormonu. Prvni protildtka je kralidi, druha
kozi. Reagencie jsou fedény do fosfatového
pufru, inkubace probihaji priblizng p¥i teplo-
té 4°C,

Priprava suspenze precipitované protilat-
ky:.v baiice je smichan jeden dil koziho anti-
séra zfedéného 8 krat, co? odpovidd minimal-
né 95 9%, vazbé s jednim dilem séra kralika
ziedéného 100 krat. Smés je promichéna a
inkubovéna 2 hodiny. Poté je ptidén jeden dil
krali¢tho antiséra, obsahujiciho protilatku .
vi¢i bovinnimu ridstovému hormonu, ziedé-
ného 3000 krat. Toto zfedéni odpovida 50 %,
vazbé. Smés je inkubovéna 12 hodin. Vznikla
suspenze je stabilni a lze ji ptipravit do za-
soby na nékolik dnti. Pied pouzitim pti vlastni
analyze nutno suspenzi promichat.

Vlastni radioimunocanalyza: do zkumavek
se pipetuje 50 ul analyzované tekutiny, 100 ul
suspenze precipitované protilatky, smés se
promicha a inkubuje pies noc. Poté se pirida
100 ul roztoku 1%I-bovinniho rustového hor-
monu, smés se promicha a inkubuje pies noc.
Sediment se odstfedi, kapalnd fize odd&li a

po zméfeni radioaktivity sedimentu gama

spektrometrem, provede vypodet vysledkd
podle FELDMAN, H., RODBARD, D.: Mathe-
matical theory of radioimmunoassay. In:
Principles of competitive protein binding
assays, Edt: ODELL, W. D., DAUGHADAY,
W. H., str. 158—203, Lippincott, Philadelphia
—Toronto, 1971.

Priklad 2

Radioimunologické stanoveni testosteronu.
Prvni protildtka je krali¢i, druhd ovéi. Rea-
gencie jsou redény do fosfatového pufru, in-
kubace probthaji ptibliZné pti teploté 4 °C.



Priprava suspenze precipitované protilat-
ky: v barice je smichan jeden dil ovéiho anti-
séra ziedéného 15 krat — toto zfedéni odpo-
vid4d minimalng 95 Y%, vazbé — s jednim dilem
plazmy kralika ziedéné 100 krat. Smés je
promichana a inkubovéna 1 hodinu. Poté je
pridan jeden dil krali¢iho antiséra, obsahuji-
ciho protilatku vaci testosteronu, zredéného
8000 krat. Toto ziedéni odpovida 50 Y/, vazbé.
Smés je inkubovéana pfes noc pii teploté 4 °C
a lze ji pripravit do zasoby na nékolik dnu.

Vlastmi radioimunoanalyza: do zkumavek
se pipetuje 100 ul analyzované tekutiny, 100 ul
suspenze precipitované protildtky a smés se
promicha a inkubuje 6 hodin. Poté se ptrida

- 100 @l roztoku 3H-testosteronu, smés se pro-
miché a inkubuje pfes noc. Sediment se od-
stiedi, radioaktivita kapalné faze zmétri na
kapalinovém scintilatnim spektrometru a vy-
pocet provede podle citace uvedené v piikla-
du 1.

Priklad 3

Radioimunologické stanoveni humaéanniho
prolaktinu. Prvni protilatka je krali¢i, druha
kozi. Reagencie jsou redény do fosfatového

pufru, inkubace probihaji pfi teploté pribliz-
né 4 °C.

Priprava suspenze precipitované protilat-
ky: ve sklenéné barice je smichan jeden dil
kozi plazmy obsahujici druhou protilatku zte-
déné 25 krat s jednim dilem séra kralika zte-
déného 100 krat. Zredéni kozi plazmy odpo-
vidd minimalné 95 %, vazbé&. Smés je promi-
chéna a inkubovéana 3/4 hodiny. Poté je pti-
dan jeden dil krali¢iho antiséra, obsahujiciho
protilatku vGéi humédnnimu prolaktinu. Toto
antisérum je zfedeéno 27 000 krat, coz odpovi-
da 50 %y vazbé. Smeés je inkubovana 16 hodin,
vznikl4 suspenze je stabilni a lze uchovavat
nekolik dnt. Pred upotfebenim je nutno ji
promichat. ' '

Vlastni radioimunocanalyza: do zkumavek
se pipetuje 20 ul analyzované tekutiny a
100 ul suspemze precipitované protilatky.
Smés se promicha a inkubuje pfes noc. Poté
se prid4d 100 ul roztoku 1%I-huménniho pro- -
laktinu a po promichani inkubuje pfes noc.
Sediment se odstredi, kapalna faze oddéli a
po zméreni radioaktivity sedimentu provede
vypocet podle citace uvedené v piikladu 1.

Zméfeni radioaktivity a vypocet vysled-
nych hodnot jsou béné rutinni metody obec-
ného charakteru.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpusob pripravy precipitované protilatky
k provaddéni radioimunologickych analyz,
pfi nichZ se pouziva druhé protilatky, pou-
zitelny pro kvantitativni analyzu vSech la-
tek, vi¢i nimz lze pripravit protilatku, vy-
znadujici se tim, Ze nejprve je 1/4 aZ% 6 ho-
dinovou precipitadni reakei mezi antisérem
obsahujicim druhou protilatku a sérem Zi-
vociSného druhu, na némz byla pripravena
protilatka, pri teploté 0 az 37 °C, vysraZeno
makromnozstvi nosi¢ové suspenze v pod-
minkéch 1 aZz 100nésobného piebytku anti-
séra, nez ¢ini mnoZstvi pottebné pro 80 %,
precipitaci séra a poté je priddnim anti-
séra s protildtkou pripraveno pii teplotd
0 az 37 °C reakei trvajici nejméné 1/4 ho-
diny, na tomto nosi¢i mikromnozstvi preci-
pitované protilatky vazané ma pevné fazi,
piicemz mmnozstvi a ziedéni antiséra musi
byt takové, aby se na pevnou fazi navazalo
0,1 az 100 %, protilatky obsaZené v antiséru.

2. Zpusob provadéni radioimunologickych ana-
lyz podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze pre-
cipitaéni reakce probiha pii teploté 4 °C po
dobu dvou hodin. -

3. Zpusob provadéni radioimunologickych ana-
lyz podle bodu 1, vyznatujici se tim, Ze pii
piipravé mikromnozstvi precipitované pro-
tilatky vazané na pevné fazi, probiha reak-
ce pii teploté 4°C a mnoZstvi a ziedéni
antiséra musi byt takové, aby se na pevnou
fazi vazalo 50 %, protilatky obsazené v ak-
tiséru. .

_ 4. Zpusob provadéni radioimunologickych ana-

lyz podle bodu 1 az 3, vyznadujici se tim,
ze misto sér nebo antisér jsou pouzity krev-
n{ plazmy.
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