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Imunoanalyticke metody

Vizualizace reakce antigen-protilatka pomoci znacky

Rozdeleni metod dle typu Rozdeleni metod dle
znacky: usporadani:
oEIA — znaékou je enzym oHomogenni — bez promyvani
oRIA - radioizotop

oLIA - luminofor
oFIA - fluorofor

oHeterogenni — s promyvanim
oKompetitivni
oNekompetitivni

You are the suostrate to my enZyme
and nothing could ever dehatu\fle us.




Imunoanalyticke metody

Heterogenni kompetitivni:

o Analyt ze vzorku + znaCeny analyt od vyrobce — soutez o0 omezené mnozstvi antigenu
o Méreny signal je neprfimo umeérny mnozstvi analytu

Heterogenni nekompetitivni:

o Detekcni protilatka / antigen v nadbytku —analyt ze vzorku vyvazan
o Méreny signal je primo umérny mnozstvi analytu

Substrate

/ @
Substr{' . *
® '
O N
‘ \( Capture antibody
Competitive ELISA Sandwich ELISA




Substrate Product

S P

ELISA AN

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay Y
| |

oHeterogenni imunoanalyza — nutna separace nezreagovanych slozek pomoci promyvani

o Zahrnuje jednotlivé kroky
o Vazba antigenu / protilatky na pevnou fazi (sténa destiCky)
o Na navazany Ag se vaze zkoumana protilatka z pfidaného séra
o Na navazany komplex se vaze sekundarni protilatka s konjugovanym enzymem

o Pro vizualizaci se do reakce prida substrat pro dany enzym - enzymaticka pfeména substratu na barevny
produkt — méreni na spektrofotometru

o Pouzivané enzymy:
o Krenova peroxidaza (tetrametylbenzidin = tetrametylbenzimidin = 450 nm)
o Alkalicka fosfataza (p-nitrofenylfosfat > nitrofenol - 405 nm)

o Mezi vySe uvedenymi jednotlivymi kroky je vzdy tzv. promyvanim, pfi kterém se nadbytek reaktantu

odstrani pridavkem pufru do jamky, ktery je pak také z jamky odstranén — separace nezreagovanych slozek

oVysoka citlivost — pg/ml




Kautovani ELISA desky

olmobilizace Ag nebo Ab na plastovy povrch desky
1. Povrchova aktivace desky

° vazba NH, nebo COOH skupin — tvorba kovalentnich vazeb s protilatkou nebo antigenem
° Vhodné pro stanoveni malych molekul — napf. peptidy
2. Pasivni adsorpce
° Hydrofobni interakce mezi nepolarnimi strukturami proteinu a plastovym povrchem desky
° Protein ur€eny k adsorpci je rozpustén v alkalickém kautovacim pufru (pH 9,5) — naleptava plastovy povrch a

usnadriuje adsorpci Ag nebo Ab
Specific binding Specific binding

o Blokovani desky ‘\ T / l \

o Po navazani Ab/Ag zUstava ¢ast plastového povrchu

volna. Aby bylo zabranéno nespecifickym vazbam, je A f
nutno tato mista zablokovat inertni bilkovinou BSA \ W 4

— bovinni sérovy albumin

Plate well Without blocking With blocking




Vlastni prubeh ELISY

1 2 1. Potazeni jamek

antigenem

2. Pridani vzorku séra

3. Pridani enzymem
znacené protilatky
(anti-human IgG)

4. Pridani substratu

5. Odecteni barevnée
reakce

< ,
g‘gmo@«o«\;ﬂ -

Za kazdym krokem nasleduje tzv. promyvaci krok, kde se obsah jamky odsaje, do jamky se prida nejcastéji
fosfatovy pufr a nasledné se obsah jamky odsaje. Toto promyti se opakuje zpravidla 3x za sebou, aby byl
odstranén veskery nezreagovany material.




Systém zachytna + detekcni Ab

oDetekeni (sekundarni) protilatka proti hledanému Ag je konjugovana s enzymem,

oProc€ je kazda protilatka od jiného zivo€iSného druhu?

Tato kombinace vyznamné snizuje riziko zkrizené reaktivity,
ktera by mohla zpusobit vznik nespecifickych imunokomplext

(zdroj falesné pozitivity)!!! N

Lidska monoklonalni protilatka — s vysokou [

Detek¢ni protilatka

specifitou vaze pouze konkrétni antigen = S
humanni, monoklonalni

VysSetrovany
Ag v séru

Zachytna protildtka — s vysokou senzitivitou vaze Zachytna protilatka
vSechny varianty daného antigenu mysi, polyklonalni




Enzymaticka detekce — pridani substratu

NejCastéji pouzivané enzymy detekénich nebo-li sekundarnich protilatek:
o Kfenova peroxidaza
o Alkalicka fosfataza

Pro kfenovou peroxidazu jsou pouzivany tyto substraty:
« 3, 37, 5, 5'-tetramethylbenzidin
« 2, 2’-azinobis(3-ethylbenzthiazol-6sulfonat)
 o-fenylendiamin
 o-dianisidin
* O-toulidin
Pro alkalickou fosfatazu se pouziva substrat

* 4-nitrofenylfosfat

Luminscencni Immunoassay

» Chemiluminscencni substraty — detekce zableskl luminiscence
* SuperSignal
« ECL




Sendvicova ELISA - usporadani

oDetekce analytu s vysokou Mr (proteiny)

oPouziti dvou protilatek specifickych na
ruzné epitopy jednoho antigenu.
PIobY ) Jent oVysoka presnost

oJedna z protilatek je navazana na povrch

jamky destiCky a vychytava antigen ze
14 e

vzorku. rato
.. -

oDruha protilatka znagena enzymem slouzi | " =, ‘Ffi = Y%%% N Y:L{i

k detekci tohoto antigenu.

oAntigen je tedy mezi protilatkami jako
platek masa mezi houskami v sendvici.

Yﬁmbudy m Target protein —? Emzyme-labeled antibody Emzyme reaction

Absorption

) —— Antigen level

http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/elisa.html




Kompetitivni ELISA - usporadani

o Na rozdil od nekompetitivni ELISY se
navic pridava enzymem znaceny Ag.

glwmg?ﬁégr:mmm ™ zf'zg . {;a:m_} 229 O PFldany gnzymem znaéeny antigen
YYYY YYYY YYYY kompetuje — soutézi - s hledanym Ag
V Séru o vazebné misto zkoumaného Ag.
YYyy, ., P o Cim vice je zkoumaného Ag v séru, tim
ot nchuti o eras | Y Al ‘el mene se navaze enzymem znaceného
of the @arget prfein YYYY A4 YYYY Ag a tim niz8i je pak méfena absorbce.
Y Antibody = Target protein 5 Enzyme-labeled antigen Enzyme reaction

oDetekce analytu s malou Mr

Abszorption

N\

0 —— Antigen level http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/elisa.html




Sendvicova ELISA —vyssSi senzitivita

oSystém biotin — avidin/streptavidin — na jeden imunokomplex se vaze vice molekul enzymu

oPo pfidavku substratu vznika silngjSi zbarveni (pro analyty s nizkou koncentraci)




Méreni vysledku

Monochromator

OPFl’StrOj ELISA reader Eliptica -_[_;_'f'_’:_”‘_ """"""" Ho
Mhirrar L ¢ Girating
i =
{i L f’\
; Blocking |/ Beam Measuring
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. . Reference H : Cuvette
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Vysledky

1. Kvalitativni

o Hodnotime vizualné pritomnost / nepfitomnost reakce - ano / ne
— vysledek je pak pozitivni Ci negativni, pouziti cut-off kalibratoru, hodnoty s
absorbanci nad tuto hodnotu jsou hodnoceny jako pozitivni

2. Semi-kvantitativni
o |P (index pozitivity) = absorbance vzorku / absorbance cut-off kalibratoru

3. Kvantitativni
o Kalibracni krivka — redeni kalibratoru o znameé koncentraci analytu
o Vysledek (absorbance = OD, opticka denzita) se odecita z kalibracni krivky
- Prepocet absorbance na koncentraci (Lambert-Beertv zakon)
o Vysledek ma Ciselnou hodnotu s udanymi jednotkami (napr. U/ml, ug/mil)




Hodnoceni vysledku - kvantitativni

Negativni kontrola Pozitivni kontrola

Kalibracni rada




Vyuziti ELISA v imunologil

oV imunologii jsou nejcastéji hledanym antigenem protilatky - deska je pak kautovana
Ag, na ktery se protilatky vazi

oAntiinfekCni imunita
o Stanoveni protilatek proti nékterym infekénim agens

oAutoimunitni onemocnéni
o Stanoveni autoprotilatek




ELISA a antiinfekcni imunita

oProtilatky proti tetanickemu toxoidu

oProtilatky proti difterickému anatoxinu
oProtilatky proti kapsul. antigenu Haemophilus Influenzae
oProtilatky proti specifickému pneumokokovému kapsularnimu polysacharidu (anti-PCP)

|

Sledovani odpovedi na vakcinaci, sledovani stavu imunitniho systému (zajem predevsim
0 snizeneé hladiny — imunodeficience)




ELISA stanoveni autoprotilatek u
autoimunitnich onemocneni

oCela Skala autoprotilatek (organové nespecifické, organové specifické)

oéﬁé) — proti jadernym antigenum (anti-nuclear antibody; Systémovy lupus erythematodus -

O EN)A— proti extrahovatelnym nuklearnim antigenim (SS-A, SS-B, Jol atd. — Sjogrenuv
sy.

o AMA — proti mitochondriim (primarni biliarni cirh6za)

o ASMA, LKM, LC - autoimunitni hepatitidy

o ASMA - proti hladkym svalim (anti — smooth muscle antibodies)
o LKM - proti mikrosomum jater a ledvin (LKM — liver kidney microsomes autoantibodies)
o LC - proti antigenu jaterniho cytosolu typu 1

o ANCA — proti cytoplazmé neutrofilt (vaskulitid a glomerulonefritidy)
o Anti-TTG —proti tkanoveé transglutaminaza (celiakie)

o Anti-TG-tyreoglobulin, anti-TPO-tyreoidalni peroxidaza (tyreoitidy)
o RF — proti Fc molekule IgG (revmatoidni artritida)

o EMA —proti endomysiu (celiakie)

o ASCA — proti Sacharomyces cerevisiae (Crohnova choroba)




Hodnoceni vysledku

oV klinické laboratofi existuje urcita hierarchie hodnoceni vysledku

oPodili se na ném laborant i VS

oVzdy se hodnoti zaroven papirovy vysledek s ELISA deskou

1. faze kontroly — zdravotni laborant

o Vizualni kontrola desky —zbarveni

o Vizualné hodnoti, zda se namérena absorbance (barva jamek) shoduje s vysledky na papife (pozitivni pacienti — shoduji
se soufadnice jamek na desce se soufadnicemi v tiSténych vysledcich?)

> ANO - kontrola pokracuje do dalSi faze
o NE — hledame pfi€inu (zaména desky)




Hodnoceni vysledku - kvantitativni

Negativni kontrola Pozitivni kontrola

Kalibracni rada




Hodnoceni vysledku

2. faze kontroly — VS pracovnik

o Vizualni kontrola desky

o Neni zbarveni celé desky moc tmavé nebo svétlé? — uméle zvySené Ci snizené namérené hodnoty vzhledem ke
kalibra¢ni kfivce

o Neni v nékterych jamkach srazenina / neCistota — uméle pozitivni vysledky?

o Hodnoceni s tistenymi vysledky — kontrola kalibrace:
o Kontrola prubéhu kalibracni kfivky
o Kontrola jednotlivych bodu — neni néktery vyrazné mimo?
o Pozitivni kontrola — lezi v rozmezi, které udava vyrobce?
o Pozitivni vzorek pacienta — souhlasi poloha na desce s papirovym vysledkem?

|ldealni realna kalibracCni kfivka — zplosténi u nizkych koncentraci
a vysokych koncentraci — koncentrace zkoumaneho analytu
v séru by méla lezet ve vyznacCené primkovém useku

Antigen concentration {ng/ml}




Hodnoceni vysledku

oPokud nevysly kontroly, musi se hledat pricCina:

o Mame tu spravnou desku? Na jakém programu byla zméfena? Jaka je Sarze kontrol (mohlo nedavno
dojit ke zméné)

oPokud pozitivni kontrola vySla pfiliS vysoka/nizka:

v v

vysokou
o ZjisStujeme, jak vypadala predchozi mérena kalibrace u minulého zpracovani testu

o Kontrola pozitivnich pacientl se zaznamy v LISu (pokud jiz pacient byl dfive vySetfen a aktualné zméreny
vysledek se shoduje s jeho historii, je pravdépodobné Spatné pouze kontrola):

o Mozna chyba fedéni laborantky
o Kontrola lahviCky — set, Sarze
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A
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Labels

Hodnoceni vysledku

oVysledky méreni kontrol se dlouhodobe zaznamenavaji v Case — interni kontrola kvality
o Levey-Jenningsuv diagram - Westgardova pravidla
o Varovné a regulacni meze
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Hodnoceni vysledku

oPokud nevyjde kalibrace a kontroly — nutno vysSetrfeni opakovat

oPokud je vSe v pofadku — VS vysledek ELISY podepise (pfebira za né odpovédnost)

3. Faze kontroly
o Prepis vysledku ELISA do pracovniho listu
o Prepisovani vysledku z pracovniho listu do systému (POZOR na preklepy)

4. Faze kontroly - VS
o Ve chvili, kdy ma pacient vSechna poZadovana vySetreni hotova, provadi se validace vysledku
o VS v poéitadi kontroluje, zda vysledky davaiji logicky smysl|

o Seznam vysledku, které je nutno okamzité hlasit I€kafi abnomalni hodnoty— VS mu vysvétluje, co to
znamena — moznost ovlivnéni |éCby pacienta

o Uvolnéni vysledkl — tzn. propusténi vysledku pocitaCovym systémem pro tisk




Hodnoceni vysledku

5. Faze kontroly — VS
o Zvalidované a uvolnene vysledky pacienta se tisknou v papirove podobe

o Expedice vysledkt — VS, ktery vysledky uvolnil opé&t kontroluje tyto vysledky pacienta
VvV papiroveé podobé -
o Neni ve vysledcich néco podezielého?
o Nezapomnélo se na zadné vySetreni?

o Po expedici vysledkd do nich muze pfes pocitacovy systém nahlédnou oSetfujici ékaF
dané nemocnice - pred timto krokem mohou vysledky” vidét pouze pracovnici
laboratore

o Tisténeé vysledky opousteji pracoviste a putuji k osetfujicimu lekari




Hodnoceni vysledku

oVS svym podpisem odpovida za vysledky!

o0 kazdé fazi zpracovani vzorku a kontrol musi existovat zaznam — kdo,
kdy

o Razitka, podpisy

oV PC — laboratorni pracovnik zapisuje pod svym jménem

oVS také ovliviiuje laboratorni pracovniky — mél by si v&imat nalady na pracovisti,
motivovat lidi, aby se nebali priznat chybu

odde o zdravi lidi, zatajovani chyb nepfichazi v uvahu




Workspace Method Sample 1D list: 20200020-002 wsp « ACLA A sth

Dite: 2020-05-20
Time: 13:24:12

20-9. 9040 ——

User prompts

Nikev mesody: ACLA 1gA
Zpracovaka) Jméno laborai

Baedata Surova data - hodnoty a

Iménao hodnoticibo
Razitko + podpis
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Priklad

ELISA ACLA - kvantitativne

1 2 1 4 <

Al oass| 024 030 1296  0.136 <0001 <

Bl o252| 0235 0193 | 0328 0195 |eoo0

Kalibrace ~

9 | 10 n_| i |
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Negativni k/mmm

Pomnt 1o Pomt —> Zp(sob vynesen| kalibracnl kiivky

2

<0001 | <0001 | <0.001 |

0409 __<0.001 |< 0001 <0,001 | <0001 | <0.001 | <0.001 | <0001 i'io.wl;

Vysledky pacientskych vzorkd

. \
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/
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|
got
]
.
(1] ,v"
PRUBE——
o
S000 soen L] LAl 1 1 0w 1"
Concentration [
- Ow 1
Magellaa V 6.5

Vysledky ELISY z readru

Metoda ACLA - protilatky proti kardiolipidiim pfi
vySetreni antifosolipidového syndromu

Vytisk obsahuje:

hodnoty absorbance

musi byt uvedeno datum provedeni testu

musi byt uvedeno, kdo test hodnotil — jméno VS
musi byt uveden ndzev testu

musi byt uvedeno, kdo dany test zpracovaval =
jméno laborantky

Kalibracni krivka




Hodnoty kalibrace | P‘ﬁklad
mmmw“f"; =1 ELISA ACLA — kvantitativne,

i 12412
Tmc 1324012 Page 24

S — v ; _r
Sloupec 1 e Sloupec 2 pOkraCovanl

2 Sfogle
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absorbance || [a] ! e | omo koncentraci

Vysledek z readeru dale obsahuije:
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Bs 0193 ] 0.002
cs 0200 0.0%

Migellan V 6.5




Priklad
ELISA ACLA — kvantitativne,

pokracovani

Na zaznam z ELISA readeru navazuje
vysledkova listina, kde musi byt
uvedeno:

Nazev testu
Datum provedeni
Kdo zpracoval — jméno laborantky

Souradnice kalibratoru, kontrol a vzorku
pacientu

Napf. Sérum pacienta €.9 bylo v jamce
A9 a zjisteni koncentrace ACLA
protilatek byla 6 APL/ml

Soufadnice

kalibratora —— »

Soutadmice

+ kontroly

Soutadnice A ¥
- kontroly ~

Soufadnice vzorkld

pacient(

na1z2 20032020 S57.41

I_ACLAA

Ustay kinicks imunoioge a alergoioge
Oucdieni lab v imunoioge

:_.v-.‘:‘; icta

Vyhcanos!

L
‘_ -
%xient

Iméno laborantky
(razmho + podpis)

Jména hodnoticiho VS

4
Sarte _ F7L5C

Exp' 5 / Z‘f e

Jednctky 775 /7% €
~| Sarze:
Exp

Datum dodavky: 7¢__3 2020 Datum dodaviy____

Vysledek vyietfeni
(jednotky APL/m)

-i'ldaie o pouzitém ELISA kitu

LELR) 2
a ol

/ Y paci
22 PAC2
|

T

('3{ PAC 3

o, e

|
G'} PAC S

1
F6 PACG

o T PACT

[3o0m19 C
- 7/

L 8 pacs
|§}o9 PACS e

(oL 20

Z10  pAC 10

i pacm

> 12 PAC12

XX 3

1% pPaCc13

* 14 pAC14

~ 18 pac1s |

16 PAC 16

y/:.' Topaca7

1 18 PAC 1B




Pracowni list

Datum proveden!

20032020 957.41

I_ACLAA

Ustav kinicks imunoioge & wno&ogb‘
Odadient lab v S

.

" .
~ D

icta

-~y

Zpracoval

Iméno laborantky
(razitho + podpis)

Vi-F e

Sarte
Exp:

#9550

&/ Lo A

Sarze

Jména hodnoticiho VS

Datum doddvky:_7¢__4

Vysledek vyietfeni
| jednotky APL/mi)

BN

Datumn dodéviy

Exp
Ny

Udaje o pouzitém ELISA kitu

Priklad
ELISA ACLA- kvantitativne,

wﬂi pokraCovani

1%

2
o

AN

Na zaznam z ELISA readeru

| PAC2

2
[4

navazuje vysledkova listina, kde

Y pacs

N
AN

PC 4

BN
B

N

musi byt uvedeno:

PAC S

PAC 6

AN

o 7 PACT7

Kde byl vysledek zpracovan

PACS

3,:: S paco

Kdo hodnotil

710 pacio

AN

1 pACTY

Udaje o pouzité ELISA kitu

2 12 PAC12

+
€13 PACI12

Vyhodnoceni koncentraci pro

* 14 PACI4

AN

i
~ 18 pac1s

jednotlivé pacienty

i 16 PAC 16

l//:.' Topacty

1 18 PAC 1B




Priklad C. 2 LKM
AT autoprotilatky proti mikrozomum jater a ledvin

e - =+ Semikvantitativni hodnoceni — index pozitivity

User prompts

Nitzev metody: LKM
I Zpeacoval(a): Jméno laborantky

Negatlvnl k- Raw data Surova data - absorbance

Pozitivni k\ o O R R

0069 || 0115 0118 i\‘ODO) <0.001 <000!

Jméno hodnoticiho VS
Razitko + podpls

: k\_ ---------------------- \.'. VySIedky ELISY Z readeru

o Metoda LKM - autoprotilatky proti mikrozomum
jater a ledvin pfi vySetfeni autoimunitnich
hepatitid

o Vytisk obsahuje:
o Nazev metody

0857 || 0.118 | 0.144 | <0001 | <0.001 | <0.001 |
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Vzorky jednotlivich pacientd




T | Pracowni list |_LKM S ] gﬁ;ﬁré;ﬁmﬁ%ﬁga%ﬂmml P‘ﬁklad é. 2 LKM
R T \ autoprotilatky proti mikrozomum jater a ledvin
A d

>

—
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Systém vysSetreni autoprotilatek

oELISA kity velice drahé — cca 10 tisic

oNapr. stanoveni ENA — obsahla skupina autoprotilatek proti extrahovatelnym
nuklearnim antigenim

oVySetreni probiha ve dvou fazich:

1. ELISA screening ENA: je pacient pozitivni na ENA? - ANO / NE

2. Pokud ANO - teprve se nasazuje na ELISU, ktera urCi podtyp ENA (SS-A, SS-B, Jol, Scl-
70, SM, ...)




Imunoblot

oSlouzi k diagnostice autoprotilatek

oPFiprava blotu (vyrobce):
o Proteiny elektroforeticky rozdéleny v gelu — pfenos (otisk) na nitrocelul6zovou membranu (bloting)
o Membrana je rozstfihana na jednotlivé diagnostické prouzky
o kazdy protein ma na prouzku definovanou poloh
o Pri vazbé konkrétni autoprotilatky ze séra se vytvori band, ktery ma charakteristickou polohu
o Odecita se podle pfiloZzené Sablony

AESKUBLOTS’

THE DIAGNOSTIC TOOL THAT WORKS




Imunoblot

oPrincip stanoveni:

o Pokud je autoprotilatka proti urCitému proteinu pfitomna v séru, navaze se
na tento protein imobilizovany na stripu, dochazi k imunoprecipitaci

o Detekce vazby autoprotilatky pomoci detekCnich protilatek znacenych enzymem
o Po pfidavku substratu jej enzym pfemeéni na barevny produkt — podobné s ELSOU
o Vysledkem je vznik barevného prouzku na stripu

BLOKING STRIPS SERA SAMPLES CONJUGATE SUBSTRATE

e Y [ 4 n a

anti-human
CHEHEHEHE CHENEHE CHEHEHED antibody

UL LU i

Incubate and wash Incubate and wash Incubate and wash T

Substrate

Chromogen

1
|
|
|
|
|
|

| HINIE |
NI TN

Specific human
antibody

Antigen




Imunoblot

oJednotlivé barevné prouzky se porovnavaji s kontrolni sablonou

oOdecet vizualné nebo denzitometricky (% pozitivity)

olmunoblotem se vySetfuji pacienti, u kterych nebyly detekovany imunofluorescencné Ci
ELISOU autoprotilatky pfi pretrvavajicich klinickych pfiznacich

o Poznamka: Ag jsou poutany na desku — pfi ELISA a pfi blotech, ¢i na tkani — pfi imunofluorscencnim
stanoveni jinymi metodami, moznost konformacnich zmén proteinl — znemoznéni vazby x umoznéni vazby
nékterych typu protilatek

gag+p17/p24 gag+ gag+ p17ip24

646ng 65ng gag gag cont 646ng 65ng -ve -ve
S P S P S P s Ps P s Ps P s P
r LI r I 1r 1+ I 1\ F v r 1

oDiagnostika — napfiklad roztrousena sklerdza

P55(Gag) —
%

P40 (Gag) -

7

:
P25 (Gag) 4 i - -

P18(Gag)
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Elektroforeza

E") sérové proteiny mohou byt elektroforeticky separovany
- Albumin
Apply alpha-
ST e 20 rrin glokulins
—_— . .
bota- imunoglobuliny
—— globulins
—— J—
| glebulins
Albumin p-aes gy - e
@ e -
S t t . = “ -. .t
"y clecrophoreats -
IgM
- Norrﬁal 1gG
- Ize zachytit pouze hrubé zmény:

hypergamaglobulinémii,
hypogamaglobulinemii ¢i monoklondlni ——
gamapatie




elektroforeticka separace proteinu v alkahe

start

smer
pohybu

rychlost pohybu je zavisla
na velikosti molekuly a sile naboje

L 4 n 4




Elektroforeticke frakce obsahuji tyto
plazmatické proteiny

Bilkovina

Koncentrace | Poloéas
Relativni molekulova Funkce

P v séru [g/l] [dny] —

Prealbumin

(Transthyretin) 0,2-0.4 2 » varba hormaon( &titné Zlizy a retinol vazajictho proteinu 1 malnutrice
54 000
. ® negjvyznamnéjii transportni protein 1 katabolismus
Albumin . I _ -
5 000 3553 15-19 | = udrZeni koloidné-osmotického tlaku 1 hepatopatie
= proteinova rezerva organismu | ztraty bilkovin
oq-lipoprotein 1.0-1.6 m lipoprotein o vysoké hustoté (HDL)
180 000-360 000 (Apo A-1) = transport cholesterolu do jater
. . m inhibitor lyzosemalnich protedz (hlavné elastazy
ci-antitrypsin I f klesrnich leuk )
z polymorfonukledrnich leukocytd
(ct1-inhibitor proteaz) 0,9-2.0 4 el _ . }"T_ _ T akutni zanét
54 000 m yrozena deficience muaze byt pficinou onemocnéni plic
ol (emfyzém) a jater (cirhdza)

oblast | ;. \ysely glykoprotein o ) .
m vazba lipofilnich 1atek (napf. progesteronu a nékterych 1&ku)

(orosomukoid) 0.5-1.2 5 . . S T zanét
40 000 m podili se na regulaci imunitni odpovédi
. » fyziclogicky produkovan fetalnimi jatry a Zloutkovym vackem T hepatom
oi-fetoprotein . _ L . . ) .
e < 7.5 pg/l 3.5 m  hlavni protein fetalniho séra 1 nékteré malignity GIT
» fyziologicky pfitomen v séru téhotnych Zen T téhotenstvi




Haptoglobin® !

1T akutni zanét
| hepatopatie

0.3-2.0 2 hytava volny h lobi
85 0001 000 000 Vyehytava volny hemoglobin 1 intravaskularni hemolyza
(konzumpce haptoglobinu)
inhibitor protedz (trombin, trypsin, chymotrypsin, pepsin)
o:::ust az-makroglobulin tran.spt:rrt r:nalj_fch ;::rc:te'lnvﬂ [{:gtckiny. ristové faktory) a o
200 000 1.3-3.0 5 dvejmocnych iontd (napf. Zn?™) 1 akutni zSn&t
diky velmi vysoke molekulové hmotnosti neprojde ani
poskozenou glomeruldrni membranou
Ceruloplasmin 0206 4s oxidoreduké&ni aktivita (oxidace Fe* na Fe3*) 1 Wilsonowa choroba
160 000 - ’ vazba médi (vaZe aZ 90 % Cu v séru) (hepatolentikuldrni degenerace)
T nedostatek Zsleza
Transferrin 50-36 7 : ot Ny — 1 malnutrice
77 000 03, ransport a vychytavani volného Zeleza | hepatopatie
1 zanét
Hemopexin
0.5-1.1 3-7 =
B1 57 000 vazba hemu
oblast
. . lipoprotein o nizké hustoté (LDL)
B-lipoprotein 0.7-0,9 5 : T —
5 750 000 (Apo B-100) ransport cholesterolu urikam
velmi vysoka molekularni hmotnost
C4 sloika kemplementu T zanét
. 0.1-0.4 1 soufast komplementu _ .
206 000 1 autoimunitni stavy
C3 sloZka kemplementu T zanét
P 0.8-1.4 1 soufast komplementu B L
180 000 1 autoimunitni stavy
-mikroglobulin T hematologické nado
B2 =! 0.001-0,002 soucast leukocytarnich antigend d . v
B2 17 800 1 porucha tubularni resorpce
oblast | Fibri xz = 0 - .
ibrinogen 15-45 soucast koagulaéni kaskady, prekurzor fibrinu T zAndt
340 000 fyziologicky jen v plazmé, neni v séru
C-reaktivni tei
realtival protein 1,5-5 mgy/I 1 aktivace komplementu T akutni zanét (bakterialni)

1717 000




Elektroforetické frakce obsahuiji tyto
plazmaticke proteiny

lgG
}95.:] 000 8.0-180 24 | = pozdni protilatky 1 (chronicky) zdnét
y | lgAFd e e
oblast | 160 000 0.8-3.0 6 » protilatky slizniéni imunity 1 zanéty sliznic a jater
IgM D I
900 000 .6-2.5 3 = Casné protilatky 1 akutni zanét

J Wrl~—~_

Elektroforéza plasmatickych proteind




Pouziti elektroforézy v klinické praxi — cteni elektroforetogramti

B globullny
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
s, 8100 @D \

a- globullny y-globuliny

Normalni sérum

Hypogamaglobulinemie

.' I /‘\/%\M Hypergamaglobulinemie

®  benigni monoklonilni gamapatie

= maligni monoklonalni gamapatie (myelom)

%
.

L|l|L|T| 1




Elektroforeza

HYDRAGEL PROTEIN(E) 15/30 sebia
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 28 27 28 20 30

[ R pp— ) S ————
-

Priklady elektroforetického
rozdéleni rady pacientskych sér

Ohraniceny band v y- ¢i a-
globulinové oblasti =
/ pacienti k dovysetreni
)’ imunofixaci



http://www.sebia-usa.com/products/reagents.html

Imunofixace

oDiagnostika monoklonalnich gamapatii (stanoveni paraproteinu v séru a moci)
o Podezfeni na monoklonalni gamapatie — zvySena celkova bilkovina > 90 g/l)

o Monoklonalni gamapatie neznamého vyznamu - MGUS (monitoring — fada pacientl po ¢ase pfechazi do
mnohocCetného myelomu, makroglobulinémie €i primarni amyloidézu)

o Maligni monoklonalni gamapatie — mnohocetny myelom, plazmocytom

o Maligni lymfoproliferativni onemocnéni
o Waldenstromova makroglobulinemie
o Maligni lymfomy
o Chronicka lymfaticka leukemie

o Nemoc tézkych fetézcu

o Primarni AL amyloidoza




Imunofixace

Princip:

oProteiny (sérum pacienta) rozdéelné alkalickou elektroforézou jsou
inkubovany se specifickymi antiséry (anti IgG, IgA, IgM, retézce kappa a
lambda):

oV pripadé pozitivni reakce vznika precipitat, ktery zustava v gelu
iImobilizovan

oOstatni proteiny jsou vymyty

oPrecipitaty jsou obarveny kyselou violeti nebo amidocerni

oHodnoceni — vizualni




Imunofixace

Referencni stopa — veskeré
proteiny fixovany fixacnim
roztokem

ElPIG A M K

L

ElIP G A M K L

-

ElP G A M K

L

Zbyvajicich 5 drah — na kazdou
naneseno jiné specifické antisérum

Imunofixacni prouzky jsou porovnavany s odpovidajicimi frakcemi referencniho vzorku — prouzek by meél mit

stejnou migracni pozici




Imunofixace - zpracovani

priprava Cistého agarézového gelu

Start — misto
prilozeni
Sablony

pacient A

pacient B

vzorky jsou aplikovany do 6ti specifickyeh

pacient A pacient B

—

Na agardzovy gel se na pozici start nanesou pomoci Sablony séra pacient(
Sablona = umélohmotny prouzek s vyfezanymi tvory ktery se pfilozi na vyznacené misto na gelu pro start




Agarozovy gel pred elektroforetickym
rozdelenim

séra pacientl pfipravena na agarozovem gelll start elektroforetické migrace

pacient A pacient B 0 pacient A pacient B

-—e- s - .. - - e - -e - - start > o= o o» - o» - - e es a» e e

MK A SPE G IgA oM K A SPE 196G 1gA oM KK A SPE IBG IgA IaM K A




elektroforeticka separace proteint v alkalicken

+

smer
pohybu

start

smer
pohybu

pacient A | pacient B

rychlost pohybu je zavisla
na velikosti molekuly a sile naboje

|

L A |




Agarozovy gel po elektroforetickem
rozdeleni

separované imunoglobulinové molekuly

pacient A pacient B




Na agardzovy gel se po elektroforetickém rozdéleni vzorku séra se prilozi maska
- umeélohmotna félie s vyrezanymi otvory tak, aby se na jednotlivé linie dalo aplikovat

prislusné antisérum

prilozeni magnetické masky

pro aplikaci roztoku antisér

pacient A | pacient B
Vyrezany —T — ——
otvor
| | ‘ ] | { | |
SEEEEE| | EEEEEE
Maska I | I N | S | S |
=ps=l 19G IgA oM K A SPE oG IgA IgM K A
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Pri inkubaci s monospecifickymi antiséry dochazi k jejich vazbé na prislusné molekuly
imunoglobulint a dochazi k precipitaci

monospecifickd antiséra inkubace,

imunoprecipitace s monospecifickymi antiSengs

W%A%@%&A =<




Po uplynuti inkubacni doby se cely gel zahreje na 60°C, ¢imz dojde k denaturaci vzniklych precipitatt a
jejich pfilnuti k podkladové membrané gelu.

Pokud vySetfované sérum nebo moc pacienta obsahuji zmnoZeny jeden klon imunoglobulin( nebo jen
jejich ¢ast — k nebo A retézce - vytvori se ohraniceny prouzek tzv. band (paraprotein)

inkubace, denaturace pri 60°C

imunoprecipitace s monospecifickymi SntiSSng

pacient A pacient B pacient A pacient B
1 i — —_
i e t—
e — —_—
— — _—
SPE 18G IgA I1gM K T SPE 18G IgA IgM K 7,_ SPE lgG IgA IgM K )\. SPE IgG I1gA IgM K 7&
2>
e Q0 ®
Q\‘Q_& \\g \\g \\§ \‘QQ \\9 69b @o\:}%&\é’_‘ﬁ\g\\_\ o .\\y
S o & o & 3 S




Pro vyhodnoceni se provadi barveni imunofixovanych vzork( a poté jejich vyhodnoceni.
PFi vvhodnocovani plati pravidlo, Zze band —paraprotein- v plvodnim elektroforetickém rozdéleni
musi mit ve vSech pruzich stejnou polohu ve vzdalenosti od startu.

barveni vyhodnoceni

pacient A pacient B pacient A pacient B
b albumin albumin
= - - - .

Steindpoloha | _ L L i L e

J p ] SPEE—EAEA—ET SPE |QGTMT9;5? SPEE?A;J?T SPE 1gG lgATg;ﬂT(TI
paraprotlenu
vzhledem ke startu

paraprotein IgG kappa paraprotein IgG lambda




Imunofixace

- urcovani typu paraproteiriu (monoklonalniho 1)

HYDRAGEL DOUBLE IF sebia @
HYDRAGEL 1 IF ®

|

|
i B

3

L
0]
X
=
=
-

]
ELP G A M K L !EL
L[]

Serum 1 E Serum 2 sebia =

Pozn. 75 — 80% nemocnych mnohocCetnym myelomem ma v moci pfitomny monoklonalni lehké
fetézce (Bence-Jonesova bilkovina/paraprotein). BJB poskozuje buriky proximalnich tubull ledvin.
MGUS monoklonalni gamapatie nejasného puvodu




Imunoelektroforéza

oKombinace elektroforézy s imunodifuzi:
o Krok 1: elektroforetické rozdéleni séra

o Krok 2: Podél migracni drahy se vyrizne Zlabek
— aplikace polyvalentniho antiséra

o Antisérum difunduje do gelu — v zéné ekvivalence
s antigenem (protein séra) vytvori obloukovitou
precipitacni linii

o PFi pouziti polyspecifického antiséra — az 35
precipitacnich oblou€ku — maji charakteristicky tvar
a polohu
(1 obloucek = 1 protein)

Load antigen
into well in gel ~ c

Gel

Electrophoresis

> =
+ . ' : Cathode

Anode

Load antiserum
& diffusion

Precipitin
rechin il e
e D




Imunoelektroforéza

N

Anti—HWS
PS

Anti-1gG
N

Anti-|gA
PS

Anti-x
N

Anti-A
PS

N : Normal serum PS : Patient's sample




Imunoelektroforéza

oDiagnostika monoklonalnich gamapatii

oHodnoceni je kvalitativni

oDnes spiSe zastarala metoda — nahrazena imunofixaci




Raketova imunoelektroforéza

oUmoznuje kvantitativni stanoveni proteint (od 0,1 mg/l)
o Gel obsahuje monospecifické antisérum

o Proteiny séra elektroforeticky déleny (alkalické pH — anodicka pohyblivost)

o Pfi prachodu gelem vytvafFi cilovy protein s monospecifickym antisérem precipitat v
zoné ekvivalence >ma tvar raketky

a b
0 S1-S4 — standardy o ruzné koncentraci -
oV —vzorek pacienta Es0- .
o Kvantitativni odecet z kalibraéni kfivky 3o —ul
e i
2201
44| o L
S1 S2 S3 S4 vy S1 S2 S3 S4
koncentrace [mg/l]




