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Radioimunoanalvza (RIA)

Uvod

V r. 1959 byla zvefejnéna pionyrska prace S. A. Bersona a R. S. Yalowové (Quantitative aspects
between insulin and insulin-binding antibody, J. Clin. Invest.,, 1959) svyuzitim radioaktivné
znadeného analogu insulinu (izotop jodu **'1) . Pokraovanim prace a publikaci vysledk vyzkumu
(Immunoassay of endogenous plasma insulin in man. J. Clin. Invest., 1960; 39:1157-75), byl polozen
zaklad kvantitativnich analytickych metod, zalozenych na interakci antigen-protilatka, které se
nazyvaji imunoanalytické metody = imunoanalyzy. V pribéhu dalSich let se pro znaceni v
imunoanalyze zacaly vyuzivat také riizné neizotopové znacky, napt. fluorescenéni a chemiluminiscen-
¢ni latky, chelaty lanthanidt, komplexy tézkych kovi, stabilni volné radikaly, feritin, koenzymy a
enzymy nebo jejich inhibitory. Piesto se RIA rychle rozsitila do vSech oblasti laboratorni mediciny a
stala se vyznamnym analyticko-diagnostickym nastrojem. Teprve v poslednim desetileti nasazeni této
metody klesa, nebot’ je postupné nahrazovana neizotopovymi imunoanalytickymi a jinymi metodami.
Piesto si zachovava jisté uplatnéni v analyze a ve vyzkumu, zejména pro svou vysokou citlivost a
nizkou finan¢ni narocnost.

Klasifikace radioimunoanalyz a zdkladni informace

Terminem RIA v uz$im smyslu se rozumi kompetitivni radioimunoanalyza v heterogennim
usporadani. Nekompetitivni modifikace na sendviovém principu se nazyva imunoradiometricka
analyza, ImmunoRadioMetric Assay, IRMA.

Kompetitivni heterogenni radioimunoanalyza miZe kompletné probihat v kapalné fazi, jako je
tomu u klasické RIA, nebo s pouZitim pevné faze.

U klasické RIA v Kkapalné fazi "soutézi" antigen séra, ktery chceme stanovovat, s antigenem
znaenym '*°l o vazbu na omezené mnozstvi vazebnych mist specifickych protilatek. Vznikaji
komplexy [antigen séra + protilatka] a [znaCeny antigen + protilatka]. Po ukoncené imunoreakci
zbyvaji v roztoku pfitomny jesté nezreagované molekuly znaeného antigenu. Je mozno méfit jak
komplex [znaCeny antigen + protilatka] (obr. 1), tak zbyvajici znafeny antigen. Druhou slozku je
ovSem nutno pfedem odstranit. To se provadi sraZzenim napt. polyethylenglykolem nebo koprecipitaci
pomoci druhé protilatky, nebo adsorpci na vhodny sorbent, a naslednou centrifugaci. Vzhledem k
tomu, ze *°| je gama-zafi¢, méfime radioaktivitu detektorem gama-zateni. Jestlize se méti komplex
[znaceny antigen + protilatka], coz je Cast&jSi pfipad, je mezi velikosti naméfeného signalu a
koncentraci antigenu ve vzorku nepiima zavislost. Kdyz se méfi radioaktivita zbyvajiciho zna¢eného
antigenu, je mezi velikosti signalu a koncentraci antigenu piima zavislost.

U RIA metod s pevnou fazi je protilatka vazana na ruzné typy materiali — imunosorbentt. Byvaji to
castice celulozy, polyakrylamidu, dextranu (Sephadexu), sklenéné kulicky, nebo wvnitini stény
zkumavek a mikrotitraénich desti¢ek z plastickych hmot, nebo také feromagnetické ¢astice. Imuno
komplexy se potom nemuseji oddé€lovat srdzenim, ale pouhou centrifugaci nebo S vyuzitim
magnetického pole. Zpiisoby méteni a vyhodnoceni jsou stejné jako je uvedeno vyse.

Metody RIA se v klinickych laboratofich nejcastéji vyuzivaji pro stanoveni velkého spektra
peptidovych a steroidnich hormonu, bilkovin o nizké koncentraci (citlivost metod cca 10 pmol/l) a
1éCiv.

Nekompetitivni imunoradiometricka analyza, IRMA, ma odlisné uspotradani (obr. 2). Na pevnou
fazi, napf. na st€énu zkumavek nebo mikrotitra¢nich desticek, je navdzana specificka protilatka
proti stanovovanému antigenu. Pfidanim vySetfovaného vzorku s timto antigenem vznikne
primarni komplex [vazana protilatka + stanovovany antigen]. Po vyplachnuti zbytku vzorku
se prida nadbytek znafené protilatky proti stejnému antigenu. Ta se navdze na stavajici
komplex, a tim vznikne vétsi sekundarni komplex [vazana protilatka + stanovovany antigen +
znaCend protilatka]. Po odstranéni zbyvajici znacené protilatky se méfi radioaktivita



sekundarniho komplexu. Cim vice je stanovovaného antigenu ve vzorku, tim vice se vytvoii
sekundarniho imunniho komplexu, ktery se méfi. Mezi velikosti naméfeného signalu a
koncentraci stanovovaného antigenu ve vzorku je pfimé iméra.

Pro tuto techniku se s vyhodou pouzivaji monoklonalni protilatky s vyssi specifitou. Pfednosti
IRMA je jednoduchost provedeni, vysoka citlivost a moznost automatizace. Jak vyplyva z
popaného principu, metoda se pouziva pro stanoveni vétSich a velkych molekul, které musi
obsahovat alespon 2 dostatecn¢ stéricky vzdalené antigenni determinanty.

C-terminalni telopeptid kolagenu I

Tento peptid, ve zkratce ICTP, je karboxyterminalnim tisekem molekuly kolagenu typu I (Eti: jedna).
Je charakteristicky mnozstvim pyridinolinovych spojovacich usekd a uvoliiuje se jako casny
degradacni produkt pii odbouravani tohoto typu kolagenu. Na degradaci se pravdépodobné vyznamneé
podileji proteinazy mezibunééné hmoty (matricové metaloproteinazy). Kolagen I je nejrozsitenéj$im
kolagenem v naSem organismu a jedinym, ktery se vyskytuje v kosti. Spolu s kolageny III, IV a V je
dale ptitomen také v fidkych pojivovych tkanich.

ICTP se z mist degradace kosti a pojiva uvoliuje do krve. Jeho zvySené koncentrace v krvi (séru) se
nachazeji pfi stavech spojenych s vySSi osteolyzou, napf. pii mnoholetném myelomu a pfi
osteolytickych metastazach jinych nadori, pii déletrvajici imobilizaci a pii revmatoidni artritidé.

Videosekvence ,,Radioimunoanalyza“

Piikladem radioimunoanalyzy je stanoveni peptidu ICTP s pouZzitim komeréni soupravy ¢inidel (UniQ,
Orion Diagnostika, Finsko) a s méfenim radioaktivity pomoci automatického gama-poéitate Cobra
(Canberra-Packard, USA). Toto stanoveni obsahuje velky dil manualni laboratorni pfipravy a teprve
méfici a vypocetni ¢innost je automatizovana.

Gama-pocita¢ Cobra je kompaktni stolni pfistroj pro méfeni zafeni gama v diagnostickych
laboratornich testech in vitro. Je doplnén fidicim pocitacem a tiskarnou. K praci jsou dale nezbytné
pipety, michacka, tiepacka, termostat a vodni vyvéva (nebo odstfedivka).

Metoda je zalozena na principu kompetitivni heterogenni radioimunoanalyzy na pevné fazi.
Radioindikatorem je '®I, pevnou fazi piedstavuje vnitini povrch polystyrenové zkumavky. Znamé
mnozstvi zna¢eného ICTP a stanovovany ICTP ve vzorku soutézi o omezeny pocet vysoce afinitnich
vazebnych mist protilatky proti ICTP. Po separaci volného antigenu se meti mnozstvi znaceného ICTP
zbyvajiciho na stén¢ zkumavek. Velikost signalu je nepfimo umérna koncentraci stanovované¢ho ICTP
ve vzorku.

Souprava pro stanoveni ICTP se sklada z polystyrenovych zkumavek, roztoku separatoru
(polyethylenglykol), radioaktivni znacky (traceru), roztoku protilatky a sady kalibra¢nich roztok o
znamych koncentracich 0; 1,0; 2,5; 5,0; 10; 25; a 50 ug/1 ICTP.

Ve videoklipu je zachycena piiprava kalibra¢ni fady obsahujici ve zkumavkach v dubletu 7
koncentraci kalibra¢nich roztokl. K nim se postupné pipetuje nejdiive radioaktivni tracer (oranzova
kapalina) a po ném protilatka (modry roztok). Roztoky se promichaji a poté inkubuji 2 hodiny ve
vodni 14zni nebo v termostatu pii 37 °C (neni zachyceno na videoklipu).

Po skonceni této inkubace se piidava separacni ¢inidlo, které béhem nasledujici pulhodinové inkubace
na tiepacce pii pokojové teploté vysrazi zbyvajici antigen. Obsah zkumavek se potom odsaje kapilarou
pomoci vodni vyvévy. Zkumavky se premisti do specialnich stojankil a v nich se ulozi na pult gama-
pocitace.

Pokracuje automatické meéteni radioaktivity a po jeho skonceni se na displeji fidiciho pocitace zobrazi
hodnoty naméfené odezvy (CPM) kalibracnich standardi. Na jejich zakladé lze sestrojit graf
kalibracni zavislosti nebo jsou pouzity pro automaticky vypocet koncentraci prostfednictvim softwaru
ptistroje.



Stejnym postupem se zpracovavaji a méfi také vzorky biologického materialu (séra) pacienti a
kontrolni vzorky.

V zavéru je pro srovnani uveden priklad stanoveni rlstového hormonu (GH) nekompetitivni
imunoradiometrickou metodou. Komeréni souprava obsahuje polystyrenové zkumavky s navazanou
protilatkou proti GH, roztok stejné protilatky znacené radioaktivnim jodem 125, promyvaci roztok a
kalibra¢ni fadu GH.

Rustovy hormon ve vzorku reaguje s protilatkou navazanou na stén¢ zkumavek a vytvori tam primarni
komplex. Ptidanim znalené protilatky se vytvori sekundarni komplex. Po odstranéni zbyvajici

nezreagované znacené protilatky promytim se radioaktivita tohoto komplexu méti gama pocitacem
stejné jako v ptedchozim piikladu stanoveni ICTP metodou RIA.
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