Radioimunoanalyza (RIA)

Radioimunoanalyza (RIA) neboli radioimunologicka stanoveni zahrnuji takové
metody radioizotopové mikroanalyzy, jejichz zakladem je imunochemické reakce antigenu se
specifickou protilatkou (Ab), provadénd in vitro v pfitomnosti vhodné radioaktivné znacené
slouceniny jako radioindikatoru, ktery umoznuje kvantifikaci stanoveni na zaklad¢ urceni
distribuce aktivity. Nejcastéji se doposud pouziva radioimunoanalyza v klasickém uspotadani,
jak je ptivodné v roce 1959 popsali Berson a Yalow, ktefi za tento prilomovy objev obdrzeli
Nobelovu cenu. V tomto pifipad€ je urCovand latka antigenem (Ag) a radioindikitorem je
znaceny antigen (Ag*). Pfi vhodné volbé koncentraci zakladnich substanci a za optimalnich
reakénich podminek dochdzi ke konkurenéni — kompetitivni reakci znacené¢ho a
neznacené¢ho antigenu s omezenym mnozstvim specifické protilatky. Po dosazeni rovnovahy
se pomoci vhodné separa¢ni metody oddéli volny antigen od antigenu vazaného protilatkou
a urci se aktivita jedné nebo obou frakci. Podil vazané aktivity kles4 nasledkem konkurencni
reakce s rostoucim obsahem neaktivniho antigenu, t.j. urCované latky v reakéni smési. Jeji
obsah v méfenych vzorcich se urci z kalibracni zavislosti, ziskané pomoci fady standardnich
vzorkii se znamymi koncentracemi. Mimotadna afinita a specifita protilatek ve spojeni
s enormni citlivosti radioindikatorovych technik jsou zarukou vynikajicich kvalitativnich
parametrt radioimunologickych stanoveni.

Vedle klasické rovnovazné RIA byla vyvinuta a Siroce se pouziva tzv. sekvenéni
technika RIA, pfi které se provadi preinkubace neznacené¢ho antigenu se specifickou
protilatkou a teprve dodatecné pfidani znaCeného antigenu. Pfinosem je vyrazné zvyseni
citlivosti stanoveni.

Krom¢ klasického uspotadani, pti kterém se RIA provadi v homogenni fazi v roztoku
se nyni pouziva fada variant tzv. solid-phase RIA, pfi kterych jsou protilatky nebo antigeny
vazané na pevné fazi — imunosorbenty. Pouziti znacené protilatky misto znaceného antigenu
v kombinaci s imunosorbenty vedlo ke vzniku imunoradiometrickych stanoveni (IRMA).
Jejich dalsi vyvojovou fazi jsou tzv. sandwichové metody, pii kterych se uziva dvou
protilatek, z nichZ jedna je vdzana na pevnou fazi a druha je znacena.

Soucasn¢ s radioimunoanalyzou se vyvijely 1 dals$i pfibuzné metody radioizotopové
mikroanalyzy. Jejich spole€nym rysem je uZiti vhodnych znacenych sloucenin jako radio-
indikatorh a méteni distribuce radioaktivity ke kvantifikaci stanoveni, avSak 1i8i se typem
interakce ur€ované latky se specifickym ¢inidlem, ktera je jejich zakladem. Zakladem metod

kompetitivni vazby na proteiny (CPBA) je specificka vazba ligandu (mensi molekuly) na



proteiny (zpravidla vétsi molekula), kterd vSak nema charakter imunologické reakce. Jako
radioindikatoru se uzivd znaceného ligandu. Specifickymi Cinidly jsou v tomto piipadé
obvykle pfirodni plasmatické proteiny lidské 1 zvifeci, napt. TBG ke stanoveni thyroxinu,
téhotenska plasma ke stanoveni andrigenti a j. Ve srovnani s RIS maji CPBA zpravidla mensi
citlivost a hors$i specifitu. Radioreceptorova analyza (RRA) je metoda, pii které se jako
specifické vazebné Cinidlo uzivéa tkanovy receptor (t.j. bunécna vazebna bilkovina) a jako
radioindikator znaceny ligand. Znaény prakticky vyznam maji opacné postupy, t.j. stanoveni
koncentrace (poctu vztazenému na buiiku) receptorii ve tkanich, napft. stanoveni receptorti pro
estrogeny v nadorovych tkanich. Pfednosti radioreceptorovych analyz je fakt, Ze jejich
vysledky jsou v relaci s biologickou aktivitou ur¢ovanych latek.

Vsechny tyto metody maji ptibuzné i z druhé strany, tzn. Ze ke kvantifikaci stanoveni
lze uzit i neizotopové znacené indikatory, nejcastéji pomoci enzymu, napt. ELISA (t].
enyzme-linked immunosorbent assay). [RozliSovat od radioenzymatickych stanoveni (t.].

stanoveni emzymovych aktivit s pouzitim radioaktivné zna¢enych substratii)!].

Charakteristika zakladnich substanci pro RIA

Specificka antiséra: Protilatky jsou vysokomolekularni sérové bilkoviny pattici do
skupiny imunoglobulinii G, jejichz prostorové uspotadani je vysoce specifické. Pii imuno-
logické reakci jsou divalentni. Jsou produkovany lymfocyty jako imunologickd odezva na
podani imunogend. Zpravidla dobrymi imunogeny jsou polypeptidy s molekulovou hmotnosti
nad 4 000 Da, vyjime¢né od 1 000 do 4 000 Da. Nizkomolekularni oligopeptidy a latky
nebilkovinné povahy mohou byt antigeny, ale zpravidla nemaji imunogenni vlastnosti.
K ptipravé protilatek se pak uziva jejich konjugatii s vhodnymi vysokomolekuldrnimi nosici a
jejich pouziti je zédkladem tzv. haptenovych RIA. Konjugace musi byt provedena tak, aby
zmény ve struktuie haptenu a maskovani jeho specifickych funk¢nich skupin bylo minimalni.

Radioindikatory: RIA a piibuzné metody patii mezi metody radioizotopové
zied'ovaci analyzy a vlastnosti uzitého radioindikatoru musi vyhovovat urcitym obecnym
poZadavklim: 1. Maximalni mérna aktivita. 2. Identita jeho vlastnosti s vlastnostmi ur€ované
latky. 3. Zachovani jeho integrity béhem celého stanoveni. Vlastnosti uZzité znacené latky
vyrazné ovliviiuji praktické usporadani RIA a rovnéz jeji citlivost, pfesnost a spravnost. Ke
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uréované latky. Bezesporu nejvét§i vyznam ma radioizotop '’I, a to nejen k pripravé

znacenych peptidi a sloucenin vhodnych pro piimou inkorporaci radiojodu jako jsou



thyroidalni hormony, ale diky vyvoji novych konjugac¢nich technik i ke znaceni takovych

nizkomolekularnich latek jako jsou steroidy a 1éCiva.



