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Imunoanalyticke metody

Vizualizace reakce antigen-protilatka pomoci znacky

Rozdéleni metod dle typu Rozdéleni metod dle
znacky: usporadani:
oEIA — znackou je enzym oHomogenni ° o
oRIA - radioizotop , 0@
oLIA - luminofor oHeterogenni
oFIA - fluorofor oKompetitivni

oNekompetitivni

You age the suvsteate to my enzyme
and nothing could ever denature 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
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Competitive ELISA Sandwich ELISA




ELISA

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

oHeterogenni imunoanalyza — nutna separace nezreagovanych slozek

oVazba antigenu / protilatky na pevnou fazi (sténa destiCky)

Substrate Product

oVizualizace - enzymaticka premena substratu na barevny produkt 5

o Kfenova peroxidaza (tetrametylbenzidin - tetrametylbenzimidin - 450 nm)
o Alkalicka fosfataza (p-nitrofenylfosfat - nitrofenol - 405 nm) g‘g{%

P

oVysoka citlivost — pg/ml




ELISA - usporadani

Neprima ELISA

Prima ELISA
oAnalyt (Ab/Ag) imobilizovan

oDetekce pomoci znacCené protilatky

oNa analyt se vaze primarni neznacena
protilatka

oNa primarni protilatku se vaze sekundarni
znacena protilatka
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ELISA - usporadani

Sendvicova ELISA

Kompetitivni ELISA
oDetekce analytu s malou Mr oDetekce analytu s vysokou Mr (proteiny)
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memm a4 yyyy) @YYV ITIEYYY .”
YYYY L = YYYY. ™ YYYY ‘r%r%% - Yiii

NIERY ALl .
Sameenebangtioniens| v vy v | LYY YY) T LYY T Y

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

Yﬁmibudj.r m Target protein : Emzyme-labeled antigen Enzyme reaction

Absorption

Abszorption

) —— Antigen level

0 —— Antigen level 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 — silnéjSi zbarveni (pro analyty s nizkou koncentraci)




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




Systém zachytna + detekcni Ab

ProC je kazda protilatka od jiného zivoCiSného druhu?

&,

Tato kombinace vyznamné snizuje riziko zkrizené reaktivity,
ktera by mohla zpusobit vznik nespecifickych imunokomplexu
(zdroj faleSné pozitivity)!!!

Lidska monoklonalni protilatka — s vysokou Detekéni protildtka
specifitou vaze pouze konkrétni antigen humanni. monoklonalni

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




Meéreni vysledku

Monochromator

oPfistroj ELISA reader diptical T  Concave
MP;% :ht fjri-:tlrg{gll
I T f’\
: Blocking 7 Beam Measuring
' Filters f‘f A : :,Lliirgg(r:al Splitter Fhotodetecior
oPrincip — vertikalni spektrofotometrie - /4 \
Larmp R AORR—— i
. v , . Reference H : Cuvette
o Zdroj svetla — Xe vybojka Photodetector
o Vybér vinové délky — interferencni filtry " EEFT%“F, D
o Opticka draha — 9 optickych viaken R\ Hliptical |
(8 meri vzorky, 9. vlakno kontrola intenzity AN NNY
zafeni) e 1
0 9 detektort - fotodiody g Channel |\ f
| 06 Wel| - L
| Microplate
| Measuring

Photodetecion




Vysledky

1. Kvalitativni

o Hodnotime vizualné pfritomnost / nepfitomnost reakce - ano / ne
(napf. srovnani vzorku s blankem)

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
o PfepocCet absorbance na koncentraci (Lambert-Beeruv zakon)
o Vysledek ma Ciselnou hodnotu s udanymi jednotkami (napfr. U/ml, ug/ml)




Vyuziti ELISA v imunologi

oAntiinfekCni imunita
o Stanoveni protilatek proti nékterym infekénim agens

oAutoimunitni onemocnéni
o Stanoveni autoprotilatek




ELISA a antiinfekéni imunita

oProtilatky proti tetanickému 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 systemu
(zajem predevsim o snizené hladiny — imunodeficience)




Autoimunitni onemocneéni

oCela skala autoprotilatek (organové nespecifické, organove specifické)
o ANA — proti jadernym antigenum (SLE)

o ENA — proti extrahovatelnym nuklearnim antigenim (SS-A, SS-B, Jol atd. —
Sjogrenav sy.)

o AMA — proti mitochondriim (primarni biliarni cirhéza)

o ASMA, LKM, LC — autoimunitni hepatitidy

o ANCA — proti cytoplazmé neutrofilt

o Anti-TTG —tkanova transglutaminaza (celiakie)

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

o EMA —proti endomysiu — celiakie

o ASCA — proti Sacharomyces cerevisiae — Crohnova choroba




Hodnoceni vysledku - kvantitativni

Negativni kontrola Pozitivni kontrola

Kalibracni rada




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
> NE — hledame pficCinu (zaména desky)




Hodnoceni vysledku

2. faze kontroly — VS pracovnik

o Vizualni kontrola desky

o Neni zbarveni moc tmaveé nebo svétlé? -
o Neni v jamkéach sraZenina / nedistota? ]
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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?

D (492 o

05

Antigen concentration (ng/mi}




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:
o Zjistujeme, jak vypadala pfedchozi méfena kalibrace

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

U Stoupajici nebo klesajici trend

¥ Awis |Cholester

Labels | of moAL Levey Jennings Control Chart Template p J J

4 Ve . .
! : X 10 643 muze znacit eXpIraCI setu
il 2 205 e e e
4 3 195
5 4 202 210 =
& 5 185 uT SD
= . = a8 - T o LCL
o g 20 A f\ 198. ha 9 yar I
10 g 200 2 v V ¥ e a7 4 /E .-""' 150
11 10 w8l T i 2
12 1 190 =
13 12 204 —E 190 :l-a:l-l:I :L
14 13 194 £ o 283
15 14| M7 § ______________________ E
16 15 200) i 180 181.07 T 287
7 205 =
i ad © pap LCL
19 18 7
20 1 5 1 23
ral 20 1935
22 ol 197 nr
2_3 22 ‘ﬁ lm i e .: JJJJJJ a}-l:l | ., . . ., . . .
- 3 = NAREH LA R AJIIIROEO TR DD RD DA 12348 8B 7 & 000111218 9415 18 17 18 8 2021 22 33 24 75 39 27 38 203
Al hi

26 25 191 Week Date

27 26 197




Hodnoceni vysledku

oPokud nevyjde kalibrace a kontroly — nutno vySetfeni opakovat
oPokud je v8e v pofadku — VS vysledek ELISY podepise (pfebira za n& odpovédnost)

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

4. Faze kontroly - VS

o Ve chvili, kdy ma pacient vSechna pozadovana vySetfeni hotova, provadi se validace vysledk
o VS v poéitaéi kontroluje, zda vysledky davaji smysl|

o Seznam vysledkd, které je nutno okamzité hlasit Iékafi — VS mu vysvétluje, co to znamena

o Uvolnéni vysledku




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 Tisténé vysledky opousteji pracoviste a putuji k oSetrujicimu lékafri




Hodnoceni vysledku

oVS svym podpisem odpovida za vysledky!

o0 kazdé fazi zpracovani a kontroly 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 pfiznat chybu

odde o zdravi lidi, zatajovani chyb nepfichazi v uvahu




Systém vysSetreni autoprotilatek

oELISA kity velice drahé — cca 10 tisic

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

oVySetfeni probiha ve dvou fazich:

1. ELISA screening ENA: je pacient pozitivnhi 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 polohu
o Odecita se podle pfiloZzené Sablony

THE DIAGNOSTIC TOOL

AESKUBLOTS’




Imunoblot

oPrincip stanoveni:

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

o Detekce vazby autoprotilatky pomoci detekcnich protilatek znaCenych enzymem
o Enzym pfeméni substrat na barevny produkt
o Vysledkem je vznik barevného prouzku na stripu

Substrate Chromogen

BLOKING STRIPS SERA SAMPLES CONJUGATE SUBSTRATE
AP-labeled

n’ ” “ n' anti-human

|

Specific human
antibody

| HINIE |
| HINIE |

Incubate and wash Incubate and wash Incubate and wash

Antigen




Imunoblot

oJednotlivé barevné prouzky se porovnavaji s kontrolni sablonou

oOdecet vizualné nebo denzitometricky (% pozitivity)

olmunoblotem se vySetfuji pacienti, které nelze vysetfit jinou metodou (ELISA)

oDiagnostika — zejména RS wgrotTos gegr  gage  pimps
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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 pacientu po ¢ase prechazi do
mnohocetného 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 amyloid6za




Imunofixace

Princip:

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

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

oOstatni proteiny jsou vymyty

oPrecipitaty jsou obarveny kyselou violeti nebo amidocCerni

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




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 P¥i 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
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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
£
2201
FEL o
S1 S2 S3 S4 vy S1 S2 S3 S4
koncentrace [mg/l]




