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Odredivanje koncentracije hormona RIA metodom

Zadatak vezbe: Odrediti ukupan tiroksin (T4) u serumu RIA metodom
Oprema vezbe:

1. RIA komplet
2. scintilacioni GM brojaé
3. centrifuga

Opis vezbe:

RIA-T4 (PEG) je dijagnosticka metoda namenjena za kvantittativno odredivanje ukupnog tiroksina
(T4) u serumu. Ova metoda se primenjuje tek kada se pretpostavlja poremecaj u funkciji Stitaste
Zlezde. PoviSene vrednosti T4 mogu se oéekivati kod hipertireoza. a sniZene vrednosti se mogu javiti
kod hipertireoza izazvanih ekstremnim nedostatkom joda. Metodd se zasniva na konkurentnom
vezivanju serumskog T4 i radioaktivnog T4 za mali ali odredeni broj antigenih determinanti na
specificnim antitelima za T4, pri Cemu nastaju obeleZeni i neobelczeni imunokompleksi. ObeleZenog
kompleksa formirace se toliko manje koliko vise ima serumskog T4. Posle zavriene reakcije 1 jedan i
drugi kompleks se taloze polietilenglikolom (PEG), dok slobodni T4 (obelezeni i neobelezeni) kao 1
slobodna antitela zaostaju u te¢noj fazi. Radioaktivnost istalozenog kompleksa meri se odgovarajuéim
scintilacionim brojaem. Istovremeno sa uzorcima seruma tretiraju se i standardi koji sadrze T4
precizno odredene koncentracije pomocéu kojih se formira standardna kriva. Uporedivanjem sa
standardnom krivom, odreduje se koncentracija T4 u uzorcima seruma. Za eksperiment je kori§¢eno
18 epruveta obeleZenih na slede¢i naéin: 112 za ukupnu aktivnost (T); 3 i 4 za maksimalno vezivanje;
5-16 za standarde (S1-S6); 17-18 za uzorak seruma nepoznate koncentracije T4(x). U epruvete se
reagensi dodaju na sledeci naéin:

epruveta broj 25ul 25ul 25ul 0,1 ml 0,1 ml
' S. bez T4, standard broj kontr s. 125-]-T4 anti-T4
standard "0" ’ KS -

1,2 + +
3.4 + + +
5,6 1 + +
7,8 2 + +
9.10 3 n n
11,12 4 + +
13,14 5 n n
15,16 6 n n
17,18 + + +
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Nakon dodavanja reagensa, sve se inkubira 1¢as na 19-25°C, zatim se doda po 1 ml PEG-a u sve

epruvete osim u 1 i 2, i sve se centrifugira 15 min. Zatim se odlije supernatant, osuse epruvete i meri
radioaktivnost 1min. Rezultate srediti tabelarno:

broj R(imp/min) R’ R B . oznaka ¢ [nmol/1] log c
epruvete E‘ -100%

B . §
Nacrtati grafik e 100 = f(logc) . Sa grafika odrediti nepoznatu koncentraciju Cx.
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