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Imunoanalyticke metody

Vizualizace reakce antigen-protilatka pomoci znacky

Rozdeleni metod dle typu Rozdeleni metod dle
znacky: usporadani:
oEIA — znackou 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 — soutéz o0 omezené mnozstvi antigenu
o Méreny signal je neprfimo umerny mnozstvi analytu

Heterogenni nekompetitivni:

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

Substrate

/ @®
Suhsi . *
®
.n ibitor .
Ia:tigen \wr/
. Capture antibody
Competitive ELISA Sandwich ELISA




Substrate Product

ELISA PAY

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
znacene protilatky
(anti-human IgG)

oppﬁ@‘w
@C (.

4. Pridani substratu

“- J-'-\ ,"-\I‘--Y

)Y oS @ iy 5. Odecteni barevné
N S 2 | reakce

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 zivocisného druhu?

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

(zdroj fale3né pozitivity)!!!

Lidska monoklonalni protilatka — s vysokou [

Detek¢ni protilatka

specifitou vaze pouze konkrétni antigen = S
humanni, monoklonalni

VysSetfovany
Ag v séru

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




Enzymaticka detekce — pridani substratu

NejCasteji pouzivané enzymy detekCnich nebo-li sekundarnich protilatek:
- Krenova peroxidaza
o Alkalicka fosfataza

Pro kfenovou peroxidazu jsou pouzivany tyto substraty:
- 3, 37, 5, 5'-tetramethylbenzidin — modré zbarveni + stop Cinidlo - Zluté zbarveni — odecet pfi 450nm
« 2, 2’-azinobis(3-ethylbenzthiazol-6sulfonat)
 o-fenylendiamin
* o-dianisidin
* o-toulidin
Pro alkalickou fosfatazu se pouziva substrat

* 4-nitrofenylfosfat

Luminscencni Immunoassay

« Chemiluminscenéni substraty — detekce zableskl luminiscence
*  SuperSignal
- ECL




Sendvicova ELISA - usporadani

oPouziti dvou protilatek specifickych na oDetekce analytu s vysokou Mr (proteiny)

rizné epitopy jednoho antigenu.
brioby ) gend oVysoka presnost

odJedna z protilatek je navazana na povrch
jamky destiCky a vychytava antigen ze
vzorku.

44 [ s
T N EEEE

YAnmody o Targat predain d? Emrymae-iabalad armibody Emryma reaction

oDruha protilatka zna¢ena enzymem slouzi - —
k detekci tohoto antigenu.

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

Abaorption

0 —— Aniigon loval

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




Sendvicova ELISA —vyssi senzitivita

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

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




Sendvicova ELISA vyuzivajici divalentni vazby
nekterych autoprotilatek

oDiabetes mellitus I. typu

o Autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové (anti-GAD)
o Autoprotilatky proti zinkovému transportéru ZnT8 (anti-ZnT8)

oDestiCka pokryta Ag

oVazba auto-Ab jednim Fab fragmentem na Ag

oDruhy Fab fragment vaze biotinem znacCeny

antigen ze setu

oPridavek streptavidinem znaCeného enzymu

oPridavek substratu - zbarveni

Autoprotilatka ma POl Streptavidin
schopnost vazat se
divalentné \
ZnT8 autoantibody Biotin labeled
v ZnT8 protein

\
ZnT8-coated -

ZnT8
ELISA Plate -325Arg -325Trp




Kompetitivhi ELISA - usporadani

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

SR ﬂ‘ - Ay o Pfidany enzymem znageny antigen
YYYY kompetuje — soutézi - s hledanym Ag v
Séru o vazebne misto zkoumaneho Ag.
- ot == o Cim vice je zkoumaného Ag v séru, tim
m.,,';fm:wm ﬁ‘ N - >lo9ed mene se navaze enzymem znaceneho
Ag a tim nizsi je pak mérena absorbce.
Y Antbody m Targetprowin  J Erzyms-mbeled antigen Erzyma raaction

oDetekce analytu s malou Mr

Abszorption

N

o ¥ Antigan laral http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/elisa.html




Méreni vysledku

vs . Monochromator :
oPfistroj ELISA reader el | Coneave
Mhirrar L ; Ciratin
i o
[ \f?
; Blocking |/ Beam Measuring
' Filters f‘f A :,Lliirgg(r:al Splitter Fhotodetecior
oPrincip — vertikalni spektrofotometrie - VN R = =
Lamp TR ...._,-’.... s s ] _ Py
. . Reference H : Cuvette
o Zdroj svétla — Xe vybojka Photodetector |
o Vybér vinové délky — interferencni filtry " EEETDES&'EW B
o Opticka draha — 9 optickych viaken R Hiptca |
(8 meri vzorky, 9. vlakno kontrola intenzity AN NNY
zafeni) e 1
o 9 detektoru - fotodiody 9 Channdl A\ ; f
| 06 Well Lt
| Microplate
________ Phoieior

Podrobnéjsi popis — skripta instrumentalni techniky. Doc. Dastych a kol.



Vysledky

1. Kvalitativni

o Hodnotime vizualné pritomnost / nepfitomnost reakce - ano / ne
— vysledek je pak pozitivni €i 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 kalibracCni krivky
- PrepocCet absorbance na koncentraci (Lambert-Beeruv zakon)
o Vysledek ma Ciselnou hodnotu s udanymi jednotkami (napr. U/ml, ug/ml)




Hodnoceni vysledku - kvantitativni

Negativni kontrola Pozitivni kontrola

Kalibracni rada




Vyuziti ELISA v imunologii

oAntiinfek€ni imunita
o Stanoveni protilatek proti nékterym infekénim agens

oAutoimunitni onemocnéni
o Stanoveni autoprotilatek




ELISA a antiinfekcni imunita

oStanoveni pritomnosti protilatek proti vybranym infekCnim agens
o Protilatky proti tetanickému toxoidu
o Protilatky proti difterickému anatoxinu — Ockovani
o Protilatky proti kapsul. antigenu Haemophilus influenzae typ b
o Protilatky proti specifickemu pneumokokovému kapsularnimu polysacharidu (anti-PCP) _J

T

Mikrobiologie Imunologie
Cim se pacient nakazil? Jak reaguje imunitni systém pacienta?
Diagnostika probihajici / prodélané infekce Sledovani imunitni odpovédi na vakcinaci 2 zdjem
predevsim o snizené hladiny 2 podezieni na
imunodeficience!




ELISA stanoveni autoprotilatek u autoimunitnich onemocneni

o Anti-dsDNA - Systémovy lupus erythematodus -SLE

o ENA — proti extrahovatelnym nuklearnim antigenum (SS-A, SS-B, Jo1 ....)
o Proti bazalni membrané glomerult — autoimunitni glomerulonefritidy

o Proti cyklickym citrulinovanym peptidum — RA

o Proti tkanoveé transglutaminaze — celiakie

o Proti tyrosin fosfataze, dekarboxylaze kys. Glutamové — DM |

o Anti-LC - proti antigenu jaterniho cytosolu typu 1 (autoimunitni hepatitidy)
o Anti-TTG —proti tkanové transglutaminaza (celiakie)

o Anti-TG-tyreoglobulin, anti-TPO-tyreoidalni peroxidaza (tyreoitidy)

o RF — proti Fc molekule 1gG (revmatoidni artritida, Sjogren sy.)

o ASCA — proti Sacharomyces cerevisiae (Crohnova choroba) — pozor, neni to auto-Ab!




Hodnoceni vysledku

oV klinické laboratofi existuje urcita hierarchie hodnoceni vysledku

oPodili se na ném laborant i VS pracovnik

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 pficCinu (zaména desky)




Hodnoceni vysledku

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 €i 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?

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

Antigen concentration {ng/ml}




Hodnoceni vysledku

oPokud nevysly kontroly, musi se hledat pricCina:

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

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




Hodnoceni vysledku

oVysledky méreni kontrol se dlouhodobe zaznamenavaji v Case — interni kontrola kvality
o Levey-Jenningsuv diagram - Westgardova pravidla

o Varovné a regulacni meze Stoupaijici nebo klesajici
trend muze napfriklad znacit
expiraci setu, ,zahustovani”
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Hodnoceni vysledku

oPokud nevyjde kalibrace a kontroly — nutno vysSetreni opakovat

oPokud je v&e 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€kari abnormalni 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 uvolnéné vysledky pacienta se tisknou v papirové podobé

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 Tisténé vysledky opousteji pracoviste a putuji k oSetrujicimu lékafri




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 vdimat nalady na pracovisti,
motivovat lidi, aby se nebali priznat chybu

odJde o zdravi lidi, zatajovani chyb nepfichazi v uvahu
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2 ELISA ACLA - kvantitativne

Buwdam  Surova data - hadnoty absqrbance
[T z P R

o
. Al oe| oz | 0031 | 1298 | 0ass feton) |
Kallbrace \ B[ gasz|| 0295 | cies | 0aze | a1os [cecer|<oem ’
T-{ET.!- 185 0.34'\1- 94-04_650 '-cu}_u;] < L1
_D-:-:m [ 0214 I 0136 | 02 02 .d:.-l]._[bcll_lr.o,l]li] 20,001 | <0001
I eI B ey e °
- ’ Flussm| 0294 | w197 | o7m |<e0m ool <|::u?¢ﬁml-ml_§rcu ©
POZItlvnI k'\A |9 o |03 | 0253 | 0.169 | <0001 0001 | <0001 | <0001 | <0008 <0 qu_[-:-|:cu_[mi
_H. 0304 || 0323 ﬂ}l.‘ll _Djl]_lil .-CI]'.I.I'[I].c--I].-l:l]I_fED{ll;-:{II}l]lI-EI]_mLE-:{:;;]I <I].[l}li<|}_|5|:|_|_i °

Negativnl' k/ﬁﬂnt.jmmmz

Paint 1o Pont —— > Ipilisob vynesen| kalibratnl kiiviky

Vysledky pacientskych vzor

S T |

’
L1 ’_}/ o
¥ 3
L . -
[ |
20 £ a &1 1 1] 0 1888
Conentration [
- Om 1
Magellsa V6.5

Vysledky ELISY z readru

Metoda ACLA - protilatky proti kardiolipinu pfi
vySetreni antifosfolipidového 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

Dale hodnoty absorbance pro jednotlivé vzorky a
prepocet na koncentraci dle kalibra¢ni kfivky (neni
vyobrazeno)
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Priklad
ELISA ACLA — kvantitativhé,
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 vzorkd
pacientd
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System vysetreni autoprotilatek
oELISA kity velice drahé — cca 10 tisic

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

oVySetfeni probiha ve dvou fazich:

1. 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, Jo1, Scl-
70, SM, ...)




Dalsi metody vysetreni autoprotilatek

Imunofluorescence — samostatna prednaska

Pristrojova ELISA — analyzator Alegria

Chemiluminiscence — analyzator Isys

1.
2.
3.
4,

Imunoblot




Analyzator Alegria

Staci pouze odtrhnout
alobal z prvnich 4 jamek a
do prvni z nich napipetovat
pacientovo sérum (10ul) -
analyzator provede ELISU
sam

Jamka 1 a 2: prazdné, urcené k redéni vzorku

Jamka 3 a 4: pokryté antigenem

Jamka 5: pozitivni kontrola (obsahuje hledanou autoprotilatku)
Jamka 6: kienovou peroxidazou oznacenad anti-lidska IgM/G/A
Jamka 7: redici pufr

Jamka 8: TMB substrat (tetra-methyl-benzidin)




Analyzator Isys

oPrincip — chemiluminiscence
oPevna faze — magnetické kulicky

oMeéreni svételné emise ktera vznika
chemickou reakci

oExtrémni citlivost

oSignal umérny koncentraci auto-Ab ve
vzorku

oV nasi laboratofi:
o Stanoveni ENA (screening + jednotlivé antigeny)
o TTG - IgA a IgG (celiakie)
o dsDNA - 1gG (SLE)

o ACLA — kardiolipin — IgM a I1gG (antifosfolipidovy syndrom)

3. Pfi navratu elektrond do
zakladni hladiny - svételna
emise = zaznam

2. Vlivem oxidace dochazi k luminometrem

excitaci akridinium esteru

] akridinium ester
/ Sekundarni protilatka proti

lidskému IgG/A/M znacena
1. Pridavek: akridinium esterem
Trigger 1: alkalicky pufr

Trigger 2: H,0, Pacientova autoprotilatka

Antigen

Magneticka kulic¢ka s
navdzanym antigenem
— separace magnetem
pfi promyvani




ENA

oExtrahovatelné nuklearni (jaderné) antigeny

oMaiji vyssi Mr — |ze je extrahovat

1) Screening — vytipuji se ti pacienti, kteri jsou pozitivnhi na ENA (obecné)

2) Nasazeni pozitivnich vzorkd na podtypy ENA:
o Scl-70 (antigen je DNA topoizomeraza | ) — systémova sklerodermie
o Smith (Sm) — pozitivni anti-Sm u ¢asti pacientll se SLE (systémovy lupus erythematodes)
o SSA/ISSB — Sjogrentv syndrom
o U1-snRNP (ribonukleoprotein uc¢astnici se alternativniho sestfihu mRNA) — smiSené onemocnéni pojiva
o Jo-1 (antigenem je tRNA syntetdaza) — polymyositida, dermatomyositida




SLE
Alterovana apoptdza — tvori se autoprotilatky proti
antigentim jadra 2 imunokomplexy = poskozeni
tkani (na obrdzku motyli exantém v obliceji)

SmiSené onemocnéni pojiva
Pfekryvny syndrom — SLE+RA+systémova
sklerodermie+polymyositida
Systémova sklerodermie Na obrazku Raynaudlv fenomén — zachvatovita
Vlivem autoimunitni zanétlivé reakce (Th2 + Th17) se bledost prstli — porucha cirkulace
nadmérné tvofi kolagen — sklerotizace pokozky i
vhnitfnich organ(

Polymyositida — poskozeni sval(i CD8 T-lymfocyty - bolesti
Dermatomyositida — poskozeni svalovych kapilar
komplementem - mikroinfartkty svaloviny (klinika- exém
nad klouby rukou a fialova vyrazka kolem oci)

INFLAMMATORY MYOPATHIES WITH PROGRESSIVE
POLYMYOSITIS ot Sied Sl Bl ot DERMATOMYOSITIS

Sjogreniv syndrom
Vlivem autoimunitni zanétlivé reakce dochazi k e
poskozeni slinnych a slznych Zlaz = suchost odi,
suchost v Ustech

ANTI=JO-1
ANTIBODIES

STEROIDS

g

SHOULDERS, HIPS, THIGHS, BACK,
PHARYNX AND NECK FLEXOR REGIONS

WA MEDCOMIC COM ® 2019 JORGE MUNIZ




Imunoblot

oPFiprava blotu (probiha u vyrobce):

o Proteiny (napf. jaderné) elektroforeticky rozdéleny v gelu — pfenos (otisk) na nitrocelulézovou membranu -
urychleni elektrickym proudem (elektrobloting)

o Membrana je nasledné rozstfihana na jednotlivé diagnostické prouzky

o kazdy protein ma na prouzku definovanou polohu

o Vyrobce doda i $ablonu, kde jsou polohy jednotlivych proteint zobrazeny
o Vyrobce tyto prouzky spolecné se Sablonou prodava laboratofim - kity




Imunoblot

oPrincip stanoveni:

o Nejprve se musi zablokovat strip inertni bilkovinou (hovézi albumin) — zabrani se nespecifické vazbée
protilatek ze séra na strip!

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

o Detekce vazby autoprotilatky pomoci detekCnich sekundarnich protilatek znacenych enzymem
o Po pfidavku substratu jej enzym pfemeéni na barevny produkt \
o Vysledkem je vznik barevného prouzku na stripu = pozitivita

Chromogen

BLOKING STRIPS SERA SAMPLES CONJUGATE SUBSTRATE

AP-labeled
anti-human

Q_Un {Q_@n n Qk@n antibody

L

Specific human
antibody

|
Incubate and wash Incubate and wash Incubate and wash Membrane




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 pfetrvavajicich klinickych pfiznacich

oDiagnostika — napf. roztrousena skleréza N T T da e P ek
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Problemy pri stanoveni autoprotilatek

oP¥i pouziti raznych metodik muzou byt néktefi pacienti negativni i kdyz onemocnénim

trpi, napr.
o Pacient je na urCitou autoprotilatku negativni na imunofluorescenci, na ELISE, ale pozitivhi na imunoblotu
o Nebo
o Pacient je pozitivni jen na imunoflurescenci ale negativni na ELISE i imunoblotu
PROC?
e R(’szné metody maiji riizné ovlivnén cilovy antigen (vliv zpracovani), na ktery se autoprotilatka ma vazat,
napf:

o Imunofluorescence — pouziti krysich tkani — antigen se nemusi plné shodovat s lidskym — protilatka se nemusi vZdy navazat
o ELISA - vlivem zpracovani antigent na desku muze byt ovlivnéna struktura antigenu

o Imunoblot — vlivem elektroforézy a elektroblotu mize dojit k pozménéni konformace molekuly antigenu ktera vyusti v neschopnost vazby
autoprotilatky

o Nutnost brat ohled na kliniku pacienta, pokud ma typickou symptomatologii ale na urcité
metodice vyjde negativni, je tfeba otestovat autoprotilatky jinou metodikou




