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Imunochemicke metody

« Zalozeny na reakci antigenu Ag s protilatkou Ab
— 1j. na reakci antigennich determinant s vazebnym mistem protilatky

Antigen
« Kompletni antigen = makromolekularni nosic (protein, polypeptid,
polysacharid, nukleoprotein,...) + antigenni determinant (= epitop = urcita
skupina atomu na povrchu molekuly antigenu)
— navozuje specifickou imunitni odpovéed
— reaguje s produkty této odpovedi (protilatkami)

Hapten = nekompletni antigen = nizkomolekularni latka, specificky reaguje
s protilatkami, sama tvorbu protilatek nenavozuje

Protilatky
« Glykoproteiny, elfo pohyblivost 8 — y (imunoglobuliny — 1g)

— produkty plazmatickych bunék (ty se vyvijeji z B-lymfocytl po stimulaci
antigenem)
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« Monoklonalni — produkty jednoho klonu plazmatickych bunék

— pripraveny hybridomovou technologii (fuze myelomovych bunék

s vyselektovanym klonem lymfocytu sleziny imunizovanych mysi
- vyrazné specifické - vazou se jen na jeden epitop

* Polyklonalni — pfiprava imunizaci zvirete
— namifeny proti rznym epitopum antigenu



Imunochemicke metody

Aglutinacni metody — kvalitativni, semikvantitativni

shlukovani mikroskopickych ¢astic s obsahem povrchovych antigenu, napf.
krvinek, bakterii apod. pomoci protilatek

uréovani bakterialnich kmenu, prukaz protilatek proti patogendm

hematologie — ur€ovani krevnich skupin a prikaz Ab proti krevnim
elementdm

Pogitive test result
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Aglutinacni metody
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ABQ Blood Reactions

Blood type

A B AB

Anti-A

Anti-B

« VySetfeni antigend Rh fenotypu
a antigenu Kell na mikrodesce




Precipitacni metody

,Klasické“ metody - vznik nerozpustného precipitatu — imunodifuze, imunoelektroforéza

* Jednoducha + dvojita radialni imunodifuze

Dvourozmérna imunoelfo

Jiz nepouzivané !l




Soucasné imunoelektroforetické techniky:

Imunofixace

sérum moc

elektro- " " elektro- .
i imunofixace i imunofixaxe
foréza foréza

rozdeéleni vzorku na gelu T O S T S
— elektroforéza, izoelektricka fokuzace

nasledna aplikace antiséra

= Ab proti konkrétnim tézkym nebo
lehkym fetézclm
* Anti-lgG znacené peroxidazou

vznik imunokomplexu

promyti gelu + barevna vizualizace
oligoklonalnich pasu
« chromogen = substrat peroxidazy

Stanoveni a typizace monoklonalnich
imunoglobulind a jejich frakci v séru / moci



Soucasné imunoelektroforetické techniky

Imunoblotting

elektroforeticka separace proteint na polyakrylamidovém gelu
elektroforeticky prenos proteinu na nitrocelulozovou membranu
— tzn. vytvoreni presné ,repliky”
« antigeny na membrané lépe pristupné protilatkam
aplikace enzymem znacenée protilatky — vznik komplexu

vizualizace skvrn
— po pfidani substratu enzymu vznika zbarveni
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Imunoturbidimetrie

Imunoprecipitace zaloZzena na interakci antigen - protilatka
— vytvoreni suspenze imunoprecipitatu v kyvete — zakal.
+ podminka: pritomnost polyvalentniho antigenu (reakce antigenu s vice epitopy)

Imunoprecipitat = prostorova mfizka, kde se propojuji epitopy (vazebna mista)
antigenu s paratopy (vazebna mista) protilatek

imunoprecipitacni krivka = vyjadreni mnozstvi imunoprecipitatu na mnozstvi
protilatky a antigenu

V oblasti nadbytku protilatky je mnozstvi komplexu Ag-Ab umérné koncentraci Ag

Imunoprecipitacni kiivka

mnozstvi ® V reakCI nad bytek Ab

jﬂ.}[l,lfrllo‘pTECi nadbytek nadbytek — vzestupna Cast krIka
pitatu Yie

protilatky antigenu

* zmérfeni intenzity svétla
z6na pohlceného zakalem
ekvivalence

— spektrofotometr

 stanoveni koncentrace
antigenu ve vzorku

mnozstvi antigenu




Imunonefelometrie

meéreni intenzity svétla rozptyleného zakalem

— vychazi z roztoku vSemi sméry
— méreni se pod uhlem odliSnym od sméru dopadajiciho zareni

» obvykle 45° nebo 90°

nefelometr - zdrojem zareni je obvykle laser
stanoveni koncentrace antigenu stejné jako u imunoturbidimetrie

Nefelometrie = citlivéjSi !

Imunotubidimetrie

= ':D’ ® Imunoturbidimetrie, imunonefelometrie

2droj svitla kyveta s méfenym deteltor — stanoveni plazmatickych proteinu
— CRP
— imunoglobuliny

= = — specmckve Protelny
7z — koagulacni faktory,...
45¢ / l detektor

Imunonefelometrie




Moderni kvantitativni imunochemické metody

« neprecipitacni imunoanalyzy se znacenymi reaktanty (tzv. konjugaty)
* rychlé, citlivé, Casto automatizované, detekcni limit radove mg/l — pg/l

Znaceni v imunoanalyze:

* radioizotop — radioimunoanalyza = Radio Immuno Assay - RIA

* enzym — enzymoimunoanalyza — Enzyme Immuno Assay - EIA

* fluorescencni latka — fluoroimunoanalyza — Fluoro Immuno Assay - FIA

* chemiluminiscencni latka — luminoimunoanalyza — Luminiscence IA - LIA
- atd.

Usporadani imunochemickeé reakce:

* kompetitivni
* nekompetitivni
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Imunochemicka reakce v kompetitivhim usporadani

« provedeni — v nadbytku antigenu

* smichani séra s neznamym obsahem antigenu Ag se znamym mnozstvim
znaceného antigenu Ag* (konjugat)

« soutézeni Ag a Ag* o vazebna mista omezeného mnozstvi protilatek
— navazani v tom poméru, v jakém byly v pdvodni smési

* pfipadné odstranéni nenavazanych latek + detekéni reakce

konjugat - analyt — Ag ze vzorku
analyt + w - konjugat — Ag*
+ - odezva nepfimo umérna konc. Ag ve vzorku
TV wvywyw vevwy
* * vhodné pro stanovovani malych

+ - LR PR PR - ¥V S molekul s jednou determinantou
Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y — hormony (steroidni, tyroidni), Iéky

Protilatky

konjugat
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Protilatky



Imunochemicka reakce v nekompetitivnim usporadan

y

Stanoveni antigenu:

Prvni protilatka Ab v nadbytku (navazana na pevnou fazi)

Pridani vzorku obsahujiciho antigen Ag - 1. imunochemicka reakce
— odstraneni nenavazanych slozek séra promytim

Pridani druhé (znaCene)* protilatky Ab* — 2. imunochemicka reakce (s dalsi
antigenni determinantou)

— vznik sendviCového komplexu Ab-Ag-Ab*
» Odstranéni nenavazanych slozek séra promytim

DetekCni reakce - odezva primo umeérna koncentraci Ag ve vzorku

Vhodné pro stanoveni velkych antigenu s nékolika vazebnymi misty pro Ab

Ab na pevné zhatena Ab
fazi

I 4



Imunochemicka reakce v nekompetitivnim usporadani

Stanoveni protilatky

* Na pevné fazi navazan antigen v nadbytku

* Prfidani vzorku — reakce Ab ze vzorku s imobilizovanym Ag
— promyti — odstranéni nenavazanych slozek

« Pridani 2. protilatky Ab* (znaCeny anti-Ig)
 Promyti a detekCni reakce
— odezva pfimo umérna koncentraci Ab ve vzorku

...a dalSi komplikovana usporadani



Usporadani imunochemické reakce

» Dle nutnosti separace volného a vazaného
konjugatu (znaCené Ag”* nebo Ab*):

odkud pochazi signal — z volného
nebo navazaného Ag* ?7?

 Heterogenni metody
— Po vzniku imunokomplexu se vlastnosti signalu Ag* resp. Ab* neméni

— Nutnost separace — napf. komplex navazany na pevnou fazi
* jamka mikrotitracni destiCky, paramagnetickeé Castice,...

« Homogenni metody
— Vyuzivaji zmény signalu Ag* resp. Ab* po vzniku imunokomplexu
* bez nutnosti separace



Radioimunoanalytické (izotopové) metody

Ag* nebo Ab* znacené radionuklidem
— y-zéfice 129, 57Co, ...
« méfeni aktivity y-zareni (scintilaéni detektor)

Heterogenni metody (nutnost separace komplexu)
— imobilizace Ab na pevnou fazi (pf. jamka mikrodesticky)

RIA — Radio Immuno Assay
— Kompetitivni Ab-Ag, Ab-Ag*

IRMA - Immuno Radiometric Assay
— SendviCova Ab-Ag-Ab*

Pouziti: hormony, IéCiva, (auto)protilatky,...

Citlivé x nestalé reagencie, nebezpecCi prace s radioaktivnim materialem



Enzymoimunoanalyza - EIA

Znaceni Ag nebo Ab = enzym
— ALP, B-galaktosidaza, glukbzaoxidaza, kfenova peroxidaza,...

Indikacni reakce — vznik barevného produktu po pridani substratu enzymu

EMIT — Enzyme Multiplied Immunoassay Technique

— Homogenni kompetitivhi enzymova imunoanalyza
* Ag a Ag* soutéZi o vazebna mista na Ab

Pri vzniku imunokomplexu je enzymova aktivita inhibovana

— MEéfi se barevny produkt enzymové reakce nezreagovaného konjugatu
« Odpada nutnost separace volného a vazaného konjugatu

Pouziti — stanoveni nizkomolekularnich antigent a haptenu
— peptidové hormony
— Iééiva,... '.:.-‘-1.1.1:1:111'::1.tn_:=;_____

]:]i‘l_'l.;g: hlocking o
attached to Enzyime




Enzymoimunoanalyza - EIA

ELISA — Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
Heterogenni enzymova imunoanalyza

— Ab nebo Ag navazany v jamce mikrotitracni destiCky
— nenavazaneé slozky jsou po kazdém kroku vymyte

Technika existuje v fadé modifikaci

Stanoveni Sirokého spektra analytu
, .v . Antibody Labeling Reagents
,zlaty standard® méreni = S
jednotlivych protein( iy i@ sute
J y p \ Tilﬁtﬁl‘lih-‘t& et ey /% -’\ Product
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MEIA — Microparticle EIA
heterogenni enzymova IA e -
— na mikrocCasticich
Imunokomplex znaCeny enzymem (ALP)
— ALP rozklada fluorogenni substrat




Fluoroimunoanalyza - FIA

 Ag”* nebo Ab* znacCeny fluoroforem (pf. fluorescein)
— Po dokonceni imuno reakce je fluorofor excitovan UV zafenim, méfi se fluorescence

» FPIA — Fluorescence Polarization Immunoassay — homogenni kompetitivni IA

* RozliSeni volného a vazaného Ag* je zalozeno na rozdilné rotaci molekul v roztoku
— fluorofor excitovan polarizovanym UV svétlem
— mala molekula volného Ag* rotuje rychle — sekundarni zareni je depolarizované

- Stanoveni malych Ag (haptenu) — Iéky, drogy

zdroj
svétla

polarizaéni lineamné
filtr polarizované

(-1

depolarizované
O emitované
svétlo

rychla rotace

ootein @2 —> (_m_)

polarizované
emitované
svétlo

pomala rotace

nizka naméfena
polarizace

vysoka naméfena
polarizace



DELFIA - Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent InmunoAssay

 Ab* nebo Ag* oznaceny fluoroforem — chelatem lanthanidu
— europium, sammarium, terbium, dysprosium (pfednostné Eu)

 Po probéhlé imunochemické reakci je Eu vytrzeno z komplexu a preménéno na novy
intenzivné fluoreskujici chelat

— dlouhotrvajici fluorescence s velkym Stokesovym posunem

— cCasové modulované méreni fluorescence chelatu lanthanidd
 omezeni interference matrice

Excitation

« Citliva metoda, heterogenni, kompetitivni i nekompetitivni

DELFIA

Fesilovaci
roztok

ST

Jamka
desticky s
navazanou
protilatkou

Tworba Promyti Tvorha
komplexu komplexu  chelatu

Pufr  Vzorek Tracer Méfeni Vyhodnoceni







Luminoimunoanalyza - LIA

Luminiscencni znacka — chemiluminofor
— emitované zareni je vysledkem chemickée reakce

Heterogenni analyzy
— Pro separaci vyuzivaji magnetické Castice

mikro

LIA - kompetitivni sastice
ILMA — nekompetitivni (sendvic)

CMIA (Chemiluminescent Microparticle |A)

Zachytove molekuly (Ab resp Ag) fixovany
na povrchu paramagnetickych Castic
Znaceni Ag” resp. Ab* acridiniem
— oxidace acridinia pomoci H,O, v alkalickém
prostredi

— Velmi citlivé metody




Luminoimunoanalyza - LIA

 Elektrochemiluminiscence — technologie Elecsys (Roche)

— Zachytova molekula (protilatka nebo antigen) biotinylovana
— znaceni Ag* nebo Ab* = rutenium(ll) tris-bipyridylovy komplex
— kompetitivni nebo sendviCova imunoreakce
— pridani mikroCastic potazenych streptavidinem
» cely imunokomplex se vaze na pevnou fazi interakci biotinu se streptavidinem
— zachyceni mikroCastic magnetickym polem na povrchu elektrody
— pfidani substratu tripropylaminu (TPA) a pfivedeni napéti na elektrody

« ruthéniovy komplex uvolni na elektrodé elektron za vzniku Ru(bpy); 3
kationtu - elektrochemiluminiscen¢ni emise

biotin-Ab l
Streptavidin
+ * microparticle Detection
Antigen ’

in the sample 9 min
N

g ¢
Y
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Prouzkove testy — rychla imunochemicka diagnostika

* Imunoafinitni chromatografie
* ruzna usporadani a prubéh imunochemické reakce

tehotensky test

aplikaéni zéna

imobilizovana protilatka proti hCG

I protilatka proti hCG s mikrogasticemi koloidniho zlata




Multiplexové metody

Navazani analytu Vznik fluorescencne
ze vzorku na znaceného komplexu
povrch mikrosféry

- citlivy prvek biologického

Elektrochemicky
aktivni latka

ELEKTRODA puvodu + elektronicka

bl jednotka — vystupni signal
: : Elektricky
= signal

FOTONASOBIC

Zména rozméri
PIEZOSNIMAC



Imunohistochemie
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