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Imunochemicke metody

Zalozeny na reakci antigenu a
specifickeé protilatky za vzniku
imunokomplexu

Reakce antigen - protilatka popsana v
r.1934 (J. Marrack)

Antigen tvori stanovovany analyt
Jako protilatka vyuzivana reagencie



Antigeny

* Markomolekuly prirozeného nebo umélého ptivodu (proteiny,
karbohydraty, nukleové kyseliny, lipidy aj. )

» Latky schopné vyvolat v zivém organismu tvorbu specifickych
protilatek

* Na reakci antigenu s protilatkou se ucastni pouze nékteré jeji
povrchové skupiny, tzv. determinantni skupiny neboli epitopy

* Imunitni odpovéd’ miize vyvolat pouze kompletni antigen -
imunogen

* Nekompletni antigen — hapten (nap¥r. Iéky, nizkomolekularni
peptidy, hormony, aj.) — vyvola tvorbu protilatek pouze tehdy, je-li
navazan na bilkovinny nosi¢

determinanty

hapten



Protilatky

Bilkoviny vznikajici v organizmu jako jeho odpoved’
na pritomnost antigenu

Vykazuji specifickou vazebnou aktivitu k antigenu,
proti kterému byly pripraveny

Jsou to imunoglobuliny - v laboratorni praxi jsou
obsazeny v tzv. antisérech

Specificita a senzitivita imunoanalytickych metod
jsou ovlivhény pouzivanou protilatkou



Protilatky:

Pouzivaji se protilatky monoklonalni a polyklonalni

Monoklonalni protilatky — produkovany hybridony, které se
pripravuji fizi imunizovanych slezinnych bunek s nadorovymi

- po vycistéeni a selekci produkuji jen jedinny typ protilatky
- dosahuje se vyssi specificity, kontinualni produkce

Polyklonalni protilatky — pripravuji se imunizaci zvirete, jsou
vzdy smesi protilatek, jsou schopny rozeznat i izoformy
antigenu

- maji proto vyssi citlivost
- zavisi na imunizovaném zvireti, ziskani mize byt
neopakovatelné

Pro vyslednou senzitivitu stanoveni je podstatny také zpusob
detekce — dostate€nou citlivost maji napr. luminiscencni
metody



Antigeny a vazebna mista protilatek

Epitopy (antigenni determinanty):
imunologicky aktivni oblasti imunogenu (antigenu) -
pristupna mista na povrchu imunogenu

velikost epitopu je uréena velikosti vazebného mista
pro antigen na protilatkové molekule (velikosti

paratopu)
. - Vazba protilatky s epitopem
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komplementarité epitopu a paratopu, aby
se tyto interakce maximalizovaly.
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Faktory ovlivinujici vazbu antigen-
protilatka
Afinita

 Afinita vyjadruje intenzitu s jakou se uskutecnuje
iInterakce mezi vazebnym mistem protilatky a
epitopem antigenu

 Afinita epitopu a paratopu je dana silou
nekovalentnich interakci, tj. vodikovymi mustky,
disperznimi silami, elektrostatickymi silami

* Vazba je pomerne slaba, ovlivhovana ionty
pritomnymi v reakCni smesi, iontovou silou, nebo
deji na rozhrani pevné a kapalne faze (napr.
odtlacovani molekul vody, adsorpce, kapilarita

aj.)



Avidita

Antigeny obsahuji nékolik determinantu, proto
se zavadi pojem avidita, ktery charakterizuje
vazebnou energii mezi komplexnim antigenem
a protilatkou

Avidita je sila se kterou polyvalentni protilatka
interaguje s polyvalentnim antigenem

Zavisla na afinite, ale bere v uvahu valenci
antigenu a protllatky | nespecificke faktory, ktere
ovlivnuji vazby mezi antigenem a protilatkou

Vzrusta s afinitou vazebného mista a poétem
vazebnych mist



Imunochemickeé techniky - rozdeleni

Podle usporadani reakce
« a) Kompetitivni (soutéziva) imunoanalyza

* b) Nekompetitivni (nesouteziva, sendvicova)
imunoanalyza

Podle prostredi

* a) Homogenni imunoanalyza

* b) Heterogenni imunoanalyza

Podle techniky pouzité k mereni signalu
* a) Luminiscencni imunoanalyza

* b) Fluoroimunoanalyza

* ¢) Enzymoimunoanalyza

« d) Radioimunoanalyza



Imunochemicke techniky - rozdeleni

Podle pouzité znacky
Typy znacek:

* Luminofory

* Fluorofory

« Enzymy

» Substraty

« Radioizotopy

Bez znaceni:

* Imunoturbidimetrie
* Imunonefelometrie

Podle zptisobu provedeni
« Jednostupnové - dvoustupnoveé

« Automatizované analyzy - manualni analyzy



Imunoanalytické metody

Homogenni imunoanalyza

U této techniky neni potreba odstranovat reaktanty -
oddelovat nenavazanou protilatku (send.) Ci
Imunokomplex (komp.)

VSe mimo komplex je inaktivni, nedava signal
Stanoveni a detekce probiha primo v reakcni smesi
Rychlejsi a jednodussi technika

Heterogenni imunoanalyza

Nepotrebne reaktanty nebo imunokomplexy se z reakcni
smesi odstranuji (napr. magnetickou separaci nebo
ukotvenim na pevném nosici a promytim)

Separ;JJe se znacka volna od znacCky vazane (obée davaji
signal
Reakce s detekci probehne az po této separaci



Zakladni postup pri heterogenni
imunoanalyze:

Smichani komponent

Inkubace — vznik kompexu antigen - protilatka
Separace (v pripade heterogenni
Imunoanalyzy, caste vyuziti magnetu)

Reakce znacenky komplexu antigen — protilatka
s chemickou latkou startujici reakci

s detekovatelnym efektem

Detekce (pr. chemiluminiscence)



Metody stanoveni imunoanalyzy - dle detekcni
techniky

Detekce s vysokou citlivosti:
luminometricka (LIA, ILMA, CMIA, ECL)
fluorometricka ( MEIA, FPIA, TRACE, DELFIA)
fotometricka — enzymova (EIA,ELISA, EMIT)
radioaktivni (RIA, IRMA)

Uplatneni pro analyty s nizkou koncentrac
(nmol/l, pmol/l)



Luminiscencni

Lumino Immuno Assay (LIA)

Chemiluminescent Magnetic Immuno
Assay (CMIA)

Immuno Lumino Metric Assay (ILMA)
ElectroChemiLuminiscence (ECL)



Fluorescencni

* Fluorescence Immuno Assay (FIA)

* Fluorescence Polarization Immuno Assay
(FPIA)

 Dissociation Enhanced Lanthanide
Fluoro Immuno Assay (DELFIA)

* Time Resolved Aplified Cryptate Emission
(TRACE)



Enzymove - fotometricky princip

 Enzymo Immuno Assay (EIA)

 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA)

* Enzyme Multiplied Immunoassay
Technique (EMIT)

* Immuno Enzyme Metric Assay (IEMA)



Enzymoimunoanalyza

Enzymy:

krenova peroxidaza

substrat peroxid vodiku, uvolneny kyslik
oxiduje bezbarvy chromogen
(o-fenylendiamin)

alkalicka fosfataza

substrat p-nitrofenylfosfat

glukozooxidaza
beta-galaktosidaza



Radiometrickeé

Radio Immuno Assay (RIA)

Immuno Radio Metric Assay (IRMA)
Radio Enzymo Assay (REA)

Radio Receptor Assay (RRA)



Citlivosti metod

Metoda (9)
EMIT 106
FIA, FPIA, EIA 10-9

RIA, REA, IRMA 10-12

LIA, ILMA 10-1°




Kompetitivni stanoveni:

Stanovovany antigen soutezi se stejnym antigenem
S havazanou znackou o limitovane mnozstvi
protilatky

Vzniknou imunokomplexy obsahujici znacku a
imunokomplexy bez znacky

Velikost odezvy je nepfimo zavisla na koncentraci
stanovovaneho analytu

Kalibracni krivka ma hyperbolicky tvar

Metoda je vhodna pro nizkomolekularni analyty
s malou molekulou (pf. B12, folat, teofylin, fenytoin
T3, steroidni hormony)

S vyhodou se u ni pouzivaji polyklonalni protilatky



Sendvicoveé stanoveni:

« Stanovovany antigen ze vzorku reaguje a dvema
protilatkami, které jsou v reakcni smesi v prebytku

« Jedna protilatka byva znacena, druha protilatka
umoznuje separaci vznikajiciho komplexu

« Velikost méreného signalu je primo umerna
koncentraci stanovovaného antigenu
( parabolicky tvar kalibracni krivky)

 Metoda se pouziva pro molekuly s vyssi molekulovou
vahou, které umoznuji vazbu protilatek na dve
determinanty — pr. TSH, ferritin, nadoroveé antigeny,
PSA, $100, srdecCni troponiny, osteomarkery

- Casto se pouzivaji monoklonalni protilatky



Signal

nekompetitivni —
sendvicové usporadani
kompetitivni usporadani

Analyticka koncentrace



Luminiscence

Jev predstavujici vyzarovani prebytecne
energie ve forme fotonu - dochazi k nému pri
navratu excitovanych elekironu na zakladni
hladiny

Emise svetla vznika nasledne po excitaci
atomu pusobenim jineho zareni, elekironu
nebo pri chemické reakci apod. a PO jejich
navratu do zakladniho stavu
Dej, pri nemz zareni o kratsi vinove delce
(vetsi frekvenci) vyvolava v latce urciteho
slozeni vznik zareni o del3i vinové délce (nizsi
frekvenci)

Cast energie se vyzafi ve formé tepla
(nesvitiveé deexcitacni procesy)



http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Foton&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Elektron&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Z%C3%A1%C5%99en%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Elektron
http://cs.wikipedia.org/wiki/Z%C3%A1%C5%99en%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Vlnov%C3%A1_d%C3%A9lka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Frekvence
http://cs.wikipedia.org/wiki/L%C3%A1tka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Elektromagnetick%C3%A9_z%C3%A1%C5%99en%C3%AD

Druhy luminiscence

Luminiscence vznika po dodani energie v rizné podobé

Fotoluminiscence — luminiscence je vyvolana elektromagnetickym
zarenim (zarivky) - do této kategorie patfi fluorescence a
fosforescence

Chemiluminiscence — luminiscence je vyvolana chemickou reakcii
(sem patfi také bioluminiscence, kdy je emise svételného zareni
vytvorena zivymi organizmy — svetlusky, meduzy)

Elektroluminiscence — luminiscence je vyvolana elektrickym polem
(reklamni panely, nouzové osvétleni)

Katodoluminiscence — luminiscence je vyvolana dopadajicimi
elektrony (stinitko televizni obrazovky).

Termoluminiscence — luminiscence je vyvolana vzrustem teploty
po predchozim dodani energie

Radioluminiscence — luminiscence je vyvolana pusobenim
radioaktivniho zareni

Triboluminiscence — luminiscence je vyvolana pusobenim tlaku
(pfi deformaci télesa)

Sonoluminiscence - vyvolana dopadem ultrazvuku



Fotoluminiscence

Podle delky trvani » fluorescence
» fosforescence

Dochazi k ni vlivem absorpce energie
dopadajiciho svetelného zareni

Pokud po odstraneni zdroje ozarovani rychle
vymizi » fluorescence

Pokud pretrvava (dozniva) i po odstraneni
zdroje ozarovani P fosforescence



Fotoluminiscence

X+ hv ---- ) X*+ hv’
X a X* je zakladni a excitovany stav molekuly

hv a hv’ dopadajici a emitovana svetelna
energie

Emitovana energie zareni je nizsi nez energie
dopadajiciho (primarniho) zareni

Emitované (sekundarni) zareni ma nizsi
frekvenci a delSi vinovou délku nez svetelne
zareni primarni

Rozdil mezi vinovou deélkou excitacniho a
emitujiciho zareni - Stokesuv posun



Fluorescence

* Prechod mezi tzv. povolenymi stavy atomu

« K vyzareni fotonu dojde jiz za par
nanosekund (kratkodobé svetélkovani -
1083 az 10> s).

* Predstavuje sekundarni zareni po
absorpci elektromagnetickeho zareni



Absorpcni a fluorescencni spektrum

A Frmarre g laxm B [V E el ol at ol gy e

any i}

Absorption or emission intensity

WVavelengti, A

* Posunuto k delSim vinovym délkam nez puvodni
absorpcni spektrum (Stokestiv posun)
« Zaujima zrcadlovou pozici



Fluorimetr

Zdroj svételného zareni (xenonova nebo xenonova-rtutova
obloukova vybojka)

Monochromator pro vybeér excitaéniho zareni
Kyveta (kfemenné)/vzorek

Monochromator pro sekundarni (emisni) zareni
Detektor (fotonasobic)

{:} Me,cit | Vzorek
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Fosforescence

* Prechod tzv. zakazany.

* Pri fosforescenci se fotony vyzari, ale trva to
az nekolik minut (dlouhodobeé sveétéelkovani
10-2s az nekolik dni)

 Nema v klinické laboratori praktickeé vyuziti



Chemiluminiscence

 Je luminiscence vyvolana energii chemicke
reakce

* Vznika vyzarenim fotonu z molekuly luminoforu
00 jeho chemické oxidaci pusobenim oxidantu
(H,0O,, O,,...)

* Dochazi k produkci svetelného zareni

exitovanymi molekulami v prubéhu chemické
reakce

e Chemiluminiscence v zivych organismech -
bioluminiscence

+-A+B> X*>P+hv

A a B jsou reaktanty, X* je excitovany
meziprodukt, P je produkt v zakladnim stavu a
hv je energie emitovaneho svetelného zareni




Luminometr

« Sklada se z mérné komurky a detektoru
(fotonasobice)

« Mérna komurka (cela) se vzorkem a
ostatnimi reaktanty obsahuje system
zrcadel — soustreduji svetelne zareni na
detektor

» VVznik zablesku svétla - fotony
» PocCet fotonu zachycuije citlivy fotonasobic



Fluorofory, luminofory

Fluoreskuijici latky obsahuji konjugované
dvojné vazby

Spontanne fluoreskuje malo biologickych
molekul - tryptofan a porfyriny

Luminofory produkuji zareni pri chemickych
reakcich

V imunoanalyze jsou fluorofory a luminofory
navazany jako znacka na protilatky Ci
antigeny nebo tvori substrat, eventuelne
vznikaji az po jeho rozstepeni



Fluorofory, luminofory

Priklady:
Akridin a jeho estery
Adamantyl dioxetan
Methylumbelliferon (MU)
Chelaty platinovych kovu (ruténium)
Chelaty lanthanidu (europium)
Luminol, isoluminol
Fluorescein



