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IMUNOANALYZA, IMUNOASSAY (IA)

— vizualizace sekundarni faze reakce antigen x protilatka pomoci znacky

Rozdéleni IA podie druhu znacky:
EIA - enzymova
RIA - radioaktivni
LIA - luminiscenéni
FIA - fluorescencni

https://en.wikipedia.org/wiki/lmmunoassay

Rozdéleni IA podle usporadani:
— KOMPETITIVNI — HOMOGENNI

L- NEKOMPETITIVNI L- HETEROGENNI




Kompetltlvnl IA

v reakci je omezené mnozstvi detekéni protilatky a znamé mnozstvi
znaceného ligandu (antigenu)

prida se vzorek s neznamym obsahem neznac¢eného ligandu
oba typy ligandu soutézi o vazebna mista detekéni protilatky

sila signalu je nepfimo umeérna koncentraci neznaéeného ligandu - ¢im vic
se navaze neznaceného ligandu, tim méné zna€eného

Ab-Ag Ab-Ag*
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http://imunologie.If2.cuni.cz/soubory_vyuka/imunoreakce.pdf

Nekompetitvni |A

detekcni protilatka je v nadbytku
vS§echen stanovovany antigen je vyvazan
a nasledné oznac€en druhou protilatkou,
ktera nese znacku

sila signalu je pfimo umérna




Homogenni |IA

- neni potfeba oddélovat navazané a nenavazané slozky reakce
- jen kompetitivni usporadani

- méné citlivé nez heterogenni

Heterogenni IA

- nutnost separace navazanych a volnych reaktanti (analyt,
detekéni protilatka) — po pridani reaktantu a inkubaci nasleduje
krok promyti

- muze byt kompetitivni i nekompetitivni




ELISA

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

heterogenni IA
vysoka citlivost - umoziuje stanovit analyt v mnozstvi 10° az 1012 g

jedna z reakcnich slozek (Ag nebo Ab) je navazana na pevnou fazi
(stenu mikrotitracni desticky)

detekce zalozena na enzymatické preméné bezbarvého substratu
na barevny produkt

¢im 7 intenzita zbarveni (absorbance, opticka denzita),
tim 1 koncentrace zjistovaného analytu ve vzorku
meéri se pomoci spektrofotometru

Casto pouzivané enzymy a chromogenni substraty:
alkalicka fosfataza (alkaline phosphatase)




ELISA

Mnoho moznych usporadani:
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ELISA

Prima kompetitivni ELISA

imobilisovana stanovovany znaceny
protilatka antigen antigen

Neprima kompetitivni ELISA

imobilisovany specificka stanovovany protilatka proti protilatce
antigen protilatka antigen Znacena enzymem

old.vscht.cz/anl/oppa-sem-bio/PDFs




ELISA

— Vv klinické imunologii se nejCastéji pouziva nekompetitivhi usporadani
Priklad — stanoveni koncentrace protilatky:

1. Potazeni jamek
antigenem (,kautovani®)

2. Pridani vzorku séra,
navazani stanovované
protilatky (analyt)

3. Promyti

+ substrate
a\)\ *)\ 4. Pridani enzymem
znacene protilatky
B . (konjugat) specifické
napf. k lidskemu 1gG

5. Promyti

6. Pridani substratu

,
i

http://virus.usal.es/web/demo_microali/enterotoxina/set.html



ELISA

Systém avidin — biotin (zesilujici efekt)

Avidin je glykoprotein (MW 66-69 kDa), ktery ma vysokou afinitu k malé
molekule vitaminu biotinu (MW 0,24 kDa). Na jednu molekulu protilatky maze
byt navazano mnoho molekul biotinu. Biotinylovana protilatka potom muaze
vazat nékolik molekul avidinu. Podobné vilastnosti jako avidin ma také
streptavidin (MW 53 kDa) izolovany z bakterie Streptomyces avidinii.

Streptavidin-HRP
Complex

Biotinylated

Detection A
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Vyuziti metod ELISA v klinické imunologii

- Stanoveni protilatek i antigent
« vySetireni komplementu, véetné funkcnich testu
« vySetireni imunokoplexu

Autoprotilatky
ANA - proti jadernym antigenim (DNA, nukleozémy, histony)
ENA — proti extrahovatelnym jadernym antigeniim
(SS-A, SS-B, Scl-70, Sm/RNP, Jol)
AMA - proti mitochondriim (primarni biliarni cirh6za)
ASMA, LKM, LC (autoimunitni hepatitidy)
ANCA - proti cytoplazmé neutrofili — anti-MPO, anti-PR3 (vaskulitidy)
anti-TTG — tkanova transglutaminaza (celiakie)
anti-TG - tyreoglobulin, anti-TPO - tyroidalni peroxidaza (tyreoiditidy)
antiGAD, IA-2 (diabetes 1. typu)




Vyuziti metod ELISA v klinické imunologii

Protilatky proti patogenim
Rozsahle uplatnéni v infekéni serologii
napr: protilatky proti tetanickému toxoidu,
anti-PCP (pneumokokovy kapsularni polysacharid)
(titr Ab stoupa po o¢kovani, uplatnéni v diagnostice imunodeficitu)
ASLO - anti-streptolysin O (streptokokové infekce)

Dalsi protilatky:

ASCA - anti-Saccharomyces cerevisiae (Crohnova nemoc)
GLIA — deamidovany gliadin (celiakie)

proti proteiniim kravského mléko

Jiné:
imunokomplexy obsahujici C1q




RIA (Radio Immuno Assay)

- oddeleni nuklearni mediciny
- prace s radioaktivnim materialem vyzaduje prisnejSi pravidla
bezpecnosti prace

- detekce reakce Ag-Ab pomoci radioaktivniho izotopu jako znacCky
navazané na jednu ze slozek reakce , nejcastéji 1%°I

- meri se intenzita radioaktivniho zariCe — neni tfeba pridavat substrat

- vySetfovani hladin ruznych hormonu a jejich metabolit, vitaminu a
jejich metabolitu, specifického IgE, nékterych autoprotilatek — napfr.
vySetreni Ab proti acetylcholinovému rec. pfi myastenia gravis




FIA (Fluorescence |A)

— jako znacka se pouziva molekula fluorochromu
— detekce signalu se provadi fluorimetricky

LIA (CLIA — ChemiLuminiscence |A)

— excitace elektronu a emise fotonu jako nasledek chemické
reakce

— znacka — chemiluminofor:

luminol, izoluminol (aktivace pfidanim H202),
luciferaza-luciferin

— citlivost je vysSi nez u RIA




