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Téma praktika:

Praktické cviceni radioimunoanalyza - stanoveni 17-OH-progesteronu

1. Nastaveni metody na gamamérici LB 2111

Nadefinovani metody, typu kalibrace, zadani cilovych hodnot kalibratord, nastaveni kontrol.
Seznameni s pfistrojem - princip, validace pfistroje.

2. Vlastni provedeni stanoveni 17- hydroxyprogesteronu v pacientskych vzorcich

Okruhy k nastudovdni a dotazy:

Jaka znacenka se v RIA pouziva nejcastéji?
Co je to ionizujici zafeni?

Jaka jsou specifika pro y-zafeni (jakych je energii, jaké vinové délky, propustnost)?

el A

Co se déje pri ,fotoefektu” a pfi ,,Comptonoveé rozptylu“?

Pfistroje a pomucky:

Gamaméfic¢ LB 2111 multidetektorovy gama méfFi¢ pro radioimunoanalyzu
Souprava na stanoveni 17-hydroxyprogesteronu (Immunotech)
Vzorky sér

Teorie, princip stanoveni

Stanoveni 17 —hydroxyprogesteronu v séru nebo plazmé (heparin, EDTA) soupravou RIA (dodava
Immunotech). Principem stanoveni je kompetitivni radioimunoanalyza.

Standardy, kontrolni vzorky a vzorky se inkubuji ve zkumavkach potazenych monoklonalni protilatkou
spoleéné s radioindikdtorem 2° | znaenych 17-OH-progesteron. Po inkubaci se odsaje obsah zkumavek a
zméri se vazand radioaktivita. Namérena radioaktivita nepfimo Umérna koncentraci analytu.

Princip scintila¢niho detektoru

y-counter Berthold (LB 2111) slouzi ke kvantitativnimu méfeni radioaktivity y-zareni (vyjadieno
v jednotkach com). y-counter Berthold je vybaven scintilaénim detektorem, ktery je zaloZen na vzniku
luminiscence pfi prichodu ionizujiciho zafeni vhodnou latkou (scintildtorem). Pro detekci y-zafeni se jako
scintilacni jednotky pouZzivaji krystaly Nal/Tl. PFi prichodu zafeni gama scintilaénim krystalem dochazi
k fotoefektu a ke Comptonové rozptylu. Elektrony uvolnéné z atomovych oballl excituji atomy krystalu,
pritom vznika viditelné luminiscencni zareni zvané scintilace. Pro pfeménu scintilaci na elektrické impulsy se
pouzivaji fotonasobice. Systém LB 2111 je vybaven 12 scintilacnimi jednotkami a fotonasobi¢em.

Reagencie

1. Zkumavky potazené polyklonalni protilatkou proti 17-OH progesteronu: 2x 50 zkumavek.

2. Radioindikator - znaéeny '?°I: 1 lahvi¢ka (45 ml); pfipravena k poufZiti.
Lahvi¢ka obsahuje aktivitu 640 kBq (ke dni vyroby) 17-OH progesteronu znac¢eného %I roztoku s
hovézim sérovym albuminem, obsahuje azid sodny.

3. Standardy: 6 lahviéek (0,5 ml); kalibracni rozmezi 0-37 ng/ml (111,96 nmol/l). Koncentrace jsou
uvedeny na lahvic¢kach.
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4. Kontrolni vzorky: 2 lahvicky (0,5 ml): lyofilizovany, pfed pouZitim rozpustit v destilované vodé, jeji
objem je uveden na lahvic¢ce. Aktudlni koncentrace je zndzornéna na lahvicce.
5. Promyvaci roztok: 1 lahvicka (50 ml): rozpustit v 950 ml destilované vody. Takto je stabilni az do

data expirace.

Vsechny reagencie soupravy uschovavejte v lednici pfi 2-8 °C. Aktualni koncentrace standardu a kontrolnich
materiall jsou zaznamenany na lahvickach.

Pracovni postup

Ocislujte duplikdtni sérii potazenych zkumavek. Do kazdé zkumavky napipetujte 25ul kalibratoru, kontrolnich

Zkumavky promichejte na vortexu, zakryjte parafilmem a nechte inkubovat v tfepacce na 2 hodiny.
Odsajte a promyjte pomoci 2 ml promyvaciho roztoku zkumavky pro celkovou aktivitu (T). Celkem dvakrat!!!

1. Nechte viechny reagencie vytemperovat na laboratorni teplotu.
2.
vzorkUd a pacientskych sér. Nachystejte i zkumavku pro celkovou aktivitu (T)
3. Do kazdé zkumavky napipetujte 400 pl radioindikatoru.
4,
5.
6.

Zvolte vyhodnocovaci program RIA 17- OH a zméfte radioaktivitu zkumavek — v gama-&itai nastaveném na %%, po

dobu 1 minuty. Tim ziskate vazané cpm (B) a celkovou aktivitu (T).

Schéma pracovniho postupu

Krok 1 Krok 2 Krok 3
davkovani Inkubace méreni
Do potazenych zkumavek davkujte: Peclivé odsajte a promyjte pomoci promyvaciho roztoku a
e 25 ulvzorku, standardu, odsajte obsah zkumavek.
kontrolniho vzorku Inkubujte 2
hodiny Promyti 2x kromé zkumavky pro celkovou aktivitu.
e 400 pl radioindikatoru pfi 18-25°C za
trepani Zmérte vazané cpm (bound) a celkové cpm (Total)

e  Zakryjte parafilmem

Vyhodnoceni

Vyhodnoceni se provadi pomoci kalibra¢ni kfivky, kdy na osu x se vynasi koncentrace v nmol/l a na osu y pomér B/Bo.

Pfepocitaci faktor: ng/ml x 3,026= nmol/I

Total Bo STD1 STD2 STD3 STD4 STD5
impulzy
C teoret.
C mérend
vzorky impulzy ¢ namér. kontroly impulzy ¢ nhamérend
K1
K2

3. Klinickd interpretace: uvést referenéni rozmezi M, Z + pfiklady { a 4 klinickych hodnot.

4. Proc se provddi u déti do 6 mésicti véku extrakce?

5. Popis bezpecnosti v RIA laboratori (priklad kontrolni test ovéreni znalosti), monitorovdni
pracovniho prostredi v RIA laboratofich.

6. Fyzikalni poloéas rozpadu u *%1? Jaké jsou vyhody a nevyhody stanoveni RIA?




