1 Metody stanoveni protilatek

Stanoveni protildtek patfi bezesporu mezi zakladni imunologickéa vysSetfeni. RozliSujeme stanoveni
kvantitativni, kvalitativni a stanoveni specifickych protilatek. Pfi kvantitativnim stanoveni
uréujeme koncentraci celkovych protilatek nebo koncentraci urcitého izotypu. Kvalitativni stanoveni
zohledfiuje druh izotypu, tedy tfidu resp. podtfidu protilatek. Stanoveni protilatkek podle jejich
specifity vac¢i urCitétmu antigenu je vlastné podmnozina kvalitativnino stanoveni, mdzeme ovSem
stanovovat i koncentrace téchto specifickych protilatek.

Protilatky se nejCastéji stanovuji v séru, Ize je ale stanovit v celé fadé dalSich télnich tekutin, napf.
v plasmé, moci, mozkomi$nim moku, vypotcich apod.

Stanoveni protilatek se dnes nejcastéji provadi nefelometricky nebo turbidimetricky. Lze také pouzit
stanoveni radialni difuzi. Specifické protilatky se nejcastéji stanovuji ELISA nebo RIA metodou. Z
daldich metodik pouZivanych ke stanoveni protilatek |ze jmenovat:

- aglutinaéni metody, které jsou rychlé a nenaroCné, nicméné jsou malo citlivé a obtizné
reprodukovatelné. PouZivaji se pfi stanoveni krevnich skupin a pfi stanoveni protiinfekénich protilatek.
Viz aglutinaéni metody.

- nepfima imunofluorescence je metoda naro€na na vybaveni, profesni zkuSenost i finance. Pouziva
se v omezeném spektru indikaci, kdy stanovujeme specifické protilatky proti antigeniim, jez jsou
soucasti bunék napf. antinuklearni protilatky nebo protilatky proti cytoplasmé neutrofild pfi
autoimunitnich onemocnénich, nebo protilatky proti uréitym patogentm (borrelie, treponemy) které se
detekuji pfimo v lidskych bufkach resp. tkanich. Zakladni princip spociva v detekci protilatek
specifickym antigenem, coz je vlastné protilatka proti této protilatce navic fluorescenéné znacena.
Imunofluorescence muze byt v uspofadani tzv. pfimém nebo nepfimém systému, vzdy je k hodnoceni
potfeba fluorescenéni mikroskop, coZ &ini metodu velmi finanéné nakladnou. Problém je také
subjektivni chyba hodnoceni.

- princip RIA metod spociva v oznaceni protilatky radioaktivnim izotopem, jeji vazba na antigen a
nasledna detekce zafeni ve vzorku. Radioizotopové metody RIA byly velice oblibené v 80. — 90. letech
minulého stoleti, nyni jsou nahrazovany zejména ELISA metodami a imunofluorescenénimi metodami.
Prace s izotopy vyZaduje specialni pfistrojové vybaveni, laboratof se vzduchotechnikou a
hygienickymi smyc¢kami, pravidelné Skoleny personal pod zdravotni kontrolou, specifické odpadové
hospodafrstvi apod.

- westernblot je metoda pouzivana v posledni dobé pfi prikazu specifickych protilatek napf. proti
jednotlivym povrchovym antigenim nebo nékterym nuklearnim antigeniim. Metoda je pracna, ¢asové
narocna, je nutné realizovat nékolik dilich krok(: elektroforetické rozdéleni bilkovin, pfenos na
membranu a naslednou vizualizaci protilatek reakci s pfisluSnymi antigeny.

V souboru imunologickych metod byva nékdy samostatné vy€lefiovana skupina tzv.
SEROLOGICKYCH METOD. Timto pojmem se rozumi véechna stanoveni protilatek v krevnim séru.
V SirSim slova smyslu zahrnuje také stanoveni protilatek v jinych télnich tekutinach, napf.
mozkomiSnim moku. Sérologicky priikaz protilatek se provadi u infekénich chorob, kdy pfimy prikaz
plvodce onemocnéni je obtizny nebo nakladny. Hlavnim sledovanym kritériem je pfitomnost
specifickych protilatek. Jejich absolutni hodnota v béznych klinickych testech neni tolik vyznamna,
Castéji se hodnoti dynamika tvorby téchto protilatek. Pro tento Gcel je nutné hodnotit vzorky na
pocatku onemocnéni a po 1é¢bé, nékdy i vicekrat v pribéhu lécby. V pocatecni fazi infekéniho
onemocnéni stoupa hladina IgM, které maji komplement-fixacni aktivitu. V pozdéjsi fazi se tvofi 1gG,
které mohou dlouhodobg pfetrvavat.
PFitomnost protilatek se u vizudlné odecitanych reakci hodnoti tzv. ,na 4 kiizky“ napf. pfi aglutinaénich
a precipitaCnich reakcich. Toto kfiZzkové hodnoceni spociva ve stanoveni Skaly, kde

100% reakce ..... ++++

75% reakce...... +++

50% reakce ...... ++

25% reakce ...... +

Méné nez 25% reakce neni pozitivni.



Pfi kvantitativnim stanoveni vyjadfujeme mnozstvi protilatek jako tzv. titr, coz je reciproka hodnota
nejvyssiho fedéni séra, ktera jesté dava pozitivni reakci. Napft. titr 50 znamena, ze sérum fedéné
1 : 50 davalo jesté pozitivni reakci, vice fedéné (napf 1 : 100) sérum uz nikoli. Vychazi se pfi tom z
postupu zvaného titrace séra, coz je postupné fedéni séra (napf. dvojkovou fadou) a jeho reakce se
znamym mnozstvim antigen(l. Je to vlastné obdoba titraci pouzivanych v analytické chemii, pouze se
titraCni Cinidlo (v naSem pfipadé sérum) nepfidava do reakce plynule, ale provadi se fada oddélenych
reakci pro kazdé fedéni zvlast. Hodnoceni mnozstvi specifickych protilatek pomoci titru je vSeobecné
pouzivané a dostaCujici. VétSinou totiz nemame k dispozici Cisté specifické protilatky, které by
umoznily sestrojit kalibracni kfivku a ode€ist z ni hodnoty (napf. v mg/ml) protiladtek ve vySetfovanych
vzorcich.

Dulezité pojmy z oblasti sérologie jsou:

e sérokonverze — zvySeni hladiny specifickych protilatek, tento pojem zahrnuje dynamiku tvorby
protilatek
séropozitivita, séronegativita — pfitomnost, resp. nepfitomnost specifickych protilatek v séru
sérorezistence — stav, kdy pfi [é€bé zlUstava séropozitivita bez klinickych pfiznaku
sérorecidiva — znovuobjeveni pozitivity séra po pfechodném vymizeni specifickych protilatek
sérotyp (sérovar) skupina plvodct onemocnéni (obvykle podmnozinu bakterialniho druhu),
ktera se od jinych zastupcu téhoz bakteridiniho druhu da odliSit pravé na zakladé sérologické
reakce. Vykazuje tedy urcitou antigenni specifitu v ramci druhu.

Jednotlivé sérologické metody se lisi pfedevSim zplsobem vizualizace reakce antigenu s protilatkou.
Dulezitym faktorem pro volbu vhodné metody je jeji citlivost, finanéni a pfistrojové naroky a slozitost
provedeni.

Priklady sérologickych reakci a zplsob( vizualizace :
Aglutinace vizuané hodnotitelny aglutinat
Precipitace vizualné hodnotitelny precipitat
nefelometrické, resp, turbidimetrické hodnoceni
Komplement fixaéni reakce hemolyza erytrocytl
Imunoelektroforéza precipitat antigenti nebo protilatek rozdéleny v elektrickém poli

Stanoveni IgE: vzhledem ke své nizké koncentraci v séru (viz tabulka) vyzaduje IgE jiné postupy
stavoveni nez ostatni tfidy imunoglobulint. Nej¢astéji se pouziva ELISA nebo RIA metoda podobné
jako pfi stanoveni specifickych protilatek ostatnich tfid. Mnozstvi IgE se nejCastéji vyjadfuje jako
jednotky enzymové aktivity IU/ml nebo pomoci Skaly 0 — 6, kde 0 znamena nedetekovatelné mnozstvi
IgE.

Stanoveni monoklonalni (patologické) komponenty:

Pfi podezieni na monoklondlni gamapatie se stanovuje mnozstvi mono-, bi- nebo oligoklonalnich
protilatek, které jsou produkty jednoho nebo nékolika malo patologicky zmnozZenych klond B lymfocyt(.
Tyto protilatky se také nékdy oznacuji jako paraproteiny - nekompletni lehké fetézce protilatek.
Kjejich  stanoveni se pouzivda metodika imunoelektiroforézy nebo imunofixace. Patologicky
paraprotein Ize také stanovovat nefelometricky, kdy se pouzije protilatka proti lehkym fetézcum, ta
vytvofi imunokomplexy s patologickymi protilatkami a mnozstvi téchto imunokomplex(l se stanovi.

Stanoveni kryoglobulini:

Kryoglobuliny jsou rliznoroda skupina atypickych protilatek, které se ve vét§im mnozstvi objevu;ji
v organismu pfi patologickych stavech rlizné etiologie (napf. hematologické malignity, revmatoidni
artritida, vaskulitidy, chronické zanétlivé stavy, vleklé infekce apod.). Precipituji spontanné za nizSich
teplot nez je fyziologicka teplota. PFi vySetieni se musi krev odebirat za odliSnych podminek tak, aby
nedoslo k jejimu ochlazeni pod 37 °C. Poté se sleduje vznik kryoprecipitatu v chladu a porovnava se
se situaci za teploty 37 °C.



Indikace k vySetieni protilatek: vySetfeni celkovych protilatek je indikovano zpravidla v jinych
patologickych stavech nez vysSetreni specifickych protilatek.

Celkové protilatky se stanovuji pfi podezieni na imunodeficity, kdy o€ekavame nizsi hladinu (hypo- az
agamaglobulinémii) a pfi chronickych zanétech, kdy je océekavana naopak hladina vyS$si —
(hypergamaglobulinémie). Pfi autoimunitnich chorobach byvaji rovnéz vy3Si hodnoty celkovych
protilatek v disledku polyklonalni aktivace B lymfocytd, ktera je u autoimunit pomérné ¢asta.

Fyziologické hodnoty mnoZstvi protilatek v séru u ¢lovéka:
1gG 8-18g/l
IgA 0,9-3,549/
IgM 0,9-254g/
IgD 0,19/
IgE 0,0003 g/l

NejcastéjSi metodou kvantitativnino stanoveni protilatek je dnes nefelometrie, resp. turbidimetrie.
Princip obou metod je podobny. Jesté zhruba pred 15 lety byla nej¢astéji pouzivanou metodou pro
tento ucel radidlni difuze. Pro stanoveni specifickych protilatek se dnes nejCastéji pouzivaji ELISA
metodiky.

Nefelometrie, turbidimetrie: jsou zalozeny na méfeni mnozstvi imunitnich komplexu, které vznikaji
po reakci stanovované protilatky s pfidanym antigenem. Napf. chceme-li stanovit celkové IgG,
pouzijeme protilatku anti IgG. V tomto pfipadé je tfeba ujasnit nazvoslovi, nebot stanovovana
protilatka se vtomto pfipadé oznaluje antigen a anti IgG vystupuje jako sekundarni protilatka
(protilatka proti protilatce).

Reakce antigen — protilatka je zakladem celé fady metod v humoralni, ale i buné¢né imunité. Jako
antigen Casto vystupuje protilatka proti stanovované protilatce. Obecny princip reakce antigen —
protilatka byl popsan uz v roce 1929, kdy byl také popsan zakladni tvar precipitacni kfivky této reakce.
Metody vyuZivajici reakci antigen — protilatka jsou obecné& hodnoceny podle toho jak si poradi s tou
oblasti kfivky, kdy je koncentrace antigenu v nadbytku, tvofi se malé imunokomplexy, které Spatné
precipituji a vysoké koncentrace antigenu tak mohou byt faleSné povazovany za nizké, protoze
mnozstvi vytvofenych imunokomplext je nizké. Klasickou precipitacni kfivku Ize pro ucely stanoveni
rozdélit na tfi oblasti:

1. oblast vyuzitelnou pro méfeni — tj, oblast nadbytku protilatky, kde mnozstvi precipitatu vzriista
s pridavkem antigenu.

2. kriticky bod — tj. oblast ekvivalence, kde lezi nejvy$3i koncentrace antigenu, kterou lze jesté spravné
zméfit

3. oblast za kritickym bodem, zde nelze v daném systému méfit

Nefelometrie a turbidimetrie se méfi v kyveté nebo mikrotitracni desticce. V roli antigenu zde vystupuje
stanovovana protilatka a pfidavame protildtku proti ni. V reakénim roztoku byvd dale obsaZena
podplrna latka, nej¢astéji polyetylenglykol, ktera zvySuje prfesnost mérfeni. Pokud se pohybujeme
v oblasti kiivky vyuZiteIné pro méfeni, je mnozstvi precipitdtu pfimo umérné koncentraci stanovované
protilatky. Vysledkem reakce antigen — protilatka je precipitat, ktery se projevi jako zakal.

U nefelometrie se méfi intenzita svétla, které se odrazi od komplext Ag — Ab. Vyuziva se tzv.
Tyndalova efektu. Detektor neni umistén pfimo proti zdroji svétla, ale v urcitém Uhlu od laserového
zdroje.

Turbidimetrie ma princip podobny, akorat se méfi ubytek intenzity svétla, které proslo méfici kyvetou.
Opét se vyuziva toho, ze komplexy antigen — protilatka odrazeji svétlo a tim padem dopada na
detektor méné svétla. Turbidimetrie je méné citliva nez nefelometrie.

Pomoci turbidimetrie a nefelonetrie Ize stanovit zakladni bilkoviny séra: imunoglobuliny (kromé IgD)
lehké Fetézce imunoglobulinl, slozky komplementu C3 a C4, proteiny akutni faze zanétu — CRP = C
reaktivni protein, orosomukoid, transferin, albumin aj.

Stanoveni CRP nabyva v poslednich letech na vyznamu v diagnostice. Normalini hodnoty CRP se
pohybuji okolo 2 mg/l, pfi zanétu jeho koncentrace stoupa velice rychle, fadové bé&éhem hodin. Je to

zatizeno nespecifickymi chybami.



ELISA: V soucasnosti velice rozSifena metoda pro stanoveni specifickych protilatek. Princip spociva
ve spektrofotometrickém stanoveni komplexu antigen — protilatka. Stanoveni je nejCastéji usporadano
tak, Zze na povrch jamek mikrotitracni desky je navazana protilatka proti stanovované slozce (to je
v pfipadé méreni specifickych protilatek také protilatka). Tato protilatka se vaze nejcastéji prostou
absorpci. Mista na vnitfnim povrchu jamky, kde se protilatka nenavaze, se musi tzv. vyblokovat —
vyvazou se napf. albuminem. V dalSim kroku se pfida vzorek obsahujici sledovanou slozku a po
urcité dobé inkubace se promytim pomoci pufru odstrani nenavazané molekuly. Nasledné se pfida
tzv. druha (sekundarni) protilatka oznacena enzymem (konjugét). Nejvice se pouzivaji systémy
kienova peroxidaza — ortofenylendiamin, nebo biotin — avidin. Po opétovné inkubaci a promyti se
pfida substrat pro enzym a pfisluSna enzymaticka reakce je provazena barevnou zménou, ktera se
detekuje fotometricky.



