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Radioizotopové metody

Radioindikatoroveé znacenky- 1251

Detekce ionizujiciho zareni

Popis pristroju v klin.laboratorich RIA -princip detekce
ionizac¢niho zareni

Kalibrace a metrologie pristroje



Radioizotopové metody

« Prvni radioimunoanalyza- 1959- inzulin v krvi (Yalowova,
Berson)- zdlouhsv4, pracna 4 dny , k oddéleni volné a vazané
frakce papirpva elektroforeza

- Dalsi v poradi- 1963 STH, PTH; 1968- ACTH, 1970-gastrin; 1975-
somatomedin a dalsi

 Vyuzivaji ve svém principu zakladni vlastnosti radioizotopt —
ionizujici zareni

- interakce ionizujiciho zareni s hmotou: excitace (emitace
energie) a ionizace (tvorba nabitych iontl)

- Radionuklidy se pouzivaji vimunoanalyzach ke znaceni
imunokomplexu Ag-Ab

- Meéri se radioaktivita zareni

- Citlivé, specifické, levné metody, 109 - 102mol/l]

« RIA, IRMA, RRA (TRAK) , REA (nukleotidy)



RIA (Radio Immuno Assay)

kompetitivni usporadani

radioizotopem znaceny antigen (Ag), protilatka (Ab) je v limitovaném mnozstvi ,
soutézeni Ag a Ag+ o vazbu na Ab

navazano 20-80 % znaceného Ag

Ag malo vazebnych mist

¢ stanoveni malych molekul antigenu (léky, tyroidalni a steroidni
hormony,

Ab-Ag Ab-Ag*

%+GD+*GD+GE%+*QE%

A oignal




IRMA (Immuno Radio Metric Assay)
nekompetitivni

2 protilatky, jedna z nich je vazana na pevnou fazi (zkumavka) a druha je
radioizotopem znacena radioizotopem a je v nadbytku

stanoveni antigenu s minimalné 2 antigennimi determinanty

¢ stanoveni velkych molekul (hormony, peptidy)
kratka inkubacni doba

Ag + Ab1 + Ab2* — Ab1-Ag-Ab2* + Ab2*

Sianal & bound fraction

- [Ar]



RIA soupravy

- Zkumavky potaZené protilatkou proti
stanovovanému analytu

- Antigen (Protilatka) oznacen znacenkou 251

- Kalibratory: nulovy standard, dalsi 5 standardi
» Kontrolni vzorek

- Promyvaci roztok
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Komercni kit na stanoveni radioimunoanalyzy



Pracovni protokol

Krok 1 Krok 2 Krok 3
pipetace inkubace meéreni

Do potazenych Inkubace 2 hodiny  Peclivé odsajte obsah
zkumavek: pri potazenych zkumavek
25 ul kalibratoru, 2-8 °C za stalého Promyjte 2 ml promyvaciho
kontroly, neznamého trepani roztoku (postup opakujte
vzorku dvakrat)

Mérte vazanou a celkovou
4ooul radioindikatoru aktivitu po dobu 1 min
Promichat

Nepotazena zkumavka
na celkovou aktivitu

Immunotech, 17-OH progesteron
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Radionuklidy

- Radionuklid- latka kt. ma schopnost se samovolné premenovat
za vzniku ionizujiciho zareni, jejich aktivita klesa v ¢ase
- radionuklidy: IVD soupravy: **I (t,,,_ 60 d)

nuklearni medicina: 1311 (t 8 d), =3I (t,, 12 13,2 h),
i;’lCI;)) (t,/»- 70,8 d), 5'Cr (t,/,- 27,7d), 3 ( t,,-14,3d), *°F (t1 /,=110
i
biologie (analyza stari): 4C (t,,,_5 730r)

o 125]- radiojod ve formé alkalickych jodidu
ty)o- 60 dni

neprlmy ionizacni efekt (fotoefekt, Comptontv rozptyl)
gama zaric¢ (35keV)
RTG zareni (27keV)
sumacni pik (62keV) - pro stanoveni, ¢im vyssi sumacni pik,
tim vétsi detekeéni acinnost
aktivita '25] v soupravach RIA je radoveé x102 kBq
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Detekce ionizujiciho zareni

« Detektory zareni- urcéuji intenzitu zareni, pocet kvant
zareni, bez informaci o druhu zareni: filmové a
termoluminiscenéni dozimetry(( prijata davka)),
ioniza¢ni komory, G.-M. ((v urcitém prostoru))

« Spektrometry- méri intenzitu, pocet kvant a energie
zareni (scintilacni detektory, polovodicoveé a magneticke
detektory)



Detekce ionizujiciho zareni
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Scintilacni detektory

- Preména energie ionizujiciho zareni na zablesky
viditelného zareni tzv. luminiscencni zareni (scintilace)

- Luminiscenc¢ni centra vznikaji vniknutim ionti ciziho
prvku do krystalové mrizky iont.krystalu ZnS (Ag),
ZnS(Cu), NaJ(T)D), LiJ (Eu)

Scintilac¢ni pocitac= scintilator+
fotonasobic+registr. zarizeni



Scintilacni detektor
jonizujici zareni projde scintilacnim krystalem (NaJ s Tl)

e uvolnéné pri procesu fotoelektricky jev, Comptonovée rozptylu excituji atomy krystalu
tzv. luminiscencéni zareni v podobé zablesku ( scintilace)

z fotokatody se uvolni e, ty sméruji k anodé fotonasobice.

Vznika napétovy impulz ktery se dale zpracovava a vyhodnocuje

vyska (amplituda) impulzu na fotonasobici je Umérna energii gama zareni

pocet zaregistrovanych impulzu za cas= aktivita ve vzorku
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Konstrukcni provedeni scintila

Nejcastéji se pouzivaji krystaly jodidu sodného aktivovaného
thaliem - NaI(TD).

Scintilator NaI(Tl) je umistén ve svétlotésném hlinikovém
pouzdre, které chrani krystal pred pronikanim vlhkosti vzduchu a
pred pronikanim vnéjsiho svétla do fotonasobicée. Vnitini strany
pouzdra jsou opatfeny bilou reflexni vrstvou, ktera odrazi
svetelné fotony na fotokatodu fotonasobice.

Pro obecnou detekci a spektrometrii zafeni gama se pouzivaji
planarni scintila¢ni krystaly valcového tvaru o priumeéru 2-7cm a
vysky cca 2-8cm.

studnové nebo pricné vrtané scintilaéni krystaly s otvorem pro
meéreni vzorki ve zkumavkach



éreni radioaktivity vzorku
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Do detektoru jde veSkeré emitované zareni

Do detektoru jde polovina zareni o b
(mérfime v geometrii 477 = 360°)

(mérime v geometrii 2z = 180 )
Ucinnost 50%

VySSi detekcni ucinnost
Vzorek lezi na dné studnového detektoru

Cim vétsi vzdalenost od
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scintilatoru se maze priblizit 100 %



Prednosti scintilacniho detektoru

- 1. Vysoka detekéni acinnost (citlivost)
Scintilaéni detektory maji vysokou detekcni ticinnost (citlivost), ktera
se casto blizi 100%. (u 251 je 75%)

- 2, Kratka mrtva doba- casovy interval od detekce jednoho kvanta, po
kterou detektor neni schopen detekovat dalsi kvantum

Doba trvani scintilace v krystalu je kratka - 109sec.

Doba, po kterou prochazeji elektrony a nasobi se ve fotonasobici, je - cca 10-8sec.
Doba formovani a zpracovani elektrického impulsu (¢asova konstanta) v zesilovaci
a analyzatoru je u cca 10-°sekundy; prave tato (nejpomalejsi) doba je

v celém spektrometrickém retézci urcujici. Mrtva doba scintilacniho

detektoru je tedy asi 1ms, coz je témér 100-krat kratsi, nez u G.-M.

detektort.

- 3. Spektrometrické vlastnosti

Intenzita svételného zablesku ve scintilatoru je primo tmeérna energii
kvanta, ktera se tam pohltila. Amplitudovou analyzou vystupnich
impulsii ze scintilacniho detektoru miizeme tedy provadét energetickou
analyzu detekovaného zareni - jeho spektrometrii.




Méreni radioaktivity vzorku

*» Polohova zavislost: ¢im vyse je vzorek umistén v otvoru studny, tim
vetsi ¢ast zareni vychazi bez uzitku ven

» Objemova zavislost: ¢im vyssi je objem vzorku ve zkumavce, tim
vetsi ¢ast vzorku se nachazi pobliz otvoru studny, kde je nejnizsi
detek¢ni i¢innost (objem do 3 ml pokles aktivity do 5%)

*Vliv absorbce zareni: rozdilna tloustka skla zkumavek- prednost
umélé hmoté

+» Nastaveni detekcéni aparatury
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Méreni série vzorku

%+ Jeden detektor- pracné a zdlouhavé

% Vicedetektorové systémy- nezavislé studnové scintilacni detektory,
umisténé vedle sebe, kazdy detektor ma sviij fotonasobic, vzorky se
ukladaji do zasobnikl ( pouzder), které presné zapadaji do otvorii
detektorii, méreni probiha soucasné ve vSech detektorech,

jednotlivé detektory jsou zasazeny do olova- zabrana
prozarovani jednoho detektoru do okolnich
1! Predpoklad stejné detekcni Gcinnosti vSech detektort !!!

% Automatické vzorkomeénice = gama-automaty

» Detekéni aparatury vybavené elektro-mechanickym zarizenim pro
vyménu vzorku, kapacita 100- 500 vzorki, automatické zasunovani
jednotlivych vzorkt do dutiny studnového ¢i vrtaného detektoru
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Automatizace v RIA: STRATEC SR 300

sestava z jednotlivych modult: pipetovaci, inkubaéni, promyvaci stanice,
a detek¢ni jednotka (gama- ¢itac)



Detekce zareni beta kapalnymi scintilatory

% Méreny pB-radioaktivni vzorek primichame primo do roztoku
kapalného scintilatoru v prithledné lahviéce. Tim odpada
samoabsorbce. Pri radioaktivni preméné bude vylétajici elektron 3-

bezprostredneé interagovat se scintilatorem. Takto vznika scintila¢ni
zablesk.

% Vzniklé scintilace jsou snimany ve fotonasobici, kde se svételné
zablesky prevadeji na elektrické impulzy jako je tomu u béznych
scintilaénich detektord.

“* pocet zaregistrovanych impulzi za ¢as= aktivita ve vzorku

/

¢ Detekc¢ni ucinnost u 3H je 50%.

< Uplatnent : 3H , 14C, stopovaci analyzy- méreni aktivity v télesnych
tekutinach nebo vzorcich tkdné



Detekce zareni beta kapalnymi scintilatory
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Pozn.: kapalny scintilator= rozpoustédlo a v ném rozpusténa scintilacni
latka



Kalibrace detekcnich pristroju

- Firemni kalibrace: zakladni serizeni vyrobcem

- Relativni kalibrace: navaznost je dana kontrolou aktivity
kalibrovaného etalonu

- Metrologicka kalibrace- overeni pristroje autorizovanou
laboratori



N v/ V4

Stabilita mériciho pristroje

- Nestabilita detektoru: posun spektra, zména polohy fotopiku, zména
poctu registrovanych pulzt

« Kolisani vysokého napéti na dynodach

- Unava fotonasobide

- Zmény vlastnosti scintilacniho krystalu

- Nutné zajisténi teplotni stabilizace prostredi, nikdy nemérime ihned po
zapnuti pristroje

« Kratkodobé testy:
meéreni pozadi na kontaminaci detektort
detek¢ni odezva na etalon

« Dlouhodobé testy:
metrologicka kalibrace
standardizace (odchylka pro jednotl. detektor max 20V)



Chyby méreni

- Nahodné: nestabilita detek¢ni aparatury, chyby pri
priprave vzorku (pipetovani, homogenizace)

- Systematické: mereni poskytuje trvalé nizsi nebo vyssi
vysledky, mrtva doba detektoru, vliv teploty,
kontaminace detektoru

- Hrubé: porucha pristroje, chybné nastaveni pristroje



Kontrola kvality v RIA

» Celkova aktivita vzorku (T)

“sudava aktivitu radioindikatoru; pridava se do
nepotazenych zkumavek (odpada krok odsavani a
promyvani)

“+ke kontrole stability mérici aparatury a méreni
radioaktivity dané série zkumavek

“Z nameérenych ¢etnosti impulzt se vypocte prumer a
srovnava s dlouhodobym prumérem celkové aktivity
dané reagencie.

“*Jestlize primeérna hodnota presahne 2SD
dlouhod.prumeéru, Ize predpokladat poskozeni
indikatoru, nestabilitu mérici aparatury.



Kontrola kvality v RIA

- Podil specificky vazaneé aktivity pri nulové
koncentraci urcované latky (Bo)

“*Replikaty nulového standardu , vypocte se priumeér

“*Hodnota specificky vazané aktivity se vyjadiruje v
procentech jako podil pruméru radioaktivity Bo a
celkoveé radioaktivity T

“Bo/T (x100) %- prumér a SD

“*Bo/T > 2SD poruseni standard.podminek (nizka
citlivost nebo nizka specificita)



Kontrola kvality v RIA

« Tvar kalibracni zavislosti

** intercept- koncentrace uréované latky ve vzorku, ktera
vyvola urcité zvyseni (u IRMA) nebo sniZeni (RIA) jeho
radioaktivity ve srovnani s radioaktivitou nulového
standardu.

“*Nejvhodnéjsi pouZiti 50 % interceptu; sledovani u
vetsiho poctu stanoveni , vypocéte se prumér a SD

“*Pokud hodnota 50.interceptu spada mimo interval p+-
2SD- nutno stanoveni vylouéit a provést znovu s jinou
kalibraci (nekvalitni standardy)
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Kontrola kvality v RIA

» drift kontrolnich vzorku- nestabilita vysledku ve
stanoveni, systematicky posun od skuteé¢nych
hodnot. MuzZe byt projevem nespravného
postupu analyzy, nestabilni pristroj apod.



Zaver RIA

< VYHODY
jednoducha instrumentace: staci univerzalni gama citac
jednoduché meéreni- meéreni aktivity
jednoducha a reprodukovatelna metoda méreni
vysoce citlivé stanoveni, splnuji kritéria kvality
nizka cena stanoveni ???
propracované metody (jodace malych molekul i proteinti)

< NEVYHODY
kratka doba exspirace souprav
mala moznost automatizace
nutnost pracovat v sériich, s kazdou sérii méreni je zapotrebi novéa kalibrace
prace s otevienymi radiozarici
likvidace RA odpadu- ¢ekani na snizeni radiace na uvolnovaci aroven (min. 6
polocasti rozpadu)

v laboratorich &)I‘&CUJICIC]’I s RIA je sledovane pasmo, nakladani se ZIZ —
i

otevieného radiozarice, provozni predpisy, radia¢ni ochrana a dokumentace
dle prislusnych leglslatlv SUJB

Odbéry RIA souprav v CR predstavuje 10% z celkového trhu ve svete
(dominantni postaveni Némecko, Jizni Korea, Rusko, Francie)



Zdroje informaci k problematice RIA

- Huskova M., Husak V. : VysSetrovaci metody in
vitro v nuklearni mediciné, 1979, Brno

 http://astronuklfvzika.cz- vSe o nuklearni a
radiacni fyzice
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