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ImunosensoryImunosensory

StruStrukkturturaa IgGIgG

FcFc

SS--S S vazbyvazby

COOHCOOH

NH2

NH2

mmembrembráánový nový úúseksek

FabFab

FvFv

ssacharidacharidovovéé
řřetetěězcezce

CH1

CH2

CH3

CL

VL

VH
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IgGIgG

CDR úseky

FR úseky

konstantní

variabilní

hypervariabilní

papain
pepsin

FR    - „framework“
(konstantní)

CDR - „complementary 
determinant region“
(hypervariabilní)

papain ... 2 x Fab + Fc
pepsin ... F(ab’)2 + Fc

V1        Vn    D1-n    J1-4   C µ Cδ Cγ3    
etc.

n=2 .. 300   n ∼ 12                1 C geny pro podtřídy

V1         Vn                  J1-5        C

n=2 .. 300
L (k) chromosom 6

H chromosom 12

Kombinace genů (myší IgG)

ImmunoglobulinImmunoglobulinyy

IgG

IgA

IgM

Vlastnosti protilátek (myší třídy)

Třída IgA IgD IgE IgG IgM
M (kDa) 170 180 190 160 900
H řetězec α δ ε γ µ
Sacharid (%) 7-11 12-15 12 2-3 9-12

Spojení haptenu s nosnou bílkovinou

V místě determinanty Mimo determinantu
- nízká specifita Ab vysoká specifita Ab
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PolyPolykklonlonáállnníí protilprotiláátkytky

2. Získání
antiséra

1. Imunizce

PPřřííprava imumizacprava imumizacíí experimentexperimentáálnlníích ch 
zvzvíířřat at ((konkoněě, kozy, ovce, kr, kozy, ovce, kráállííci, myci, myšši,...)i,...)
antigeny lze pouantigeny lze použžíít pt přříímo, hapteny se mo, hapteny se 
musmusíí spojit s nosnou bspojit s nosnou bíílkovinoulkovinou

Afinita vzniklých protilAfinita vzniklých protiláátek je obvykle tek je obvykle 
velmi vysokvelmi vysokáá; polyklon; polyklonáálnlníí antisantiséérum rum 
obsahuje populaci robsahuje populaci růůzných protilzných protiláátek s tek s 
odliodliššnými afinitaminými afinitami

buňky produkující
protilátky

4. 4. KlonovKlonováánníí (limit(limitnníí řřededěěnníí))

v tkáňové kultuře
(5-50 µg/L)

3. Sele3. Selekcekce -- kkultivaultivace v ce v HAT mediuHAT mediu

nezfúzované hybridomy nezfúzované myelomy
slezinné buňky nepřežijí v HAT mediu
nepřežijí v kultuře

1. 1. ImunizovanImunizovanáá mymyšš
nebo krysanebo krysamyelomové

buňky
+

+ polyethylenglykol2. 2. FFúúze bunze buněěkk

slezina

5. Produ5. Produkce protilkce protiláátektek

jakojako asciasciticktickáá tekutinatekutina (5(5--15 mg/mL)15 mg/mL)

A               B               C                 D       klony prdukující různé
protilátky

MonoMonokklonlonáálnlníí protilprotiláátkytky
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ppřřevedenevedeníí výroby ascitickvýroby ascitickéé tekutiny (produkce protiltekutiny (produkce protiláátky in vivo v mytky in vivo v myšíších) doch) do
in vitro podmin vitro podmíínek (produkce v tknek (produkce v tkááňňových kulturových kulturáách)ch)

výroba velkých výroba velkých ššararžžíí (gramov(gramováá mnomnožžstvstvíí) v kontinu) v kontinuáálnlníích fermentach fermentaččnníích ch 
systsystéémech (ovmech (ověřěřeneníí procesu, výbprocesu, výběěr vhodných mr vhodných méédidiíí))

VVýroba monoklonýroba monoklonáálnlníích Abch Ab

RekombinantnRekombinantníí protilprotiláátkytky
bubuňňky produkujky produkujííccíí protilprotiláátkytky

VH CH VL CL

extraextrakcekce mRNAmRNA

transformatransformace nace na cDNAcDNA
amplifiamplifikkaacece variabvariabilnilnííchch ččááststíí

spojenspojeníí, dal, dalšíší amplifiamplifikacekace

DNA scFv fragmentDNA scFv fragmentuu
vlovložžena do plasmidu ena do plasmidu čči fi fáágaga,,
expreseexprese scFv scFv v buv buňňkkááchch

linker

PPřříípravaprava
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V H

V L

V H

V L

V L

V H

V H V L

V L V H

V HA
V LB

VLA
V HB

monomermonomer nekovalentnnekovalentníí dimerdimer

kovalentnkovalentněě kkřříížžený dimerený dimer „„diabodydiabody““

Formy scFv molekulFormy scFv molekul

rAbrAb z z ffáágovýchgových knihovenknihoven
•• ffáágovgováá knihovna: knihovna: semisynteticksemisyntetickáá scFvscFv VVHH+V+VLL, kolekce , kolekce scFvscFv

phagemidphagemidůů ppřřipravenou ze syntetických Vipravenou ze syntetických V--genových genových 
segmentsegmentůů exprimovanýchexprimovaných na povrchu na povrchu filamentfilamentóóznznííhoho ffáágaga

•• selekceselekce scFvscFv protilprotiláátektek
•• konjugkonjugáátt analytuanalytu s nosným proteinem se sms nosným proteinem se smííchcháá s s 

polyklonpolyklonáálnlníí populacpopulacíí rekombinantnrekombinantnííchch ffáággůů, po inkubaci se , po inkubaci se 
komplexy komplexy analytanalyt--rekombinantnrekombinantníí ffáágg zachytzachytíí na povrch na povrch magnmagn. . 
ččáástic stic (nap(napřř. interakce. interakce avidinavidin--biotin), nenavbiotin), nenaváázanzanéé ffáágygy se se 
odstranodstraníí promytpromytíímm

•• navnaváázanzanéé, tedy , tedy antigenantigen--specifickspecifickéé ffáágygy se uvolnse uvolníí z mg. z mg. 
ččáástic a poustic a použžijijíí potpotéé k infikovk infikováánníí bunbuněěk k E. E. colicoli

•• specifickými specifickými ffáágygy infikovaninfikovanéé E. coliE. coli bubuňňky jsou potky jsou potéé
namnonamnožženy a infikoveny a infikováány ny helperhelper ffáágemgem (spust(spustíí replikaci replikaci 
rekombinantnrekombinantnííchch ffáággůů))

•• namnonamnožženenéé ffáágygy jsou potjsou potéé koncentrovkoncentrováány precipitacny precipitacíí
polyethylen glykolem a poupolyethylen glykolem a použžity v dality v dalšíším kole selekce m kole selekce 
uvednuvednéé vývýšše (4 kola)e (4 kola)

•• ELISA testem se vyberou ELISA testem se vyberou monoklonmonoklonáálnlníímimi ffáágygy s reaktivitou s reaktivitou 
výhradnvýhradněě proti molekule proti molekule analytuanalytu



6

FormFormááty imunostanoventy imunostanoveníí

kkompetitiompetitivnvníí

sendvisendviččovovéé

Protilátka (Ab)

Analyt

Značka (enzym, 
fluorofor, ...)

ImunostanovenImunostanoveníí
KKompetitivompetitivnníí SSendviendviččovovéé

limitujlimitujííccíí obsahobsah AbAb
afinitafinitaa ururččuje citlivostuje citlivost

Ka
nízká
vysoká

[analyt][analyt]

Signál

nadbyteknadbytek AbAb
afiniafinitata mméénněě ddůůleležžititáá
pro citlivostpro citlivost
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Parametry Parametry imunostanovenimunostanoveníí

Limit detekce

střed křivky

Ka
vysoká nízká

[analyt]

1
0.8

Brel

0.5

0

mměřěřenýený signsignáál ... Yl ... Y

Brel = (Y - Yblank) / (Ymax - Yblank)

kkřříížžovováá reaktivita reaktivita ==
xA50/xB50 • 100%

kalibrakalibraččnníí zzáávislost vislost ==
(A - D) / (1 + (x/x50)b ) + D

osa x - logaritmická škála
0.1       1       10       100    1000

OptickOptickéé imunostanovenimunostanoveníí

zmzměěna tlouna tlouššťťky ky 
vrstvy vede ke vrstvy vede ke 
zmzměěnněě barvybarvy

odražené světlo

PPřříímméé vizuvizuáálnlníí
hodnocenhodnoceníí

analyt

biovrstva

optická vrstva

Si „wafer“
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•• imunostripy imunostripy –– samovolný pohyb roztoksamovolný pohyb roztokůů v membrv membráánovnovéém m 
systsystéému prostmu prostřřednictvednictvíím kapilm kapiláárnrníích silch sil

•• zzááchytnchytnéé zzóóny, zviditelnny, zviditelněěnníí pomocpomocíí barvotvornbarvotvornéé enzymovenzymovéé
reakce, preakce, přříípadnpadněě zlatzlatéé nanonanoččáástice (stice (ččervenervenéé))

•• vizuvizuáálnlníí vyhodnocovvyhodnocováánníí

ELISAELISA--on a stripon a strip

ELISAELISA--on a chipon a chip

•• plastový pplastový přříípravek (pravek („„ččipip““) pro vlo) pro vložženeníí úúzkzkéého imunostripu ho imunostripu 
–– zlepzlepššenenáá reprodukovatelnost transportu lreprodukovatelnost transportu láátektek

•• pohyb vzorku jednpohyb vzorku jedníím smm směěrem, pohyb substrrem, pohyb substráátovtovéé smsměěsi si 
v kolmv kolméém smm směěruru
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ELISAELISA--on a chipon a chip
•• vyhodnocovacvyhodnocovacíí systsystéém na m na 

bbáázi CCDzi CCD
•• zlepzlepššenenáá reprodukovatelnost reprodukovatelnost 

ddííky srovnky srovnáánníí odezvy odezvy 
kontrolnkontrolníí a ma měřěřííccíí zzóónyny

Enzym

Enzym

Enzym

P       S

e-

1. 1. Inkubace se vzorkem aInkubace se vzorkem a
s s „„traceremtracerem““

2. Separa2. Separace, promytce, promytíí

3. P3. Přříídavek substrdavek substráátutu
(inkubace)(inkubace)

4. Zm4. Změřěřeneníí signsignáálulu

Elektrochemická
imunostanovení
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PseudohomogenPseudohomogennníí
stanovenstanoveníí -- bez separacebez separace
a promývaca promývacíích krokch krokůů

ZvýZvýššenenáá reakreakččnníí odezvaodezva
vznikvznikáá na povrchu dna povrchu důůsledkemsledkem
ttěěsnsnéého kontaktu dvouho kontaktu dvou
kooperujkooperujííccíích enzymch enzymůů

Enzymové „tunelové“
imunostanovení

Enzym 1

Enzym 2
konjugovaný
s analytem

S1
P1 = S2

P2

Protilátka

FCFDFCFD
fluorescencefluorescence capillarycapillary fillfill devicedevice

•• je optický afinitnje optický afinitníí imunoimuno//biosensorbiosensor,, vvyuyužžíívváá k detekci fluorescentnk detekci fluorescentníí
znaznaččku (ku (fluoroforfluorofor))

•• znaznaččkaka emituje svemituje svěětlo do tlo do planplanáárnrnííhoho svsvěětlovodutlovodu, nesouc, nesoucíího ho 
imobilizovaný imobilizovaný bioligandbioligand

•• zzáákladem jsou dvkladem jsou dvěě paralelnparalelníí sklenskleněěnnéé destidestiččky vytvky vytváářřejejííccíí pracovnpracovníí
prostor o tlouprostor o tlouššťťce pouze 0.1 mm ("kapilce pouze 0.1 mm ("kapiláárnrníí" rozm" rozměěr), cor), cožž
umoumožňžňuje samovolnuje samovolnéé naplnnaplněěnníí definovaným objemem vzorku. definovaným objemem vzorku. 

 

α

βd

Odlišení volného a vázaného fluoroforu

•• po afinitnpo afinitníí interakci je interakci je ččáást st 
fluoroforufluoroforu volnvolněě v roztoku a v roztoku a ččáást je st je 
vváázzáána v komplexu s na v komplexu s bioligandembioligandem
na povrchu na povrchu svsvěětlovodutlovodu

•• emitovanemitovanéé svsvěětlo (fluorescence) z tlo (fluorescence) z 
roztoku vstupuje do roztoku vstupuje do svsvěětlovodutlovodu jenjen 
pod omezenými pod omezenými úúhly (vhly (věěttšíší nenežž
kritickkritickéé), sv), svěětlo z vtlo z váázaných zaných 
fluoroforfluoroforůů mmůžůže vstupovat i pod e vstupovat i pod 
menmenšíšími mi úúhly (hly (fluoroforfluorofor je vje váázzáán v n v 
penetrapenetraččnníí oblasti exponencioblasti exponenciáálnlníí
vlny).vlny).
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FCFDFCFD
•• po výstupu svpo výstupu svěětla z konce tla z konce svsvěětlovodutlovodu pak lze podle pak lze podle 

výstupnvýstupníího ho úúhlu odlihlu odliššit fluorescenci z volnit fluorescenci z volnéého roztoku ho roztoku 
a z povrchova z povrchovéé oblasti, toblasti, tíím lze kvantitativnm lze kvantitativněě ururččit podit podííl l 
vváázanzanéého ho fluoroforufluoroforu bez separabez separaččnníího kroku ho kroku --
homogennhomogenníí stanovenstanoveníí

•• VýstupnVýstupníí úúhly svhly svěětla emitovantla emitovanéého vho váázaným a volným zaným a volným 
fluoroforemfluoroforem (nap(napřř. fluorescein), se li. fluorescein), se lišíší, co, cožž umoumožňžňuje uje 
jednodujednodušše rozlie rozliššit vit váázanou a volnou formu zanou a volnou formu fluoroforufluoroforu, a , a 
tak vyhodnotit prtak vyhodnotit průůbběěh homogennh homogenníího ho imunochemickimunochemickééhoho
stanovenstanoveníí..

-90            0 α          90           -90            0 β        90
fluofory volné fluofory vázané
 v roztoku na povrch sv ětlovodu

Úhly paprsků na výstupu světlovodu

FCFDFCFD

•• zdroj svzdroj svěětla tla -- výbojka výbojka fotobleskufotoblesku, omezen, omezeníí výstupnvýstupníích ch úúhlhlůů se se 
provede pomocprovede pomocíí ššttěěrbiny, dalrbiny, dalšíší sousouččáásti filtry, sti filtry, ččooččky a detektorky a detektor

•• zazařříízenzeníí je jednoduchje jednoduchéé, levn, levnéé, snadn, snadnáá masovmasováá výroba, na jedno výroba, na jedno 
poupoužžititíí

•• malmaléé vzdvzdáálenosti v systlenosti v systéému mu sensorusensoru zkracujzkracujíí dobu odezvy, kterou dobu odezvy, kterou 
pak primpak primáárnrněě ururččuje kinetika vazebnuje kinetika vazebnéé interakce, ne transportninterakce, ne transportníí
pochody (5 min kompetitivnpochody (5 min kompetitivníí, 15  sendvi, 15  sendviččovovéé stanovenstanoveníí

•• nenneníí ttřřeba odmeba odměřěřovat vzorek (povat vzorek (přříímo krev, smo krev, séérum, morum, močč), nejsou ), nejsou 
nnáároky na manipulaci.roky na manipulaci.

filtr          štěrbina

čočka

zdroj sv ětla
(výbojka) pro
excitaci fluoroforu

světlovod

D

FCFD sensor
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Excitace fluoroforExcitace fluoroforůů
evanescentnevanescentníí vlnouvlnou

•• imunoreakce probimunoreakce probííhháá na povrchu svna povrchu svěětlovodntlovodnéé vrstvyvrstvy
•• evanescentnevanescentníí vlna se vlna se šíšířříí mimo svmimo svěětlovod, kde excituje tam tlovod, kde excituje tam 

ppřříítomntomnéé fluorescentnfluorescentníí znaznaččky, navky, naváázanzanéé v prv průůbběěhu hu 
imunostanovenimunostanoveníí

•• svsvěětlovod pak dtlovod pak dáále sloule sloužžíí jako jako „„sbsběěraračč““ zzáářřeneníí emitovanemitovanéého pho přři i 
fluorescencifluorescenci

Imunosensory Imunosensory -- enzymovenzymovéé znaznaččkyky
•• peroxidasa (HRP)peroxidasa (HRP)

– substráty - vždy peroxid vodíku plus další oxidovatelné látky:
– 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB) měření fotometricky při 450 nm
– 2,2'-azino-di(3-ethyl)benzthiazolin sulfonová kys. (ABTS) při 650 nm
– 5-aminosalicylová kyselina (ASA) při 450 nm
– elchem: jodid, hydrochinon, ferrocen, ASA, ...

•• lakasalakasa
– obdobná HRP, ale stačí jí kyslík místo peroxidu vodíku

•• alkalickalkalickáá fosfatasa (ALP)fosfatasa (ALP)
– p-nitrofenylfosfát (PNPP), hydrolysou vznikající p-nitrofenol se stanovuje fotometricky 

v alkalické prostředí kolem 405 nm
– p-aminofenylfosfát (PAPP), vzniklý aminofenol se oxiduje na elektrodě

•• ββ--galaktosidasagalaktosidasa
– o-nitrofenyl-β-D-galaktosid (ONPG), hydrolysou vzniklý o-nitrofenol se měří při 420 

nm
•• ureasaureasa

– močovina, změna pH vyvolaná hydrolysou se měří pomocí indikátoru bromkresolová
modř při 588 nm, nebo potenciometricky (LAPS)

•• glukosa oxidasaglukosa oxidasa
– velmi stabilní, měří se generovaný peroxid vodíku

•• acetylcholinesterasaacetylcholinesterasa
– vysoké číslo přeměny
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Imunosensory Imunosensory -- fluorescenfluorescenččnníí znaznaččkyky

• fluorescein, tetramethylrhodamin
– klasické, dostupné v aktivované formě

(NHS, biotin, ...)
• Cy5, Cy3 - cyaniny, NIR 650/667 nm

– levná instrumentace
• QD „quantum dots“

– anorganické nanočástice obsahující volné
elektrony, s velikostí narůstá vlnová délka 
emise, stabilita a vysoké výtěžky, velké
Stokesovy posuny

Imunosensory Imunosensory -- fluorescenfluorescenččnníí znaznaččkyky

• cheláty lanthanidů (Eu, Sm, Dy)
– dlouhá životnost excitovaného stavu
– Time Resolved Fluorescence
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ElektroElektrochemichemiluminiscenceluminiscence

BioVeris™ technologie:
rychlý “mix and measure”
homogenní formát

znaznaččkaka
biotinbiotin

analyt ve vzorkuanalyt ve vzorku

mg. kulimg. kuliččky potaky potažženenéé
streptavidinemstreptavidinem

znaznaččkaka

analytanalyt

kulikuliččkaka
(zv(zvěěttššeno)eno)

•• StabilnStabilníí neizotopickneizotopickáá znaznaččka, rka, růůznznéé formy pro rformy pro růůznznéé biomolekuly:biomolekuly:

•• BVBV--TagTag--NHSNHS--esterester aminy (baminy (bíílkoviny)lkoviny)
•• BVBV--TagTag--fosforamidfosforamid fosfoskupiny (nukleovfosfoskupiny (nukleovéé kyseliny)kyseliny)
•• BVBV--TagTag--maleimidmaleimid thiolythioly
•• BVBV--TagTag--hydrazidhydrazid sacharidysacharidy
•• BVBV--TagTag--aminamin karboxylykarboxyly

ruthenium(II) tris(bipyridin) NHS ester

ECL znaECL značčkaka

BV-TAGTM
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ECL reakceECL reakce

Luminiscence
emise světla

Chemi-
předání chemické energie

Elektro-
elektrochemická iniciace

•• ruthenium a TPA jsou oxidovruthenium a TPA jsou oxidováány po aplikaci napny po aplikaci napěěttíí na elektroduna elektrodu
•• TPA+ ztrTPA+ ztrááccíí proton, redukuje Ruproton, redukuje Ru3+3+ na Runa Ru2+2+, kter, kteréé z excitovanz excitovanéého ho 

stavu pstavu přřechecháázzíí do zdo záákladnkladníího za vyzho za vyzáářřeneníí fotonufotonu
•• Ru se nespotRu se nespotřřebovebováávváá –– recykluje recykluje –– zesilovaczesilovacíí mechanismus mechanismus ––

zvýzvýššeneníí citlivosti stanovencitlivosti stanoveníí

RRůůznznéé formformááty stanoventy stanoveníí

iimmunouno

DNADNA

enzymenzym

vazebnvazebnéé
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HomogennHomogenníí formformáát stanovent stanoveníí

•Shorter Incubation Times
•Reduced Assay Steps

KEY:

Coat Plate 

Wash

Block Plate

Primary Ab

Secondary Ab

HRP Anti-rat Ab

Substrate
Development

Read

0 2 4 6 8 10 12 14 16

ELISA

BioVerisTM

Hours

M-SERIES® 384 Analyzer
BioVeris Detection System

M-SERIES M1R Analyzer

M-SERIES M1M Analyzer

Moving BioVeris™ Technology Forward
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M1M System in Transport Cases

Enzymatic Assays for Toxins
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A)   Protease binds to substrate

B) Compound         in drug 
library recognizes substrate 
and binds, preventing toxin 
from binding

Enzymatic Assays for Screening 
Drug Targets

Protease or toxin

A)   Substrate is cleaved, no signal

B) Compound inhibits protease
activity of toxin, signal is 
generated and viable drug 
candidate identified!

Imunosensory Imunosensory -- co lze mco lze měřěřitit

• teoreticky každý analyt, pro který ...
– jsou k dispozici příslušné protilátky
– případně již existuje ELISA stanovení
– lze připravit protilátky klasickými postupy
– lze připravit rekombinantní protilátky 

pomocí genetické knihovny
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Imunosensory Imunosensory -- ppřřííklady stanovenklady stanoveníí
• klinická oblast

– markery: albumin, apolipoprotein, hCG, hLH, thyroxin, 
fetoprotein, hIgE, troponin, FABP, PSA, HBsA, ...

– léčiva: amfetamin, digoxin, fenytoin, theophylin, ...
– drogy: kokain, heroin, ...

• životní prostředí
– pesticidy: triaziny (atrazin), fenoxyalkanové k. (2,4-D), 

organochlorové (acetochlor, DDT)
– toxické látky: mikrocystiny, polychlorované bifenyly (PCB)

• potravinářství
– bakterie: Listeria, Cryptosporidium, Salmonella, E. coli

O157H7
– kontaminanty: antibiotika (penicilin), aflatoxiny

• vojenství
– bakterie, viry, toxiny


