Komplementoveé metody

metody vyuzivajici faktu aktivace komplementového systému komplexem — antigen-
protilatka, KFR

Ag hemolyzin
Ab, Ag, C, ERY, hemolyzin g:.c
e Ab- vysetrované sérum Al

- chceme v nem /)rpkdzat protilatku / komplement
v séru je tepelné inaktivovadn /

e znamy specificky Ag |
- jsou-li v séru Ab, vytvori se imunokomplex IK @ hemelrzin

-

e KOMPLEMENT - zdrojem nejCasteji serum morcete
(vdze se na IK a aktivuje protildatku)

komplex Ag /berani ERY/ a
protilatky ~EMBOCEPTORu /hemolyzinu/,
ziskaného imunizaci kraliciho séra beranimi
erytrocyty

— aby doslo k hemolyze je nutna spoluucast
KOMPLEMENTU a inkubace 30 minut pri 30 °C



hemolyzin,

L) Ag hemolyzin
-<3 KFR 3:0 3
Ab

* prubéh reakce:
« POZITIVNI ~ ve vy$etfovaném séru je Ab

e protilatka v séru vytvori komplex s Ag — na néj se navdaZze komplement.
Po pridani hemolytického systému nezbyva jiz komplement do 2. casti
reakce

¢ >
#* NEGATIVNI ~ ve vy3etfovaném séru neni Ab

- v 1. fazi reakce se nevytvori IK — komplement se nevyvdze a zbyva do 2.
faze reakce, kdy aktivuje hemolyzin

_)

- velmi zalezi na mnozstvi komplementu — kazdy vzorek se musi titrovat,
aby bylo mnozstvi komplementu konstantni

- pouziti:

e diagnostika prijice /syfilis/, brucedzy, pasteurely

e ve virologii prikaz protilatek témér vsech virovych ndkaz
e typizace neznamych Ag nové izolovanych viru

e prikaz protiorgdnovych Ab



Vysetreni komplementového systemu

a) Stanovuji se hladiny jednotlivych slozek K v séru —
za pomoci antisér, vétsinou proti C3, C4, Clqg

b) Celkova aktivita komplementové kaskady-se provadi testem
— (50% hemolyza zpusobena komplementem), stupen
hemolyzy zavisi na mnozstvi pridaného K, neprfima umeéra,
hemolyza - spektrofotometrie
Vyuziti: K detekci poruch nedostatecného mn. nebo defektu slozek
K systému

Vysetreni cirkulujicich a deponovanych IK

Principy metodik
1. Vyuzivajici fyz — chem vlastnosti — CIK- nejvétsi makromolekuly séra mohou byt
preciptovany pomoci PEG (polyetylénglykol). Precipitat je dmeérny mn. cirkulujicich CIK



Vysetreni komplementového systemu

2. CIK na sebe vazi C1 — C3 slozky K. V prvni fazi se odstrani
nenavazany C1q. V druhé fazi se stanovi koncentrace Clq, jez
odrazi i hladinu CIK (totéz pro C3,C4)

3. prukaz vazbou na buriky, které exprimuji receptor pro Fc
gragment 1gG. Lze vyuzit trombocyty
Vyuziti: Pro monitoring jakychkoliv zanétlivych procesu. Pro
diagnostiku imunokomplexovych chorob je dulezitéjsi prukaz
IK deponovanych v tkanich. To se provadi po

vzorku z tkané (kuze, svaly, ledviny) pomoci pfimé
fluorescence se prokazuje ulozeni IgG



Zakalové reakce

metoda probihajici v roztoku

Princip: pri reakci Ag a Ab vznika zakal-precipitat, jehoz intenzita je pfi konstantnim
mnozstvim mn. Ab iumérna koncentraci vysetfovaného Ag

— rozptyl
monochrom. svetla méreného pod
uhlem, méfi se intenzita zableskl
svetla odrazeného od IK (Tyndal.
efekt), vybojka nebo laser

zdroj
svetla

progrf edi srozptyle nymi
cadic emi

L detektor
-—- s prochazeiciho
" Zafeni

adraZe ného

dete ktar
Zareni

TURBIDIM ETRIE

MEFEL OMET RIE

— Ubytek monochrom. svétla o 320nm pfi prlichodu vzorkem v kyveté

meéreného ve stejné roviné

Vyhoda: moznost automatizace, rychlost provedeni, pfesnost, ale vyssi cena, dioda, méné

presna



Vyuziti: Stanoveni c Ig, hlavnich sérovych
proteiny, stanoveni sérovych bilk.(slozky C,
proteiny akut. faze (CRP — stand. 2mg/I, transferin,
alfa2 — makroglobulin)

Uskali: V prec. kfivce je tfeba vymezit oblasti:

a)zona vyuzitelna pro merent, 4 oblast nadbytku Ab

b)Kriticky bod, oblast ekvivalence, zde e nejuyssi kone. Ag,

kterou Ize jeSté mérit

C)ObIaSt za krit. bOdem, zde nelze méfit

Dva rezimy stanoveni
a) End point — méfi se v prostredi polyetylénglykolu
b) Rate kyneticky systém — méri se kineticky , v kratkych ¢asovych intervalech



Imunoblotting

* SOUTHERN BLOTTING

* vyvinutvr. 1970, k detekci DNA, molekuly DNA se prenaseji z
agarozoveho gelu na membranu k nalezeni ¢asti sekvence DNA Ci
konkrétniho genu v genomu

 NORTHERN BLOTTING
e slouzi k detekci RNA

* prenos nam umoznuje zjistit pfitomnost, nepfitomnost a relativni
mnozstvi specifickych RNA sekvenci

 WESTERN BLOTTING
e slouzi k detekci bilkovin

* touto metodou dokazeme najit jednu bilkovinu v mnozstvi jinych,
pricemz urcit i délku daného proteinu

'ellzkévi.slé na pouziti velmi kvalitnich Ab zamérenych na vybranou
ilkovinu

Podstatou blottingu: izolovana latka (obvykle separovana) se prenasi
na membranu.



Diftizni blotting: v prenosovém pufru
Vakuovy blotting: prenos pomoci vakua
Kapilarni blotting: prenos kapilarnimi silami pres filtracni papir

Tankovy elektroblotting: k prenosu vyuzito el. pole (2-3| pufru),
na boku nadoby - elektrody

»Semi dry” blotting: vyuziti plosnych elektrod (100 ml)

* Kapkovaci dot blotting: bilkoviny nejsou rozseparovany —
imobilizace jednotlivych vzorku

* Nylonova — elektrostaticka interakce
* PVDF (polyvinylen difluoridova) — hydrofilni interakce
* Nitrocelulosova — hydrofilni interakce

WESTERN BLOT

3 kroky:

1. SDS PAGE (gradientova elektroforéza)
2. BLOTTING

3. IMUNODETEKCE



Molekula urcitého proteinu postupuje v gelu az do momentu, kdy velikost
porl je mensi nez velikost molekuly a ta se vtomto misté gelu ,,zasekne”.
Pouzitim smési standardnich bilkovin se znamou Mr a po sestrojeni kalibracni
krivky je mozné vypocitat Mr jednotlivych frakci

* WESTERN BLOTTING

Blotovacim zafizenim pro semi-dry blotting preneseme rozdélené proteiny pomoci
el. proudu.

e Sestavime blotovaci zafizeni pro semi-dry blotting

* Na grafitovou elektrodu umistnime filtr. Papiry navlhcené transferovym pufrem,
pak nitrocelul6zovou membranu, gel s proteiny a dalsi navhcené filtr. Papiry

* Prilozime elektrody a zapojime ke zdroji
 IMUNODETEKCE

* Zmembrany odfizneme sjezd s proteinovymi standardy a obarvime amidocerni,
proplachneme v prom. roztoku

 Inkubace s primarni protilatkou v blokov. roztoku
e anasledné se sekundarni protilatkou v blokovacim roztoku.

 Promyjeme a vlozime do substratového roztoku, dokud se neobjevi bandy (barvi
se proteiny)

* Vyvolavani ukon¢ime namocenim membran do vodovodni vody,




Vysledky PAGE analyzy
SDS-gradient PAGE proteinovy profil

denzitometrickyL
egenda:

Z gelu se mohou rozeznat typické
rozdily mezi

- B. afzelii a B. garinii (linie 5, Linie
6)

- spirochetou (linie 1) izolovanou z
larvy Culex (C.) pipiens pipiens a B.
afzelii (linie 2) izolovana z imaga
Culex (C.) pipiens molestus




Nitrocelulézova membrana s antigenen B. garinii, afzelii, smés

Nitroceluldzova membrana

Na kazdé ¢asti membrany jsou postupné nanaseny
antigeny B. afzelii, B. garinii a smés obou antigend.
Text na spodni casti membrany reprezentuje
antigen, ktery byl pouzit pri imunizaci pokusného
jedince. Po obou stranach membran jsou
zachyceny standardy, podle kterych byly odecitany
molekulové hmotnosti nezndmych vzork( sér.
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Nitroceluldzova membrana s antigenem B. garinii, afzelii, smés
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Uskali:

. akrylamid je jedovaty

dostatecné napéti pri blottingu

vihké prostredi v pufru, aby gel nevyschl
gel poradné zatuhnout a bez bublin

elfo od — k +, gel na—, membr. na +



Je to prakticka realizace poznatkl imunologie, radiochemie,
enzymologie a fotometrie a dalsich.

Vznik imunochemickych diagnostickcych metod:

V pribéhu 70-80tych let s rozvojem klinické imunologie,
virologie, farmakologie a dalSich obor(

Zvysily se naroky na rychlost a kvalitu pozadovanych
laboratornich vysetreni. Klade se dlraz na vysokou citlivost,
specifitu a moznost automatizace.

Do té doby slouzily k detekci Ag a Ab klasické metody: KFR,
neutralizace Ag pomoci specifické Ab, svetelna Ci elektronova
mikroskopie, prosta Ci elektroforeticka imunodifuze, které byly
nahrazeny imunochemickymi metodami: FIA, RIA, EIA a dalsi



- stanoveni Ag ci Ab v histologickych prepardtech, télnich tekutinach, a jinych
vzorcich, Imunoeseje, reakce treti generace.
zakladem je reakce:

Ag + Ab IK - imunokomplex
-jeden z reaktantu nese znacku a tim je vizualizovdn vysledek. Detekcnisystém tak
zvysuje citlivost reakce a umoznuje modifikace, které prostou precipitaci reakce
nejsou dosazitelné.
Druhy reakci:
-enzym EIA, EMIT enzyme multiplyed immunoassay technique
-geneticky upraveny enzym CEDIA
-radioizotop RIA
-fluorescencni latka FIA
-chemiluminiscencni latka LIA



— makromolekuly (polymery: proteiny,
polypeptidy...)
navozuji specifickou imunitni opovéd”
specificky reaguji s protilatkami
hapten — nizkomolekularni latka (1¢¢iva, drogy) navazana na
vysokomolekularni nosic
— bilkoviny (glykoproteiny) télnich tekutin
vykazuji specifickou vazebnou schopnost vici antigenu, na
jehoz
podnét se vytvorily, mohou byt cilen€ piipravené
jen proti jedné chemické skupiné
ktera je spolecna pro vice strukturné chemicky pribuznych latek



Imunochemicke metody

— separace
molekul znaceného reagens vazaného v
imunokomplexu od volnych molekul
znaceného reagens v roztoku
(radioimunometody, ELISA) — vysoka citlivost

— bez separace
frakci, jsou jednodussi, rychlejsi, 1ze je
automatizovat (enzymova, fluorescencni a
chemiluminiscencni imunoanalyza)



RIA ~radioimmunoassay

zavedena 1959

spojuje jednoduchou imunologickou
reakci Ag s Ab s metodikami radiochemie, ktera pouziva
Ag nebo Ab znacené radionuklidy

- citlivost: 10-9- 10-17 mol/l —>velmi vyznamné,
nejcitlivejsi
- je mozné stanovovat latky i v télesnych tekutinach

/krev, moc¢, mozkomisni mok.../ i vice nez v pg10-
12(pikogramech)

- stanovujeme jakékoliv latky, proti nimzZ Ize vytvorit
protilatku

protilatku ziskame komercné nebo injikaci Ag Ci
haptenu do kralika nebo morcete
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- izolace IK -imunochemicky — Abs, fyzikdlné - filtrace, centrifugace...
molekularni metody — elektroforéza, chromatogradfie ...

‘N vyhodnoceni:

- ¢im vice molekul X se bude v kazdé zkumavce nachéazet, tim méné molekul Xx se
bude moc navdzat s protilatkou



Vyhodnoceni:

%, XX 100%, 4
v ek omple s ~
neho

podet irapulsi
Za runutu

koncentrace () molil

- vwwhody:  * vysoka citlivost, specificnost, presnost, automatizace
procest
* mikromnoZzstvi latek primo v bioloogickych kapalinach
: nevyhody:
* nakladné zarizeni, drahé pristroje-scintilatory, draha scintilacni tekutina
* radioaktivni material — zdravotni riziko, y nebo B zareni, zvl. bezpecnost
pri  praci, likvidace radioakt. materialu
* vlastnosti radionuklid( ~ znehodnocovdni kratkym polocasem rozpadu
— Casova narocnost (musi se provést hned), u izotopu vydavajicich y zarfeni (,125],
1311, 75S5e) je omezena expirace souprav kratkym polocasem rozpadu




vyuziti:
. vyuziti v kriminalistice, soudnim lIékarstvi (detekce
jedovatych latek), stanovovani velmi malého mnozstvi latek
(nizko i vysokomolekularnich) napr.:kardiotonika, cytostatika
(Iécba infekénich onemocnéni, nadorovych onemocnéni),
hladiny hormond, 1éCiv, vitaminU, drogy, minoritnich sloZzek séra,
ve virologické diagnostice, vysetreni specif. autoprotilatek napr.
proti acetylcholinovému receptoru pri myastemia gravis,

. v alergendiagnostice: RAST test (radioallergensorbent
test) je vyvinuty pro detekci Ab proti specifickému alergenu,
RIST test (radioimmunosorbent test) je testem vyvinutym pro
zjisténi antigenu, Radioimunoprecipitace je pokladana za
nejpresnejsi metodu pro stanoveni IgE v sérech



FIA

* Vypracovanavr. 1941, uvedena do praxe v 50. letech

* Princip: navazanim fluoresceinu — fluorochromu na bilkovin séra (Ag nebo Ab),
podminkou je neztratit imunologické vlastnosti. Vysledkem je spojeni vysoke
specifity imunologickych reakci s citlivosti prikazu fluorescence pomoci
fluorescencniho mikroskopu- citlivost: 10-9- 10-12 mol/|

. TMRITC........ tetramethylrodaminizothiokyanat
*  FITC.cereerrenne fluorescein izothiokyanat, PE ...phycoerythrin

: molekula pfechazi ze zakladniho energetlckeho stavu pri absorbovani energie
do stavu EXCITOVANEHO kde je nestabilni a vyzdrenim energie ve formé tepla i svétla
(emise) se vraci zpét

* -energie dodana lampou v pfistroji

« vlastnosti SONDY:

* jntenzita fluorescence dostatecné vysoka

* fluorescencni signal odlisitelny od pozadi

* vazba na sondu nesmi deformovat vazebné viastnosti Ag a Ab
* nenavdzané barvivo musi byt lehce odstranitelné

! biologicky material sam o sobé vyzaruje energii — pozadi

* HOMOGENNI FIA

¥ HETEROGENNI



*FLUORESCENCE

* - t¥istupfiovy proces u FLUOROFORU a FLUOROCHROMU
. - schopny absorbovat urcité mnozstvi svétla /struktura — ar. kruh/
e 1. FAZE — EXCITACE

SITGLETOVY STAV

laser _ o
obl Lampa @ a energeticky vydii
~ ENERGIE 7 stav

EXCITACE ® 4 5

N

=0 .
2. FAZE — DOBA EXCITOVANEHO STAVU
- trva 10%s ~ velmi kratka g, @
® konformacni zména @Zu
e disipace energie — Cast energie se ztraci | @.
S

e — prechazi na nizsi stav

3.FAZE — EMISE

- vyzareni energie, prechazi na zakladni stav —» %
vyzdreni EMISNI ENERGIE %
/~energie emisniho spektra/

energie EXCITACNI se NErovnd EMISNI !!!
Eex> Eem h .(c/Aex) > .(c/lem)
= Aex < Aem = vl. délka excitacni je mensi
nez emisni



FUNKCE FLUOROFORU :
Maji schopnost absorbovat svétlo v UV oblasti a vyzarovat ve viditelné.

Jsou vhodné k vizualizaci sledovanych objektu. Jsou latky schopné
vyzarovat (emitovat) prebytecnou E jako zareni vyssi vinové délky. Na
konjugaci jsou vhodné pouze fluorochromy obsahujici chemickou skupinu,
ktera se nevné vaze na bilkovinu. (Specificky se vazi na urcité struktury

v BB = umozni jejich zviditelnéni a dalsi analyzu ~ vyssi fluorescence =
vice fluoroforu = vice latky v BB)

- backround fluorescence ~ fluorescence pozadi — je nezadouci, musi se
odfiltrovat

- 2 slozky : « AUTOFLUORESCENCE samotného vzorku /flavony, flavoprot.,
NADH.../

e REAGENCNI POZADI / fluorofor se navaze tam, kam nema /

Pozitivni reakce: se jevi ve fluoresc. mikroskopu vyzarovanim sveétla urcité
barvy typické pro pouzity fluorochrom, zvysi se fluorescence v pripadé
vzniku IK na rozdil od pozadi Ag s navazanym F, i jinym zpUsobem se
uprednostni vznik signalu v pripadé vzniku IK



heterogeni techniky
homogenni techniky
Homogenni FIA

nevyzaduje separaci volného a vimunokomplexech vazaného Ag
Ci Ab pred mérenim fluorescence.

Citlivost je omezovana interferenci s riznymi latkami ve vzorku
(zejména v krevnim séru), maly stupen fluorescencnich zmén.

Podstata: kompetitivni princip, vyuziva se fluorescencni
polarizace, zhaseni, stupnované fluorescence, excitacni prenos
fluorescence, fluorescencné znaceny substrat.

Heterogenni FIA

Podstata: volné oznacené Ag se musi oddélit od Ag vazanych
v imunokomplexech ( nebo volné znacené Ab od Ab
v komplexech) jesté pred uskutec¢nénim méreni.

Oddéleni:
precipitaci imunokomplexdu,
pouzitim znaceného reaktantu Ag nebo Ab vazaného v tuhé fazi



Heterogenni FIA

Mikroskopicka IFA ma 2 modifikace: 1. Pfima a 2. neprima IFA patfri mezi heterog.
techniky

Prima
a) detekce Ag
VysSetrovana tkan je fixovana na sklicku (Ag), priddme znamou znacenou

protilatku AbF, inkubujeme a promyjeme. Ve fluorescencnim mikroskopu
pak pozorujeme pozitivitu vzorku - zareni na sklicku

||- Ag + AbF - ||- méreni fluorescence
b) detekce Ab

znamy znaceny Ag nebo hapten fixovan na sklicku, HF nebo AgF
prevrstvime vysetrovanym sérem. Po inkubaci a promyti pozorujeme sklicko
pod fluor. mikroskopem

||- AgF, HF + Ab - ||- meéreni fluorescence
Neprima — prukaz Ab ve vySetfovacim séru

Tkan se znamym Ag nebo bunécna kultura (suspenze jader. bunék)
fixovanou na sklicku prevrstvime vysetrovanym sérem i kontrolnimi vzorky,
nasleduje inkubace a promyti. Priddme konjugat (sekund. Ab)

s fluorochromem, opét inkubujeme a promyjeme a pak pozorujeme v
mikroskopu

||- Ag + Ab + AbSF - ||- meéreni fluorescence



FIA

pristroje :

e SPEKTROFLUOROMETR

- meéri fluorescenci vztazenou na cely preparat
e FLUORESCENCNI MIKROSKOP

Fluorescencni: jako zdroj excitace vyuziva lampu s vybojkou pro UV zareni. Obraz
fluoreskujiciho objektu na tmavém pozadi ziskame pomoci 2 komplementarnich
filtrG: 1. primarniho excitacniho propoustéjiciho kratkovinné zareni a 2.
sekundarniho okularového zadrzujiciho emitované primarnim filtrem pouze
viditelné zareni objektu.



FIA

* Vyuziti: prukaz a titrace Ab, prukaz Ag napr. ANA
test — protilatky proti nuklearnimu Ag
(fluorescencni reakce v oblasti jader)

* Prima: k prukazu Ag v tkannovych rezech (napf.
deponované IK) nebo v dalsi biolog. vzorcich pro
rychly prukaz patogenu ve sputu Ci
bronchoalveolarni lavazi

* Neprimad: k prukazu autoprotilatek jak a)
organove nespecifickych (antinuklearnich) Ab
proti mitochondriim, hladkému svalstvu b)

Fénové specifickych (ab proti parietalnim b.

udku, B bunkam pankreatu, bazalni membrané

glomerulu, slinnym Zlazam a pod)

or
Zd



