Technika radioimmunologicznego oznaczania poziomu hormonéw (RIA)

dr Katarzyna Knapczyk-Stwora

Warunki wstepne:
Prosze zapoznac sie z tematem ,,Radioimmunologiczne metody oznaczania hormondw
steroidowych” zamieszczonym w skrypcie pod reakcjg A. Lityniskiej i M. Lewandowskiego

,Techniki badan fizjologicznych”, Wydawnictwo UJ, 1998 (skan w zatgczeniu)

Wstep:

Metody radioimmunologiczne (RIA) sg bardzo czute i precyzyjne, dzieki temu znalazty
zastosowanie przy oznaczaniu hormondw lub innych substancji, ktdre mozna znakowac i
przeciw ktérym mozna indukowac¢ odpowiednie przeciwciata (tj. substancje biatkowe,
enzymy, glikozydy, metabolity plesni oraz narkotyki). Powszechnie stosowanymi znacznikami
w tych metodach sa tryt (*H) emitujacy promieniowanie B lub radioaktywny jod (**))
emitujacy promieniowanie y. Hormony steroidowe krgzg we krwi i s3 uwalniane w
warunkach fizjologicznych w ilosciach nano- i pikogramowych, stad oznaczenie tak matych
ilosci stato sie mozliwe dopiero dzieki opracowaniu metod radioimmunologicznych.

Zasada metody RIA oparta jest na wspotzawodnictwie znakowanych i nieznakowanych
form tego samego steroidu o ograniczong ilo$¢ miejsc wigzania na czgsteczkach swoistych
przeciwciat. Jezeli odpowiednio rozciericzone przeciwciato (Ab) zmieszamy ze steroidem
znakowanym trytem (*H-S) - nazywanym ,steroidem gorgcym”, wéwczas powstanie
odpowiedni kompleks (3H-S-Ab). Gdy do tego kompleksu dodamy nieznakowanego steroidu
(S) — tzw. ,,zimnego steroidu”, to jego czgsteczki bedg wspdtzawodniczyty z ,gorgcym
steroidem” o miejsce wigzania na przeciwciele. Miedzy iloscig dodanego steroidu a iloscig
komplekséw radioaktywnych 3H-S-Ab istnieje zaleznos¢ odwrotnie proporcjonalna. Czyli im
wiecej w badanej prébce oznaczanego ,,zimnego steroidu”, tym mniej utworzy sie
komplekséw 3H-S-Ab, a co za tym idzie, tym mniejsza radioaktywnos¢ badanej prébki.
Pomiaru radioaktywnosci oznaczanych préobek dokonuje sie w liczniku scyntylacyjnym.
Stezenie badanego steroidu w badanej prébce odczytuje sie z krzywej wzorcowej na
podstawie radioaktywnosci tej prébki. Krzywa wzorcowg wykresla sie mierzac
radioaktywnos¢ znanej ilosci ,,zimnego steroidu” — nanies¢ na osi X znane ilosci (5, 10, 20, 50,
100, 200 pg lub ng) oznaczanego, nieradioaktywnego wzorca steroidu, a na osi Y
radioaktywnos¢ takiej prébki po dodaniu ,,gorgcego steroidu” wyrazong w ilosci impulséw

radioaktywnych na minute (cpom — counts per minute).



Opis procedury:

W trakcie ¢wiczen studenci pracujg w dwoch grupach zgodnie z przygotowanym
protokotem, z ktérych kazda wykonuje oznaczenie ilosci estradiolu lub androgenow w
pozywkach z hodowli komérek ziarnistych swini hodowanych z dodatkiem réznych
czynnikdw wptywajgcych na poziom steroidogenezy w tych komodrkach. Ponizej podano
przyktad procedury oznaczania poziomu estradiolu metoda RIA. Przy oznaczaniu poziomu

androgendw bedziemy postepowac w analogiczny sposdb:

1. Przygotowanie krzywej wzorcowej w oznaczaniu estradiolu:
Zgodnie z protokotem RIA nalezy odmierzy¢ do odpowiednich probéwek (od numeru 7 do
18) po 5 pl, 10 pl, 20 pl, 50 pl, 100 pl oraz 200 ul standardu oznaczanego hormonu
(estradiolu) rozpuszczonego w alkoholu etylowym. Objetos¢ ta odpowiada kolejno 5 pg, 10
pg, 20 pg, 50 pg, 100 pg oraz 200 pg estradiolu. Kazdy punkt krzywej wzorcowej wyznaczamy
podwoijnie.
Po odmierzeniu standardu hormonu nalezy odparowa¢ alkohol na tazni wodnej w temp.
42°C, a nastepnie po wysuszeniu probdwek ze standardem oznaczanego steroidu doda¢ do
kazdej z nich po 200 pl pozywki Eagle’a. Do probéwek nr 19 i 20 odmierzamy po 200 pl
pozywki Eagle’a — bedg to probki slepe.

2. Przygotowanie prébek do oznaczenia:
Probki rozmrazamy bezposrednio przed oznaczeniem. Zgodnie z protokotem RIA pobieramy
odpowiednig objetos¢ probki do kolejnych probowek (od numeru 20 do 100). Kazdg prébke
biologiczng oznaczamy podwajnie.

Po zakonczeniu odmierzania prébek uzupetniamy je pozywka Eagle’a do objetosci 200 pl.

3. Do wszystkich prébek (poza probka Ti N — probéwki nr 1-4) odmierzamy po 100 pl
przeciwciata. Nastepnie prébki wytrzgsamy i zostawiamy na 30 min. W tym czasie studenci

opracowujg wyniki otrzymane z licznika scyntylacyjnego.

4. Do wszystkich probek odmierzamy po 100 pl ,,goracego” estradiolu i przenosimy
probki do chtodni.
Radioaktywnosc¢ probek mierzy sie po catonocnej inkubacji i oddzieleniu frakcji wolnej
hormondw od zwigzanej z przeciwciatami przez dodanie do kazdej probki zawiesiny wegla
aktywnego z dekstranem w PBS i ich zwirowanie. Frakcje zwigzane z przeciwciatem z
poszczegdlnych prébek (nadsgcz) pipetuje sie do naczyniek scyntylacyjnych, dodaje

scyntylatora i mierzy ich radioaktywnos¢ w liczniku scyntylacyjnym



Wymagania:

Student powinien wiedzie¢ na czym polega zasada oznaczania poziomu hormondw
steroidowych metoda radioimmunologiczng, na jakim materiale biologicznym mozna jg
stosowad, jak przygotowad taki materiat do badania (odmierzanie konkretnej objetosci
probki, ekstrakcja hormondéw steroidowych, przygotowanie przeciwciat). Student powinien
znac pojecie btedéw wewnatrzseryjnych i miedzyseryjnych, rodzaje promieniowania
jonizujgcego, pojecia dotyczgce promieniowania jonizujgcego tj. dawka pochtonieta, moc
dawki, metody wykrywania promieniowania jonizujgcego oraz zasade dziatania licznika

scyntylacyjnego.

Student powinien potrafi¢ samodzielnie przygotowac i przeprowadzié¢ oznaczenie
poziomu steroidéw metoda RIA w pozywkach z hodowli komdrkowej w oparciu o
przygotowany przez prowadzgcego protokdt, wykresli¢ krzywa wzorcowg i odczytaé poziom

hormondw steroidowych w badanym materiale oraz interpretowac wyniki.

Student powinien rozumiec¢ konieczno$¢ odpowiedniego zaplanowania eksperymentu,
precyzyjnego odmierzania préobek w badaniach ilosciowych oraz zachowanie zasad

bezpiecznego wykonywania doswiadczen.



Zatacznik

8.

RADIOIMMUNOLOGICZNE METODY OZNACZANIA
HORMONOW STEROIDOWYCH

Pracownia Endokrynologii Zwierzat Zaktadu Fizjologii Zwierzat

Wstep

Metody radioimmunologiczne (RIA) znalazly szerokie zastosowanie przy oznaczaniu nie tyl-
ko hormonéw steroidowych, ale réznych substancji biatkowych, enzymoéw, glikozydow, a na-
wet toksycznych metabolitéw plesni, powszechnie wystgpujacych w naszym srodowisku,
a wykazujacych dziatanie hepatotoksyczne, teratogenne, karcynogenne i mutagenne. Hormo-
ny steroidowe kraza we krwi i s uwalniane w warunkach fizjologicznych w ilosciach nano-
i pikogramowych. Najbardziej odpowiednimi i czutymi metodami do ich oznaczania sg meto-
dy RIA, stuzace do iloSciowego oznaczania hormonéw lub innych substancji, ktére mozna
znakowaé i przeciw ktérym mozna indukowa¢ przeciwciata. Najbardziej znanymi znacznika-
mi uzywanymi w tych metodach sa tryt CH ) emitujacy promieniowanie [ lub radioaktywny
jod ('2J) emitujacy promieniowanie y. Radioimmunologiczna metoda oznaczania hormonow
steroidowych zostata opisana przez Abrahama, Hotchkiss, Dufau w latach siedemdziesiatych.
Czynnikiem wiazacym steroidy s tu swoiste przeciwciata (Ab). Zasada metody jest oparta na
wspotzawodnictwie znakowanych i nieznakowanych form tego samego steroidu o ograniczo-
na ilo§é miejsc wiazania na czasteczkach swoistych przeciwciat. Jezeli odpowiednio rozcie-
czone przeciwcialo (Ab) zmieszamy ze steroidem znakowanym trytem JH-S (tzw. goracy hor-
mon), wowczas powstanie kompleks *H-S-Ab. Gdy do tego kompleksu dodamy nieznakowa-
nego steroidu S (tzw. zimnego steroidu), to jego czasteczki beda wspétzawodniczyly ze
znakowanymi trytem czasteczkami ,,goracego steroidu” o migjsce wigzania z Ab.

H-S + Ab <> *H-S-Ab Im wigcej doda sie S, tym wigcej hormonu znakowanego *H-§ zwol-
ni miejsca wiazace i tym mniej utworzy sig kompleksow *H-S-Ab.

. Frakcjg wolng steroidow, czyli nie zwigzana z przeciwcialem (S,
S 3H-S), oddziela sie od frakcji zwiazanej (S-Ab i *H-S-Ab) przez do-
Tk danie zawiesiny wegla aktywnego zmieszanego z dekstranem, ad-
<Ab sorbujacego silnie czasteczki frakeji wolnej (,,goracego”, jak i,,zim-

nego” steroidu). Schemat przebiegu reakcji przedstawia rysunek 1
(s. 44). Po odwirowaniu frakcje steroidow zwiazanych z Ab ("H-S-Ab, S-Ab) obecna w nadsa-
czu odpipetowujemy do naczyniek scyntylacyjnych i mierzymy jej radioaktywnos¢ w liczni-
kach scyntylacyjnych. W rezultacie mierzymy radioaktywno$¢ kompleksow *H-S-Ab. Migdzy
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Rys. 1. Schemat przebiegu reakcji RIA

iloscia dodanego S a iloscig radioaktywnych kompleksow *H-S-Ab istnieje zaleznos$¢ odwrot-
nie proporcjonalna. Dodajac znane ilosci S i mierzac radioaktywnoscé frakeji zwigzanej *H-S-
Ab, mozna wykresli¢ krzywa wzorcowa, nanoszac na osi X znane ilosci (np. 3, 10, 20, 50,
100, 200 pg) oznaczanego, nieradioaktywnego wzorca steroidu S, a na osi Y — radioaktyw-
noSc frakcji zwiazanej z Ab (*H-S-Ab), wyrazong w ilosci impulséw radioaktywnych na minu-
te (cpm — counts per minute) (rys. 2). llo$¢ hormonu w oznaczanej probee wyliczamy z krzy-
wej standardowej na podstawie radioaktywnosei frakeji zwiazanej tej probki. Rozcieniczenie
uzytych przeciwciat wyznaczamy doswiadczalnie, badajac procent wiazania okreslone;j ilosci
znakowanego hormonu steroidowego. Do oznaczen uzywamy takiego rozcienczenia Ab, przy
ktérym wigzanie znakowanego hormonu wynosi 50%. Wysoka specyficznoéé Ab charaktery-
zuje sig niska zdolnoscig wehodzenia w reakeje krzyzowe, Wysoko specyficzne Ab wykazuja
zdolno$¢ do faczenia sig tylko z tymi antygenami, ktore maja stereochemiczna strukturg do-
ktadnie ,,pasujaca™ do miejsc wigzania z Ab, nawet przy obecnosci duzego nadmiaru podob-
nych substancji. Hormony steroidowe nie sa immunogenami, zawierajg grupy hydroksylowe
lub ketonowe, ktore przed sprzegnieciem z noénikiem (np. bydleca albuming — BSA) musza
by¢ przeprowadzone w odpowiednie pochodne zawierajace wolny karboksyl lub amine. Naj-
czgstszymi rodzajami pochodnych sa bursztyniany i CMO-pochodne (w wyniku kondensacji
grupy ketonowej haptenu — steroidu z karboksy-metoksy-O-hydroksylaming). Przeciwciala te
uzyskujemy najczesciej przez immunizowanie krolikow, koz, owiec. W metodach RIA stosu-
Jemy surowicg tych zwierzat zawierajaca indukowane przeciwciata, a takze wysoko specy-
ficzne przeciwciala monoklonalne. Izotopy rozcieniczamy w ten sposob, by dodana ilosé do
kazdej probki dawata w przyblizeniu radioaktywnosé 25 000 impulséw/min, przy wydajnosci
licznika scyntylacyjnego okoto 60%.
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R Rys. 2. Krzywa standardowa estra.dmlu (E,) wykreslona
Stgzenie [pg] c na podstawie protokohi oznaczenia (tab. 1)

8.1. Wykonanie éwiczenia

8.1.1. Przygotowanie krzywej wzorcowej w oznaczaniu estradiolu (E,)

Probki wyznaczajace krzywa wzorcowa zawieraja 5, 10, 20, 50, 100, 200 pg E,, rozpuszczo-
nego w alkoholu etylowym. Kazdy punkt krzywej wzorcowej wyznaczamy podwdjnie, a na-
wet potrdjnie. Po odparowaniu alkoholu na fazni wodnej w temperaturze 42°C, do kazdej
z nich dodajemy 200 ul pozywki Eagle’a.

8.1.2. Przygotowanie probek do oznaczania

Probki (A, B, C, D, E....Z) (tab. 1) rozmrazamy bezposrednio przed oznaczeniem. Do ozna-
czefi pobieramy np. 100 pul i uzupeliamy do 200 ul medium Eagle’a. Kazda probke biolo-
giczna oznaczamy podwojnie. Bardzo czgsto przed oznaczaniem badane prébki poddaje sie
ekstrakcji. Dotyczy to przede wszystkim surowicy lub homogenatéw. Rozpuszezalnikami or-
ganicznymi uzywanymi do ekstrakcji sa: eter naftowy, etylowy lub n-heksan.

Przy oznaczaniu estradiolu zawartego w homogenatach tkanek pobieramy do probowek ze
szlifem po 200 pl homogenatu i nastepnie ekstrahujemy eterem etylowym (2.5 ml). Probki wy-
trzasamy przez 5 minut i wirujemy przez |0 minut przy g réwnym 700, a nastepnie ktadziemy na
suchym lodzie lub pozostawiamy w temperaturze —20°C przez | godzine. Frakcja wodna zama-
1za, a ptynng frakcjg eterowa nadsaczu, zawierajacg wyekstrahowany estradiol, zlewamy do
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probéwek i odparowujemy eter na fazni wodnej w temperaturze 42°C. W celu sprawdzenia
jakosci ekstrakeji steroidow wykonuje sig odzysk ,zimny” nieradioaktywny. W tym celu do
probowek ze szlifem odmierzamy np. 100 pg standardu E, oznaczanego nieradioaktywnego ste-
roidu, dolewamny 200 pl czystej pozywki lub buforu i uzupeiamy eterem (2.5 ml). Nastgpnie
wytrzasamy jak pozostate nieznane probki. Warto$¢ tego odzysku powinna wynosi¢ ponad 90%.

Tabela 1
Przykliad protokelu oznaczenia RIA
1 11 111 v Vv VI VII VIII
Nr s Ab *H-S c ] Srednie c
probki po 100 ul | po 100 pl po 1 ml epmv/min cpm/min wpg
X
1 T tylko 2500 2490
2 1 ml buforu 2480
3 N 40 41
4 42
5 Opg 1250 1240
6 1230
F 5pg 1020 1060
8 1100
9 10pg (= e 900 925
10 ‘ ' 950
11 20 pg e 700 715
12 o 730
13 50 pg e 500 495
14 . 490
15 100 pg 340 332
16 - . 324
17 200 pg 202 196
18 , 190
19 slepa 1200 1240 0.00
20 1280
21 stala | 740 720 19.24
2 pozywka . 680
20 pg ,
23 A ; 1100 1095 3.73
24 1090
25 B : 300 307 107.23
26 = . . 313
27 a . 700 720 2.11
28 - 740
20 D : 100 115 2489
30 - 130
31 E 500 ? 723.71
32 | . 900
51 stata 350 340 98.92
52 pozywka 330
100 pg
99 z 1260 1240 0.00
100 : 1220
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Slepe proby przygotowujemy z czystej pozywki (medium Eagle'a) uzywanej do hodowli
tkankowych lub buforu fosforanowego (PBS) do homogenatow. Slepe préby nie powinny
przekraczac 10% zakresu krzywej wzorcowe;.

8.1.3. Przebieg oznaczania (tab. 1)

Do wszystkich probek odmierzamy po 100 pl Ab, a po uptywie 30 minut dodajemy po 100 pl
znakowanego trytem steroidu (H-S). Probki przenosimy do chtodni lub ustawiamy na lazni
lodowej i dalsze etapy oznaczenia wykonujemy w temperaturze 2—4°C. Czas inkubacji w nis-
kiej temperaturze wynosi kilka godzin. Po ustaleniu si¢ rOwnowagi reakcji wigzania hormo-
néw z przeciwcialem, oddziela sig frakcjg wolna od zwiazanej przez dodanie do kazdej probki
zawiesiny wegla aktywnego z dekstranem w PBS. Do kazdej serii probek przewidzianych do
oznaczenia dolaczamy po 2 probki T i 2 probki N. W oparciu o prabki T (fofal) ustalamy
catkowita radioaktywnosé 100 pl dodanego znakowanego trytem steroidu, np. (*H-E,). Do tych
probek nie dodajemy roztworu Ab ani zawiesiny wegla aktywnego i dekstranu, tylko uzupel-
niamy roztworem 1100 pl buforu. Natomiast N (non specific bound) okresla radioaktywno$é
znakowanych czasteczek steroidu nie zaadsorbowanych przez mieszaning wegla aktywnego
z dekstranem. Do tych probek zamiast roztworu przeciwciata dodajemy po 100 ul PBS. Wszyst-
kie probki wytrzasamy i po krétkiej, 15-minutowej inkubacji z zawiesing wegla wirujemy
przez 10 minut przy 800 g. Frakcje zwiazane z Ab (nadsacz) z poszczegoInych probek pipetu-
je sie do kolejnych naczyniek scyntylacyjnych i dodaje scyntylatora. Przy oznaczeniach radio-
immunologicznych hormonéw steroidowych najcze$ciej uzywanym plynem scyntylacyjnym
jest mieszanina toluenowa: PPO (2,5-diphenylooxazole) i POPOP-u (2.2"-p-phenyl-bis
(5 -phenylooxazole)-benzene). W przeciwienstwie do innych technik (np. Geigera) mierzenia
promieniowania metoda plynnej scyntylacji, detektor i probka sa zmieszane w jednym roz-
tworze. Z wydruku impulséw (tab. 1VI) zmierzonych w liczniku scyntylacyjnym wykreslamy
krzywa wzorcowa (rys. 2), z ktérej odczytuje sie ilos¢ hormondéw steroidowych w badanych
prébkach, odejmujac wartosci $lepych prob i uzwgledniajac odzysk (tab. 1VIII).

Precyzje krzywych wzorcowych i oznaczen prob biologicznych wyznaczaja bledy mie-
dzyseryjne i wewnatrzseryjne: bledy miedzyseryjne wyrazone w postaci wspolczynnikow
zmiennosci oblicza sie dla poszczegolnych punktow z 10 krzywych wzorcowych. Biedy mig-
dzyseryjne wynikaja z réznic pomiedzy wielokrotnymi oznaczeniami tych samych probek
w roznych seriach, Wielkosci bledow wewnatrzseryjnych, czyli bledow wynikajacych z roz-
nic pomiedzy dwu- lub wielokrotnymi oznaczeniami tej samej probki (stalej pozywki) w jed-
nej serii pomiaréw, nie powinny przekracza¢ 10%. Do przygotowania tzw. stalych pozywek
uzywamy tego samego zbuforowanego plynu fizjologicznego, ktéry jest pozywka stosowana
w hodowlach tkanek. Do kazdej z czterech pozywek dodajemy rézne ilosci nieradioaktywnego
standardowego hormonu steroidowego, np. 20, 50, 100, 180 pg. Probki odpipetowujemy z tej
samej porcji pozywki, mierzymy zawarto$¢ hormonu steroidowego w réznych seriach 1 obli-
czamy $rednig i blad miedzyseryjny. Stosujemy ,,stale” pozywki odczytywane w roznych prze-
dziatach krzywej wzorcowej.

Wszystkie odczynniki uzywane do oznaczen RIA musza by¢ preparatami o wysokim stop-
niu czystosci cz.d.a. Eter, n—heksan, etanol absolutny destylujemy przed uzyciem. Zawiesing
wegla aktywnego i dekstranu przygotowujemy do kazdego oznaczenia RIA.
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8.1.4. Kontrola jakos$ci oznaczen

8.1.4.1. Miara specyficznosci przeciwciat sa reakcje krzyzowe z podobnymi do oznaczanego
steroidami.

8.1.4.2. Czuloéé testu okreslana jest jako najnizsza, pewna i powtarzalna ilos¢ oznaczanego
steroidu, np. dla E, 5 pg.

8.1.4.3. Powtarzalnos¢ wynikow sprawdzamy, oznaczajac w kazdym tescie tg sama tzw. stata

pozywke.
Oznaczenie powtarzamy, jesli roznica w wynikach przekracza 10%.
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Stowniczek skrotéow

Ab — przeciwcialo

S — standard nieradioaktywny oznaczanego steroidu (,,zimnego™ hormonu), np. estradiolu (E,)
Ab-8S — frakcja zimnego steroidu zwigzana z przeciwcialem

3H-8 — steroid znakowany trytem (,,goracy” hormon — izotop), np. *H-E,

C - zawiesina wegla aktywnego zmieszanego z dekstranem

PPO — scyntylator I (emisja fali o diugosci 37(}0331)

POPOP — scyntylator wtérny (cmisja fali $wietlnej o dhugosei 42504)

A, B, C, D, E....Z - nieznane oznaczane prabki biologiczne (pozywki, osocze, homogenaty)
¢ - stezenie hormonu w oznaczanych probkach odezytane z krzywej wzorcowej



