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Radioimunoanalyza (RIA)

Historie

Metoda, pomoci které byla poprvé zmérena hladina insulinu v krvi in vitro, byla vyvinuta v 50. letech 20. stoleti v
USA. Jednalo se viibec o prvni kvantitativni stanoveni hladiny hormonu v krvi. Za tento objev obdrzela Rosalyn
Sussman Yalow v roce 1977 Nobelovu cenu za medicinu. Tim, Ze bylo mozné presné zméfit hladinu insulinu v krvi,
se |é¢ba diabetu mellites posunula o vyrazny kus dopredu.
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Popis metody

Radioimunoanalyza (RIA) neboli radioimunologicka stanoveni zahrnuji takové metody radioizotopové mikroanalyzy,
jejichz zakladem je imunochemicka reakce antigenu se specifickou protilatkou (Ab), provadéna in vitro v
pritomnosti vhodné radioaktivné znacené slouceniny jako radioindikatoru, ktery umoznuje kvantifikaci stanoveni na
zékladé urceni distribuce aktivity.[!!

Princip metody

Jednd se o kompetitivni imunoreakci, tzn. znaceny antigen soupefi o vazebna mista na protildtce, kterd se v reakéni
smési nachdzi v omezeném mnozstvi, s neznacenym antigenem. Stanovovana latka je v tomto pripadé neznaceny
antigen dali antigen je znac¢en napf. radioaktivnim izotopem iodu (12°1,131]) pro proteinové antigeny, ¢i tritiem
nebo 14C pro nizkomolekuldrni latky. Vysledkem reakce je vznik dvou komplexd: znac¢eny antigen - protilatka (Ag*-
Ab) a neznaceny antigen - protildtka (Ag-Ab). Mnozstvi znaceného komplexu (Ag*-Ab) je nepfimo Umérné mnozstvi
stanovovaného antigenu, Cili ¢im vice stanovované latky se ve vzorku nachazi, tim mensi mnozstvi znaceného
komplexu vznikne a tim mensi bude vysledny signal. Toto si Ize jednoduse vystvétlit tim, ze znaené antigeny se
nenavazi na protilatku pro nedostatek vazebnych mist, kterd obsadi neznaceny antigen. Z uvedenych poznatk(
také vyplyva, Zze se v reak¢ni smési nachazeji i volné formy Ag a Ag*. Celkova reaktivita (T) se tak rozdéli do dvou
frakci - vdzané (B) a volné (F), pricemz plati: T =B + F.
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Postup metody
Pro kvantitativni stanoveni urcité latky ve vySetfovaném vzorku je tfeba vytvorit kalibracnfi krivku, kterd odrazi

zavislost vysledného signalu na znamé koncentraci dané latky. Kalibra¢ni krivku pripravujeme z tzv. standardd.
Nedilnou soucasti stanoveni jsou i kontroly, kde pfedem znédme velikost radioaktivity.
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Solid-phase RIA (ve zkumavkéch):

1. Do zkumavek potazenych specifickou protildtkou napipetujeme jednotlivé standardy a nezndmé vzorky.
Kontroly napipetujeme do nepotahovanych zkumavek.

2. Do kazdé zkumavky priddme ve stejném mnozstvi radioindikator (Ag*).

3. Promichdme a nechdme inkubovat.

4. Po dostatecné dlouhé dobé odsajeme reakéni smés.

5. Méfime vazanou (B) a volnou (F) radioaktivitu na gamacitaci.

Pozn.: Separaci imunokomplexu Ize provést i jinymi zplsoby, napf. pomoci elektroforézy, ionexové chromatografie
atd.

Vyhody a nevyhody RIA
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Hlavnimi vyhodami této metody jsou vysokd citlivost a moznost automatizace. Nevyhodou je nutnost separa¢niho
mezistupné, dale ndkladné zarizeni nutné pro provadéni této metody a v neposledni radeé rizika spojena s
manipulaci s radioaktivni latkou.

Odkazy
Souvisejici ¢clanky
= ELISA (https://www.wikiskripta.eu/w/ELISA)
Externi odkazy
= Wikipedia (http://www.wikipedia.org)
= http://biochemie.upol.cz/doc/skripta/imch/9_Radioimunoanalyza.pdf
= http://imunologie.lf2.cuni.cz/soubory_vyuka/imunoreakce.pdf

Reference

1. [Nekompletni citace webu. . Radioimunoanalyza (RIA) [online]. [cit. 2013-05-18].
<http://orion.sci.muni.cz/virtuallab/dokumenty/pdf/Radicimunoanalyza.pdf>. ],


https://www.wikiskripta.eu/w/ELISA
http://www.wikipedia.org/
http://biochemie.upol.cz/doc/skripta/imch/9_Radioimunoanalyza.pdf
http://imunologie.lf2.cuni.cz/soubory_vyuka/imunoreakce.pdf
http://orion.sci.muni.cz/virtuallab/dokumenty/pdf/Radioimunoanalyza.pdf

