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Radioimunoanalyza, znama téz pod zkratkou RIA, je imunoanalytickd metoda, ktera vyuziva
imunochemické reakce antigenu se specifickou protildtkou. Je provadéna in vitro v pfitomnosti
vhodné radioaktivné znacené slouceniny.

Princip:

Radioimunoanalyzu fadime do kategorie kompetitivnich metod. Tyto metody jsou
charakteristické tim, Ze znaceny antigen soupefi s neznacenym antigenem o volna vazebnda mista na
protilatce, kterd se v reakéni smési vyskytuje pouze v omezeném mnozstvi. Latka, kterou chceme
stanovit je vtomto pfipadé neznaceny antigen. Dalsi, vhodné zvoleny antigen zna¢ime radioaktivnim
prvkem. Jako znacky mlizZeme pouzit radioizotopy, fluoreskujici latky, enzymy, substraty, komplexy
tézkych kovd, chelaty lanthanoidd. Pro proteinové antigeny je vhodné pouziti napf. radioaktivni izotop
jodu *?°I nebo 31, pokud neni mozné pouiit jod, pouZijeme 3H. Pro nizkomolekularni latky se pouZivd
14C.

Po probéhnuti reakce ziskdvdme dva komplexy, a to komplex znaceného antigenu
s protildtkou a komplex neznacdeného antigenu s protilatkou. Mezi mnozstvim znaceného a
neznaceného komplexu panuje nepfima uméra, coz znamena, Ze ¢im vice stanovované latky se ve
vzorku nachazi, tim mensi mnozstvi znaceného komplexu vznikd a tim slabsi je vysledny signal. Je tomu
tak proto, Ze se znafené antigeny nevaziou na protilatku, jelikoZz vazebnd mista jsou obsazena
antigenem neznacenym.

Uplatnéni metody:

Hlavni vyhody RIA metody spocivaiji v jeji vysoké citlivosti. Je vhodna pro stanoveni koncentraci
mensich, nez 1 mg/l a moznosti snadné automatizace. Jeji uplatnéni je pomérné Siroké. Vyuziti nalezne
v endokrinologii, kde se pouZziva pri stanovovani hormon(. Dale pak v toxikologii, kde se pouZiva pfi
prikazu pfitomnosti drog v krvi. VyuZijeme ji i pfi podavani krevnich transfuzi k detekci povrchového
antigenu hepatitidy B v darované krvi. Mlzeme ji vyuZit i vimunologii k detekci anti-DNA protilatek u
systémového onemocnéni lupus erythematodes.

Uskali metody:

Jednoznacnou nevyhodou RIA metody jsou nakladné zafizeni nutné pro provadéni této metody
a rizika spojend s manipulaci s radioaktivni latkou. V potaz se musi brat jejich toxicita a radioaktivni
zareni, které vyddvaiji. Pfi manipulaci s radioaktivnimi latkami, musime brat ohled také na jejich polocas
rozpadu. Dalsi nevyhodou je i kratka expiracni doba souprav.

P¥istrojové vybaveni:

Pfistroje vhodné pro méreni vzork( znacenych RIA metodou, musi byt schopny pracovat se
zarenim, vyvolanym radioaktivnimi latkami. Vhodnymi pfistroji jsou scintila¢ni detektory, coZ je
zafizeni pro detekci ionizujiciho zareni zaloZené na principu excitace elektronu do vyssiho
energetického stavu zarenim, pricemz navrat elektronu do zédkladniho stavu se projevi jako svételny
zablesk, ktery registruje fotonasobic.
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Odbér a transport:
RIA metodou zpracovavame krevni vzorky. Pro jejich odbér plati vSeobecné zasady. Musi byt
odebrano spravné mnozstvi do predem oznacené zkumavky a musi byt spravné vyplnéna zadanka.
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Vychodisko: Pheno-Immuno Computing je informacni technologie, ktera je nyni ve vyvoji. Tato
technologie je postavend na nejrozsifenéjsim prlmyslovém organismu, pekarském drozdi.
To umoznuje bezkonkurencni diagnosticky vykon s neuvéfitelnou nakladovou efektivitou. Pomoci PIC
metody je mozné podrobné analyzovat buriky v suspenzi. Pritokova cytometrie je metoda analyzujici
bunécné populace, které je schopna je odlisit na zakladé vlastnosti jednotlivych bunék. Priitokovy
cytometr je prizplsoben k tfidéni bunéénych subpopulaci na bazi fluorescence a rozptylu svétla.

Cil: Cilem této prace je porovnat stanoveni exprese znaku CD 69 za pomoci nové vyzkumné metody
Pheno-Immuno Computing s rutinni pritokovou cytometrii u aktivovanych lymfocytd. Hodnoceni
spociva v porovnani shodnosti vysledk( stanoveni znaku CD 69 u aktivovanych lymfocyt( stejnych
vzork(ll namérenych metodou PIC a priitokovou cytometrii a jejich interpretace.

Metodika: Vyzkum probihal na vzorcich pIné krve dobrovolnikd, které byly odebrany do zkumavek
s heparinem. Ze vzorkd plné krve byly separovany cisté kultury T lymfocytl, které byly pouZity
pro naslednou kultivaci s PHA-L. Stanoveni exprese znaku CD 69 u aktivovanych T lymfocytl byla
provedena za pomoci metody PIC a byla porovnana s mérenim na pratokovém cytometru. Pfi méfeni
PIC metody jsem pouZil dva odlisné pracovni postupy nazvané PIC-LONG a PIC-SHORT. Dle zvoleného
postupu se odvijelo také stanoveni na pritokovém cytometru a zejména ve volbé protilatky, kterou byl
méreny vzorek obarven. Odbér piné krve, separace vzorkl a findlni méfeni na pritokovém cytometru
probihalo na Ustavu imunologie a alergologie Fakultni nemocnice Plzer. Kultivace vzorkd, provedeni
a vyhodnoceni PIC metody bylo provedeno na vyzkumném centru NTIS. Pfi stanoveni porovnani
metody PIC-SHORT s FC se sledoval znak CD 25 kvdli absenci biomarker(i pro stanoveni znaku CD 69.

Vysledky: Pfi porovnani vysledk( stanoveni exprese znaku CD 69 a CD 25 u aktivovanych T lymfocytu
metodou Pheno-Immuno Computing a pritokovou cytometrii s pouZitim grafll jsem zjistil, Ze metody
koreluji. U stanoveni CD 69 metodou PIC-LONG a prltokovou cytometrii jsem ziskal korela¢ni
koeficient R? = 0,9851. U stanoveni CD 25 metodou PIC-SHORT a priitokovou cytometrii jsem ziskal
korelaéni koeficient R = 0,9972.
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