AGLUTINACE
PRECIPITACE
IMUNOELEKTROFOREZA

IMUNOFLUORESCENCE
ELISA, RIA, LIA
WESTERN BLOT

praktikum ¢. 3



ZAKLADNI DELENI IMUNOLOGICKYCH
LABORATORNICH VYSETRENI

- Serologicka vysetreni
— zakladnim materialem pro vysetreni

- SERUM

 Bunécna vysetreni
— zakladnim materialem pro vysetreni
- PERIFERNI ZILNI KREV

- Dalsi zdroje materialu pro imunologickeé vysetreni

— mozkomosni mok, lymfatické uzliny, bioptické vzorky organd, kostni
dren, bronchoalveolarni lavaz



ODBER MATERIALUK_
IMUNOLOGICKEMU VYSETRENI

SEROLOGICKA VYSETRENI — proces ziskavadni séra

1. odbér venozni 2. centrifugace 3. preneseni séra
srazlivé krve do jiné zkumavky

4. uchovani séra k dalsimu pouziti
« 2 tydny pri teploté 4 °C

« meésice pri teploté -20 °C

 roky pri teploté -80 °C




ODBER MATERIALUK_
IMUNOLOGICKEMU VYSETRENI

BUNECNA VYSETRENI — proces ziskdvani bunék

protisraZzlivé Cinidlo EDTA

Krev odebranou pro bunécna
vysetreni neni vétsinou
mozno skladovat delsi dobu.

Vysetreni je nutné provést do
nékolika desitek minut
(vysetreni fagocytarnich funkci)
az nékolika hodin (vysetreni
poctu a funkce lymfocytd).




INAKTIVACE SERA

Zahrati séra na 56 °C po dobu 30 minut.

!

Dochazi k funkcni inaktivaci proteind
komplementové kaskady, proto jiz nelze vysetrit
aktivitu komplementové kaskady.
Dochazi také k inaktivaci viru HIV.

v

Je ale mozné meérit koncentraci véetsiny
sérovych bilkovin vcetnée slozek
komplementové kaskadly.



REAKCE ANTIGENU S PROTILATKOU
IN VITRO

EPITOP

o oblast antigenu, ktera reaguje s vazebnym mistem
prislusné protilatky

PARATOP

o vazebné misto protilatky (oblast N-terminalnich casti
variabilnich casti lehkého a tézkého retézce)

AFINITA
o Sila vazby mezi epitopem a paratopem

AVIDITA

o sila interakce polyvalentni protilatky
s polyvalentnim antigenem



PRIMARNI A SEKUNDARNI FAZE
SEROLOGICKE REAKCE

Primarni faze serologické reakce

« pokud je zkoumana protilatka v séru pritomna,
dochazi k vazbé protilatky na antigen

- neni patrna pouhym okem

Sekundarni faze serologické reakce

- uplatnuje se multivalence antigenu a polyvalence
protilatek

* vznika prostorovy komplex velkého poctu
molekul antigenu a protilatek o vysoke
molekulové hmotnosti



PRIMARNI A SEKUNDARNI FAZE
SEROLOGICKE REAKCE

.. vzniklé komplexy jsou

- viditelné pouhym okem
(AGLUTINACE, PRECIPITACE)

 meni roztok pravy na nepravy (koloidni)
(TURBIDIMETRIE, NEFELOMETRIE)

- pokud usporadéni reakce umozriuje pribéh jen primarni
faze reakce nebo pribéh sekundarni faze jen ve velmi
omezeném rozsahu, je nutné vizualizovat reakci
imunochemicky naslednou detekci

(IMUNOESEJE)



ANTIGLOBULINOVE PROTILATKY
sekundarni antisérum

- xenogenni protilatky (napr. kralici nebo mysi ), ziskané
hyperimunizaci, purifikované afinitni chromatografii,
pripadné znacené (fluorochromy, enzymy a podobné)

- vazi se na konzervované struktury imunoglobulinovych

molekul, nikoliv jejich vazebné misto!

Priklady sekundarnich antisér:
« RaHulgG (rabbit anti-human IgG) reaguje s lidskymi IgG
riznych specifit (proti Rh, proti antigenim mikrobd ...)



CITLIVOST METOD K PRUKAZU
PROTILATEK

precipitace
30 pug/ml

aglutinace
1 pg/ml

radioimunoassay a ELISA
1 pg/ml



INTERPRETACE LA?ORATORNfCH
TESTU

- SPECIFICITA

o pravdépodobnost, ze test bude
negativni u zdravych osob

- SENZITIVITA

o pravdépodobnost, ze test bude
pozitivni u nemocnych



POLYKLONALNI a MONOKLONALNI
PROTILATKY

- POLYKLONALNI PROTILATKY

o Smés imunoglobulinovych molekul, jejichz vazebna
mista nesou specificitu vaé&i riznym epitopdm na celé
molekule antigenu

o Ziskavaji se obvykle imunizaci zvirat

« MONOKLONALNI PROTILATKY

o Produkt jednoho klonu B-lymfocytd, vykazuji jedine¢nou
specificitu proti jednomu epitopu na molekule antigenu

o Ziskavaji se obvykle metodikami in vitro



KOMPLETNI A INKOMPLETNI
PROTILATKY

e Tzv. INKOMPLETNI PROTILATKY

o prestoze dojde k jejich vazbé na antigen, nedojde
k sekundarni fazi reakce a tim k vizualizaci serologické
reakce

Priciny
o na straneé antigenu
o nizka antigenicita (malo epitopd, jejich Spatna
dostupnost)
o velké elektrické odpudivé sily mezi castice
o na straneé protilatky

o ne vsechny protilatky se uplatnuji v aglutinacnich
reakcich stejné (IgM x IgG)



PREHLED METOD PRO STANOVENI
ANTIGENU NEBO PROTILATKY

« vizualizace pomoci sekundarni faze reakce

O AG LUTINACE (pfima, nepfima)

O PRECI PITACE (jednoducha, v kombinaci s elektroforézou, imunofixace)

- vizualizace pomoci nasledné detekce

o IMUNOFLUORESCENCE
o IMUNOANALYZA (ria Eia, #ada modifikac)
o IMUNOBLOT, IMUNODOT



aglutinace

princip reakce

antigen KORPUSKULARNI POVAHY

Vazbou dvoj a vicevazebnych protilatek na povrch antigenu dojde
k pfekonani odpudivych, zplsobenych negativnim nabojem

na povrchu &astic (zeta potencial), a vytvori se mezi nimi mdstky ...
. vznika AGLUTINAT

« snadna vizualizace
probéhlé reakce

o diky velikosti antigenu
o diky pribé&hu reakce v tekutiné




aglutinace
faktory ovlivnujici kvalitu aglutinacni reakce

- dostatek protilatek
o prilis velké redéni protilatek — aglutinace neprobéhne

- pFitomnost protilatek proti riiznym epitopim
o rozdil v aglutinaci mezi monoklonalnimi a polyklonalnimi
protilatkami

- vzdalenost mezi jednotlivymi antigennimi
casticemi
o odpudivé elektrické sily na povrchu castic klesaji se
ctvercem vzdalenosti



aglutinace

prima a neprima

prima aglutinace
antigeny se nachazeji primo na zkoumané castici

priikaz krevnich skupin, pfimy Coombsiv test, uréovani

izolovanych bakterialnich kmen( (zejména ze skupiny

enterobaktérii), Widalova reakce, Weil-Felixova reakce,
priitkaz nékterych zoondz, ...

neprima aglutinace
zkoumany antigen je navazan na povrchu vhodnych
makromolekularnich castic

latex-fixacni test, nepfimy Coombsuv test, rychlé testy pro
ambulantni vysetreni (ASLO), ...



aglutinace

urcovani krevnich skupin

ANTIGENY NA POVRCHU ERYTROCYTU

polysacharidové
skupinovy system ABO (antigen A, antigen B)
skupinovy system Lewis, P a li

glykoproteinové
skupinovy system Rh (antigen D)
skupinovy system MNSs, Lutheran, Kell, Duffy, Diego



aglutinace

urcovani krevnich skupin

skupinovy systém ABO

@ Antigen A

isohemaglutininy
anti-A

isohemaglutininy isohemaglutininy isohemaglutininy
anti-B anti-A anti-B



aglutinace
skupinovy systém Rh

COOMBSUV TEST

Priakaz inkompletnich protilatek proti antigenum Rh

PRIMY CoombsUlyv test

Pritkaz in vivo navazanych antierytrocytarnich
protilatek

NEPRIMY Coombsuyv test

Prikaz cirkulujicich antierytrocytarnich protilatek

Coombsovo antisérum
protilatky proti lidskym sérovym globulinGm

(polyspecifické antiserum obsahujici protilatky proti IgG, komplementu, tezkym
i lehkym retezcum imunoglobulinu)



aglutinace

latexova aglutinace

aglutinacni reakce, pri které je antigen (pri prikazu
protilatek) nebo protilatky (pfi prukazu antigenu)
navazan na povrch latexovych castic

pfikladem je latex-fixacni test k prikazu

revmatoidniho faktoru (RF)

* RF je autoprotilatka namirena proti Fc casti IgG

 castice latexoveé suspenze jsou navazany modifikované
lidské imunoglobuliny (agregované IgG)

» v pripade pritomnosti IgM protilatek proti Fc casti lidskéeho
IgG v séru pacienta jsou takto pripravené ¢astice timto sérem
aglutinovany



precipitace

princip reakce

antigen NEKORPUSKULARNI POVAHY o nizké
molekulové hmotnosti

Antigen o nizké molekulové hmotnosti je rozpustny v kapaliné a
tvori pravy roztok a pri optimalnim poméru antigenu a protilatky
dochazi ke vzniku makroskopicky zretelné prostorové mrizky

tvorené imunokomplexy.

. vznikd PRECIPITAT

PRECIPITACE PROBIHA ...

v kapalinach (nefelometrie, turbidimetrie)

v gelech (vstricna a radialni imunodifuze)



precipitace
... V gelech
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precipitace

... V kapalinach
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ELISA

enzyme-linked immunosorbent assay
princip reakce

ke zjisteni koncentrace antigenu nebo protilatky

k detekci reakce mezi antigenem a protilatkou se pouziva enzym

(konjugat zvireci protilatky proti lidské protilatce IgG, IgA nebo IgM znacené enzymem)

Pouziti v klinické praxi:

e Vv soucasnosti zrejmeé nejvice pouzivana laboratorni metoda
v imunologickych a klinickych laboratorich

e prikaz protilatek (antibakterialnich, antivirovych, autoprotilatek) nebo
antigend

e vysoka citlivost testu umozZnuje prikaz analyti o nizké
koncentraci

e ELISA neni vhodna k detekci analytl o vys$si koncentraci (napf. koncentrace
sérovych imunoglobulini) - vzhledem k nutnosti vysokého fedéni vzorkd
moznost velké chyby stanoveni!




ELISA

enzyme-linked immunosorbent assay
princip reakce

ke zjisteni koncentrace antigenu nebo protilatky

e vazba antigenu na pevnou fazi (jamka mikrotitracni destiCky)
e inkubace a nasledné promyti desticky
e aplikace séra s predpokladanym vyskytem protilatek proti vySetfrovanemu
antigenu (dojde k vazbé protilatky na antigen)
e inkubace a nasledné promyti desticky
e aplikace konjugatu zvireci (mysi, kralici, ...) protilatky proti lidskemu IgG, IgA
nebo IgM konjugované s enzymem
e inkubace a nasledné promyti destiCky

e aplikace substratu (bezbarvy substrat — enzym — barevny produkt)
e inkubace

e zastaveni probihajici enzymatické reakce

zméreni absorbance jamek spektrofotometricky (intenzita vysledného zbarveni
je v urc¢item rozmezi koncentraci pfimo umeérna mnozstvi navazané protilatky)



ELISA

nenavazané protilatky ze séra

enzyme-linked immunosorbent assay _ pacienta namifené proti
- - Jjinému antigenu, nez ktery je
p Finci p rea kce na dné desticky

stanoveni IgG protilatek
namirenych proti antigenu
na dné mikrotitracni
desticky
(pokud bychom chtéli stanovit IgA
protilatky (resp. IgM protilatky),
musime pouZit konjugat anti-IgA sybsbrab prodylk’

(resp. anti-IgM) ’ .

pfeména bezbarvého substratu
na barevny produkt

konjugat protilatky namifené
proti IgG znaCeny enzymem

IgG, IgA a IgM protilatky proti
navazanému antigenu

navazany antigen na dné jamky
mikrotitrani desticky




imunofluorescence
princip reakce

zjisteni pritomnosti antigenu nebo autoprotilatky

k detekci pritomnosti antigenu nebo protilatky se pouziva fluorochrom
(konjugat zvireci protilatky proti antigenu nebo proti lidské protilatce ve tfidé IgG, IgA nebo

IgM znacené flourochromem)

PRIMA IMUNOFLOURESCENCE

e detekce pritomnosti antigenu nebo protilatky ve tkanich pomoci

protilatek znacenych flourochromem
e diagnostika puchyrnatych chorob, SLE, porfyrii, vaskulitid, glomerulonefritid a podobné

NEPRIMA IMUNOFLOURESCENCE

e detekce pritomnosti specifickych protilatek v séru tak, ze protilatky
pritomné v séru pacienta jsou po vazbé na antigen darcovské tkané
oznacené zvireci protilatkou proti lidskym IgG, IgA a IgM
imunoglobulinim znalenou flourochromem

e detekce pritomnosti autoprotilatek




elektroforéeza
princip metodiky

nabité castice se pohybuji v elektrickém poli

rychlost pohybu castic je zavisla na velikosti celkového
povrchového naboje, velikosti a tvaru molekuly a jeji
koncentraci v roztoku

NATIVNI GELOVA ELEKTROFOREZA BILKOVIN

bez denaturacnich Cinidel

proteiny migruji gelem podle svého celkového naboje,
velikosti a tvaru (citlivost elektroforézy je dana charakterem
pord gelu)

elektroforéza sérovych bilkovin (rozdéleni proteinii plazmy na
5-6 frakci)

Vyuziti elektroforézy v klinické praxi:

analyza a déleni smési bilkovin, charakterizace povrchi organizmd
(bakterii, virG a podobné), diagnostika monogennich chorob a
podobné



imunoelektroforéza
princip metodiky

kombinace elektroforetického a imunodifuzniho déleni

1. faze
e rozdéleni séra elektroforézou na gelu

faze

do gelové vrstvy se podélné na kraji vykroji uzky zlabek
do zlabku se napipetuje polyspecifické antisérum

po inkubaci dojde k reakci mezi antigenem jednotlivych
elektroforeticky rozdélenych slozek a antisérem — vytvori
se precipitacni linie, ktera se zvyrazni obarvenim

e kazdy obloucek (1 protein) a ma charakteristicky tvar

a umisténi na imunoelektroforegramu

e O o N

e Vyuziti v klinické praxi:
e zjistovani nékterych gama patii a poruch v biosyntéze
imunoglobulind




imunofixace
princip metodiky

elektroforeticka separace proteind v gelu a jejich nasledna

imunoprecipitace s monospecifickymi antiséry

1. faze
e rozdéleni séra pacienta elektroforézou na gelu do 6 drah

2. faze

e do drah se napipetuje monospecifické antisérum (anti- IgG,
IgA, IgM, kappa, lambda).

e antiséra difunduji do gelu a v miste reakce s prislusnym
antigenem vytvari imunokomplexy ve formé precipitatu

e Vyuziti v klinické praxi:

e imunofixace bilkovin séra - urCena k typizaci paraproteinu

e imunofixace bilkovin moce - urcena k identifikaci paraproteinu, lehkych
Fetécl kappa a lambda v mo¢i (Bence-Jonesova bilkovina)




Western blot

imunoblot
princip metodiky

elektroforetické déeleni bilkovin a jejich nasledni preneseni na povrch
membrany a typizace specifickymi protilatkami

1. faze
e rozdéleni séra elektroforézou na gelu

2. faze

e prenos rozdélenych antigen( na vhodnou matrici

e imobilizace antigent a zablokovani nespecifickych vazebnych
mist

e vizualizace antigen( radiograficky, barevnou reakci,
fluorescencné (specifické protilatky — immunoblotting)

e Vyuziti v klinické praxi:
e testy na HIV pozitivitu, definitivni test pro BSE, konfirmacni test pro
hepatitidu B, diagnostika boreliovych infekci




