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Imunoanalytické metody

Q

stanoveni bilkovin, antigenu, haptenu (hormonu,
IéCiv, specificke IgE atd.)

citlivéjsi nez imunoprecipitacni metody

vhodné pro koncentrace < | mg/l

vyuzivaji znaceny indikator (znacenka = tracer)
- Ag nebo Ab

znacenkami mohou byt:

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

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

2 znacenky umoznuji detekovat volny n. na protilatku
vazany Ag
o pozadavky na znacenku:
v snadna vazba na Ag nebo na Ab
v snadné meéreni + dobré rozliSeni signalu a pozadi
v nesmi interferovat pri reakci Ag a Ab

v levny a netoxicky

2 dle usporadani imunoanalyzy rozliSujeme:

+ KOMPETITIVNI: omezené mnoistvi Ab, znaéeny je obvykle Ag

+ NEKOMPETITVNI (imunometricka, sendvi¢ova): Ab v nadbytku,
znacena je obvykle Ab

v Heterogenni: vyZzaduje separaci volné a vazané frakce Ag

v Homogenni: nevyZzaduje separaci volné a vazané frakce Ag



Kompetitivni imunoanalyza

2 neprima umeéra mezi stanovovanym Ag a intenzitou

< signalu:

2 |.stupnova:

(

Ag Ag* Ab-Ag Ab-Ag™ Ag Ag*
§=+ED+*GD+GD§=+*GE§ +@ + *
Ag - stanovovany analyt

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

Step 1:

Ab (excess) Ab-Ag
S>> + GD —PQE%+

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

G% +% +*GD->GD>=+*GD>=

o vyzaduiji delSi inkubaci




Nekompetitivni (sendvicova) imunoanalyza

a2 prima umeéra mezi stanovovanym Ag a intenzitou
signalu

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

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

Ab, - vétsinou vazana na pevnou fazi

2 mohou byt | i 2 krokové
2 2 krokové sendvicové metody poskytuji nejvyssi specifitu
a senzitivitu

o citlivost metod souvisi s hranici detekce znaceného
ligandu



| Rozdéleni imunoanalytickych metod

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

! Kompetitivni

bhomogenni: EMIT, FPIA, CEDIA,
TRACE

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

b homogenni: TRACE

Nekompetitivni




RADIOZOTOPOVE A
IMUNOANALYTICKE METODY (RIA)

o ZROD RIA:

v Rosalyn Yalow
(1921%*) and
Solomon Berson
popsali prvni RIA
vr. 1957

v Nobelova cena za
fyziologii a
lékarstvivr. 1977




Radioizotopové indikiatory  AA

a2 Vyhody: 2 Nevyhody:
v flexibilita v toxicita
v citlivost v polocas rozpadu
v velikost molekul v dodatecné naklady

o 23] = gama za¥i¢ - poloéas rozpadu 60 dni;
radiojod ve formé alkalickych jodidu

a ;H = beta za¥ic - polocas rozpadu 12,3 let;
kdyz ze stérickych diuvodu nelze pouzit jod
(detekce beta zarice je obtiznéjsi; dodava se
jako plyn (T,) nebo jako supertézka voda (T,0)



| RADIOZOTOPOVE A
IMUNOANALYTICKE METODY (RIA)

o kompetitivni radioimunoanalyza:
v RIA = radioimunoanalyza (immunoassay)
o nekompetitivni (sendvicova) radioimunoanalyza:

v IRMA = imunoradiometricka analyza

o vSechny izotopové metody jsou heterogenni
2 merFi se radioaktivni zareni

a vysoce citliva a specificka metoda

a RIA:

v Ab v tekutém stavu

v s Ab vazanou na pevné fazi
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kompetitivni heterogenni izotopova

imunoanalyticka metoda
(aldosteron,androstendion, | 7-OH-
progesteron, TRAK)

radioindikatorem je '?’] = gama-
ZaFiC (poloéas rozpadu 60 dni)

y-counter se scintila¢nim
detektorem se studnovym
scintilacnim krystalem Nal/TIl -
Zarice Yy (= preméiuje energii 1Z
absorbovanou v roztoku na zablesky
viditelného svétla (scintilace), které
registruje fotonasobic)

s kazdou sérii méreni se zpracovava
kalibracni krivka

radioindikatorem znaceny Ag

Ab v limitovaném mnozstvi (navazano
20-80% znacené€ho)

RIA - Radioimmunoassay

a2 y-counter Berthold

10



M -counter Berthold LB2111 4

o slouzi ke kvantitativhimu méreni radioaktivity y-zareni
(vyjadreno v jednotkach cpm)

0 je vybaven scintilacnim detektorem, ktery je zalozen na
vzniku luminiscence p¥Fi pruchodu ionizujiciho zareni
vhodnou latkou (scintilatorem)

o pro detekci y-zareni se jako scintilacni jednotky pouzivaji
krystaly Nal/T]

o pri priachodu y-zareni scintilacnim krystalem dochazi
k fotoefektu a ke Comptonové rozptylu; elektrony
uvolnéné z atomovych obalu excituji atomy krystalu,
pritom vznika viditelIné luminiscencni zareni zvané
scintilace; pro preménu scintilaci na elektrické impulsy se
pouzivaji fotonasobice

0 systém LB 2111 je vybaven 12 scintilacnimi jednotkami



RIA - Radioimmunoassay 4

h Ab Ag Ag* Ab-Ag Ab-Ag* A Ag*
D =R AKD >y, +xdDy + D+ AD

6AD + SAg + 4Ag* >
- 4Ab-Ag +2Ab-Ag* + 4Ag+ 2Ag”
oddéleni Ab-Ag™ a Ag*

Ag - stanovovany analyvt
o Ag a Ag* se odmyje, odsaje
o meri se radioaktivita imunokomplexu Ab-Ag*, ktera je
neprimo umerna koncentraci stanovovaného Ag

méien signal volného Ag*®  méien signal Ab-Ag*

0 citlivost metody je

Direct Relationship heirect Beiatisrehy |

dana afinitou pouzité
| / | \ protilatky

i
> )
perintn Ag : — — 17
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RIA - Radioimmunoassay 4

o Kompetice:

2 radioaktivitou
znaceny Ag*
soutézi s
neznacenym Ag
o limitované
mnozstvi
vazebnych mist
na protilatce
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RIA - Radioimmunoassay £\

= Kompetice: Signal

o ¢€im vétsi mnozstvi neznaceného antigenu je pritomno,
tim mensi mnozstvi znaceného antigenu se navaze na
protilatku a opacné

2 nepFima umeéra: ¢im vétsi intenzita signalu, tim mensi
koncentrace stanovovaného Ag



SCHEMA POSTUPU RIA (komp.) A\

oAb je navazana na pevnou fazi (,,imunosorbentu‘ = tzn. Ze vnit¥ni sténa
zkumavek je potazena Ab)

|. Pipetace:
v do zkumavek potazenych Ab postupné napipetujeme:
kalibratory/kontroly/vzorky séra/lplazmy + radiondikator
v smes se promicha
2. Inkubace: 1-3 h p¥i 18-25°C za stalého ti¥epani (350 rpm)
3. Méreni: obsah zkumavek se peélivé odsaje (tim oddélime volné

imunokomplexy a volné Ag; neodsajeme pouze zkumavku pro stanoveni celkové

aktivity T) a zmérime cpm pro vazebnou (B) a celkovou aktivitu (T) po dobu |
min

20 pL - 500 pL

L
sample or j racer _l
calibrator Incubats
1 bir
at AT
with shaking
# il .
LY ‘I‘. Aspirata
antibody coated tube T4 F1-T4 caunt

= - - -
1 2 3 4 3
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'RIA - Radioimmunoassay A\

a Nevyhody:
v nebezpeci radioaktivniho
zareni

'a Vyhody:
v vysoka citlivost

v robustnost o .
v kratka expiracni doba

+~ mala spotreba antiséra
souprav

v moznost automatizace . ar
v nutno pracovat v sériich

v merit v duplikatech

Je tfeba dbat bezpecnostnich predpisu pro
praci s radioizotopy!



A\ & 125] v RIA laboratofi

0 Polocas rozpadu: 60 dnu
a Typ premeny: elektronovy zachyt
o Typ a energie zareni:
v y-zareni (6%): 35 keV
v RTG zareni: 27 a 31 keV
v sumacni pik: 60 keV
v pocet castic/100 premen

125
53'

T, =60dnu
Amﬂ%

39,0 keV

125
52Tue-



SLEDOVANE PASMO
I 2 5 ¢ @ SE ZDROJI
'/ aboratori
ZARENI
53|125

2 Sumacéni pik '2 L T1a =60 cnd

35,5 keV

125
518

v projevuje se ¢asto u radionuklidi rozpadajicich se
elektronovym K-zachytem (doprovazenym emisi
charakteristického X-zareni pfi preskoku elektront ze
slupky L na slupku K) s naslednou emisi Yy
z excitované hladiny dcerinného jadra

v zde dochazi ke koincidenéni detekci y a
charakteristického X-zareni a vzniku sumacniho piku
odpovidajiciho energii E +Ey

v typickym prikladem je radionuklid '2°1, ktery se K-zachytem
rozpada na '25Te, pFiéemz je vyzarovano y o energii 35keV a X o
energii 27keV

v pFi dostateéné detekéni uéinnosti (vzorky '2’l se éasto méFi ve

zkumavkach ve studnovém scintilacnim detektoru) se pozoruje
vyrazny sumacni pik odpovidajici energii 62keV



SLEDOVANE PASMO

'25] v RIA laboratoFi o« -n

ZARENI

' o Radiaéni charakteristiky l. pro 'l
- YZprost'ovaci urovné: 10¢ Bq; 10 kBg/kg

' o Radiaéni charakteristiky Il. pro 23]
v'Radiotoxicita:

Ttida Radionuklidy

Ma-22, Na-24, Mg-28, Al-26, Al-28, 0-38, K-43, Ca-47, Sc-46, Sc-48, V-48, Mn-52, Mn-52m, Mn-54, Mn-56, Fe-52, Fe-
59, Co-55, Co-56, Co-58, Co-60, Co-62m, Zn-65, Ga-68, Ga-72, Ge-68, As-74, Br-82, Rb-82m, 5r-82, 5r-85, 5r-92, Y-8,
Zr-95, Nb-94, Nb-95, Nb-98, Mo-20, Mo-101, Tc-96, Ru-106+, Ag-108m+, Ag-110m, Sb-124, Te-131m, Te-132, Te-
133m, Te-134, 1-130, 1-132, 1-134, I-135, Cs-132, Cs-134, Cs-136, Cs-137+, Ba-140+, La-140, Eu-152, Eu-154, Th-160,
Hf-181, Ta-182, Os-185, Ir-190, Ir-192, T1-200, Pb-210+, Bi-206, Bi-207, Po-203, Po-205, Po-207, Po-210, Ra-223+,
Ra-224+, Ra-225, Ra-226+, Ra-228+, Ac-227, Ac-228, Th-228+, Th-229+, Th-230, Th-232, Pa-231, U-230+, U-232+,
U-234, U-235+, U-236, U-238+, Np-237+, Pu-236, Pu-238, Pu-239, Pu-240, Pu-242, Pu-244, Am-241, Am-242m+, Am-
243+, Cm-243, Cm-244, Cm-245, Cm-246, Cm-247, Cm-248, Cf-248, Cf-252, Cf-254,

Be-7, C-11, F-18, K-42, 5c-47, Co-57, Cu-64, Ga-67, As-76, 5e-75, Rb-83, Rb-86, 5r-85m, S5r-90+, Y-92, Zr-97+, Nb-97,
Mo-93, Mo-99, Ru-97Re-103, Rh-105, Cd-115, In-111, In-113m, In-114m, In-115m, Sn-113, Sn-125, Sh-122, Shb-125,
Te-123m, Te—133 26, 1-129, 1-131, Cs-129, Ba-133, Ce-139, Ce-141, Ce-143, Ce-144+, Nd-147, Nd-149, Eu-
152m, Eu-155, Gd-I53,Er-171, 5m-153, Yb-169, W-1B7, Ir-194, Pt-191, Au-198, Au-199, Ha-197, Ha-197m, Hg-203,
T-201,
TI-202, Pb-203, Pb-212+, Bi-212+, Ra-227, Pa-233, Th-227, U-231, U-237, Np-239, Cm-242

C-14, P-32, CI-36, Ca-41, Cr-51, As-77, Sr-89, ¥-90, Y-91, Y-93, Zr-93+, Tc-96m, Tc-97m, Tc-599, Tc-99m, Pd-109, Ag-

111, Cd-109, Cd-115m, Te-125m, Te-127m, Te-129, 1-123, Cs-135, Pri42, Pm-149, Dy-165, Dy-166, Ho-166, Gd-159,

Tm-170, Yb-175, Lu-177, W-181, W-188, Re-1B6, Re-188, 0s-191, Os-193, Pt-193, Pt-197, Pt-197m, TI-204, Bi-210, At-
211, Th-226, Th-231, Th-2344, U-239, Pu-234, Pu-235, Pu-237, Pu-241, Pu-243, Am-242, Bk-249, Cf-246, Cf-253

H-3, 5i-31, P-33, 5-35, Ca-45, Mn-53, Fe-55, Co-58m, Co-60m, Co-61, Ni-59, Ni-63, Zn-69, Ge-71, As-73, Nb-93m, Tc-
87, Rh-103m, Pd-103, Te-127, Cs-131, Cs-134m, Pr-143, Pm-147, Er-169, Tm-171, W-185, Pt-193




SLEDOVANE PASMO |

'25] v RIA laborato#i /. =z

d Uvolinovaci irovné a smérné hodnoty pro
' radioaktivni kontaminaci materialu a jejich povrchu

-

Posuzované misto znediSténi Tfida radionuklidu podle tabulky €. 2
1 2 3 4
Uvalfiovad urovnd hmotnostni aktivity
]
Materialy, pevné |atky a predméty vynasené z pracovist’ se zdroji 0,3 30 300
ionizujicino zafeni nebo jinak uvadéné do Zivotniho prostiedi
Uvolfiovad Grownd plofné akdivity
: [kBg/m*] -
Povrchy materiald a predmétd vynasenych z pracovist se zdroji 3 a0 300 000
ionizujiciho zareni neba jinak uvadénych do Fivotniho prostredi
Smimé hodnoty povrchovd aktivity
pro radioaktivni
[kBa/m’]
Povrchy podiah, stén, stropll, nabytku, zafizeni, ap. 30 300 3000 3.10°

v kontrolovaném pdsmu pracovist’ s obewfenyml 2408,

Vnéjsl povrchy ochranneho a provarniho zafizeni, asabnich
ochranmych prostiedid

Povrch téla a vnitini povrchy osobnich ochranmych prostiedid 3 (3—::-) 300 3000
| Fracovni povrchy mimo kontrolovang pasmo




125] v RIA laboratori

SLEDOVANE PASMO
SE ZDROJI
IONIZUJICIHO
ZARENI

a Uvolnovaci arovne v praxi — pro monitoring

pracovniho prostredi

Co Zasahova |Vysetrovaci |[Zaznamova
Obecne |10 3 1

Pracovni |30 Bg/cm? |10 Bg/cm?2 |3 Bg/cm?
plochy

Osoby 3 Bg/cm? 1 Bg/cm? 0,3 Bg/cm?
Plochy 3 Bg/cm? 1 Bg/cm? 0,3 Bg/cm?
mimo lab.
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125] y RIA laboratoFi A\ <&

+~ 1 0 Pevny RA odpad z RIA

v zkumavky po analyze
+ odhad: > 200 kBq/kg
v doba skladovani pred likvidaci:
- minimalné 6 polocast rozpadu

- 360 dni
a Kapalny RA odpad z RIA

v Limity pro uvolfiovani do ZP:

o povrchova voda i kanalizace: 10 Sv/m3
v Objemova aktivita:

- povrchova voda: 6,67 Bq/l

- kanalizace: 667 Bq/I|

- Riz kitu: 3,6 — 60 MBq/!I
< Konverzni faktor: h;, =1,5.10% Sv/Bq



|'25I v RIA laboratori

/‘\

~_ |0 Radiacni charakteristiky Il.
- v Konverzni faktory — pracovnici: 7,3 . 107 Sv/Bq

A\

1

SLEDOVANE PASMO
SE ZDROJI
IONIZUJICIHO
ZARENI

prvek
nuklid

inhalace

ingesce

typ

fy

hen [SV/BQ]

f,

ima=1 Hm

dima=5 pm

hing [Sv/Bq]




SLEDOVANE PASMO |

125] vy RIA laborato#i A\ i

| 0 Radiacni charakteristiky Il.
v Konverzni faktory - obyvatelstvo - INGESCE:

prvek vék < 1 rok fl hi.g [Sv/Bq]
nuklid fi iy = 1 rok 1-2 2-7 F=-12 12 -17 = 17
I-125 1,000 5,2.10° 1,000 5, 7.10% 4,1,10° 3,1.10°% 2,2.10°%

o Radiac¢ni charakteristiky Il.
v Konverzni faktory - obyvatelstvo - INHALACE:

prvek vék < 1 rok fi hin [Sv/Bq]
nuklid typ f1 P >~1irok | 1-2 2-7 7-12 | 12-17 > 17
{dospeli)
1-125 F 1000  20.10° 1000 2310% 1510% 1,110*°  7,2.10° 51107
M 0,200 6,9.10° 0,100  56.10°" 3610° 26.10° 18.10%" 14.107

5 0,020 2,4.107 0,010 1,8.10° 1,010° 6,710 48107 38.10™"




125] v RIA laborato#i A\ sz

' 0 Kategorizace praci a pracovist’ |.

v Zakladni pozadavky na standardni vybaveni
pracovisté s otevrenymi radionuklidovymi za¥rici

Kategorie pracovisté
s otevrenymi zand

Zakladni pozadavky na vybaveni pracoviste ventilatnimi a izolaCnimi zarizenimi
|ana uroven provedeni kanalizace

O

Jako béind chemickd laboratof, tj. stény a strop s omyvatelnym a neporéznim povrchem, podiaha |
| pokryta odolnou dobre Cistitelnou podiahovinou (napf. PVC), pracovni povrchy 2 lehce Gistitelného |
materialu (napf. laminét nebo nerez), celistvé a bezeSve, odpadni jmka z lehce Cistiteingho
materialu, miiZe byt primo napojena na kanalizad.

II,
utésnéné spoje mezi podiahou, sténami, stropem a pracovnimi povrchy, digestof, kanalizace
zpravidia napojena na samostatnou zachytnou nadri.

111 Jako velmi dabfe vybavena chemicka laborator, 5. kromé pozadavkd na pracovidte kategorie I1

navic wybaveni podtiakovymi skfinémi a kanalizaci napojenou na samostatnou zachytnou nadr.




125] y RIA laboratoFi A\ <&

d Kategorizace praci a pracovist’ |l.
+ Koeficienty vybavenosti pracovniho mista

ventilaénimi zaFizenimi 1L 1L 1L
Podtlakova hermetizovana skfifi s rukavicemi nebo 10 10 1
manipuldtory
Castedné hermetizovand podtiakové skifit 10 1 0,1
Uzavieny elutni, ¢i podobny systém 1 1 0,1
Radiochemicka digestor, { 1 0.1
skrifi s lamin@mim proudénim '
Veind plocha anebo pracovni stll v mistnosti se 01 0t 0.01
sestupnym laminamim proudénim ’ ! ’
B&ina chemicka digestor 0,1 0,01 0,001
Skifil bez ventilace (ochranny &tit, stan ap.) 0,1 0,01 | 0,001
| Voln plocha, pracovni st 0,001 E 0,0001

°) ,/,




125] v RIA laborato#i A\ sz

Kategorizace praci a pracovist’ lll.

v Charakteristika materialu a prace s nimi v zavislosti
na fyzikalni charakteristice zpracovavanych materialu
a na narocnosti a potencialni rizikovosti provadenych
pracovnich operaci

Charakteristika materiald | Popis podle fyzikiini charakteristiky zpracovavanych materialdi
a prace s nimi a podle narocnosti a potencialni rizikovosti provadénych pracovnich operaci
Normaln! Pracovni operace se suchymi pevnymi radioaktivnimi materialy, napf. vaZeni, déleni, ohfivani,
chov laboratornich zwirat s aplikovanymi radionuklidy.

E Za mokra ) Pracovni operace s radioaktivnimi materialy v roztoku, kromé tekavych kapalin,

Pracovni operace s tritiovanymi kapalinami, znatenymi organickymi kapalinami, roztoky
Tékave kapaliny s radioaktivnim jodem, nebo s jinymi kapalinami, kde je moiny vanik radioaktivnich vypard
g nebo kontaminace vzduchu,

Pracovni operace se suchymi pevnymi radioaktivnimi materialy, kde je mozny vanik
Potenciding prasné vyznamného mnoZstvi respirabilniho prachu, napfikiad rozmélfiovani, drceni nebo mieti latek
presévani nebo piesypani suchych prasnych materialf.




125] v RIA laborato¥i A\

Kategorizace praci a pracovist’ IV.

+ Maximalni aktivity zpracovavané na pracovnim misté

Kategorie pracovisté

SLEDOVANE PASMO
SE ZDROJI
IONIZUJICIHO
ZARENI

s otevienymi zafici |

Maximaini aktivita na jednom standardné vybaveném®) pracovnim misté&®)
v zavislosti na charakteristice materiald a prace s nimi®)
a konverznim faktoru hy,, pro pfijem vdechnutim®)

normalni m t tekavé kapaliny potencialné prainé
I 60 SV / hi. (3000 5v/ hy,) 15V / hew 35v/ ha
II. 600 Sv / hin 30000 Sv / hion 150 Sv / by, 600 Sv / hiy
III. Eﬂl_.'lﬂ SV Rinn B 30000 S_v { Ninh _ i_ﬁﬂﬂ Sv i P 8000 Ef-r { P, o

%) Standardng vybavenym pracovnim mistem je pracovni misto vybavené tak, Ze tomuto
vybaveni odpovida v tabulce €. 2 této prilohy koeficient vybavenosti pracovniho mista

rovny jedné,

) Pro piirodni uran a thorium, ochuzeny a obohaceny uran, radionuklidy Sm-147, Th-232,
U-235 nebo U-238 se pouZiji desetinisobky v tabulce uvedenych hodnot.

) Charakteristiky materidld a prace s nimi jsou vysvétleny v tabulce &. 3 této pfilohy.

%) Konverzni faktory hi,, pro piijem vdechnutim u pracovnikt se zdroji uvedené
v tabulkdch ptilohy ¢. 3.



Radialni imunodifuze

2 je imunoprecipitacni kvantitativni metoda stanoveni
bilkovin

o principem metody je kruhova (radialni) difuze
antigenu do vrstvy gelu, ktery obsahuje prislusnou
protilatku

2 stanovovana bilkovina (ma v reakci charakter
antigenu) difunduje z mista startu do gelu, kde
interaguje s protilatkou a vytva¥ri kruhovy precipitat
(srazeninu)

2 plocha tohoto kruhu je pfimo umeérna
koncentraci stanovované bilkoviny



Radialni imunodifuze

a Vyhody:

v nenarocnost na vybaveni laboratore

a Nevyhody:
+ relativné dlouha doba inkubace (2-3 dny)



(A

Dekuji za
pozornost.



