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Imunochemické metody stanoveni bilkovin
* Plazmatické bilkoviny, proteiny akutni faze

e Kvalitativni a kvantitativni stanoveni bilkovin - elektroforéza
bilkovin, spektrofotometrické a chromogenni stanoveni, bilkoviny v
modi

* Imunochemické metody stanoveni bilkovin
* |Imunoanalyza: RIA, EIA a dalsi
* |Imunochromatografie, imunochromatografické prouzky



Bilkoviny

slozeny z 20 raznych AA vzajemné vazanych peptidovymi vazbami,
presné poradi aminokyselin urcuje primarni strukturu bilkovin

dalsi usporadani bilkovin je dano vodikovymi mustky (sekundarni
struktura), elektrostatickymi silami, hydrofobnimi interakcemi a
disulfidovymi mustky (terciarni struktura)

oligomery identickych nebo podobnych podjednotek bilkovin se
mohou nékdy navzajem vazat nekovalentnimi vazbami a vytvaret
tak kvartérni strukturu

obsahuji v retézci vice nez 100 AA, jedna se velké polymery o
molekulové hmotnosti 10 — 1000 kDa ale i vice



Plazmatické bilkoviny

* Krevni plazma a intersticialni tekutina

Biosyntéza

e Jatra —vétsina

* Lym-lIg

* Enterocyty —apoprotein B-48

Odbouravani
* Hepatocyty

* Mononuklearni fagocytarni systém — degradace komplex
(haptoglobin-hemoglobin, antigen-protilatka)



Plazmatické bilkoviny

Regulace syntézy
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Plazmatické bilkoviny

pre-proteiny

posttranslaéni modifikace v drsném ER a GA (proteolyza,
glykosylace, fosforylace) - vétSinou glykoproteiny (kromé Alb a
CRP)

N-glykoproteiny: Asn
O-glykoproteiny: Ser a Thr (muciny a proteoglykany)

polymorfizmus — Ig, ceruroplasmin, transferin

charakteristicky polocas setrvani v obéhu: Alb - 20 dn(



Plazmatické bilkoviny

celkovy protein = vice nez 300 proteinl (nékteré enzymy a
proteohormony jsou klasifikovany zvlast)

Sérum: 62-82 g/l (35-50 g/l Alb a 20-35 g/| sérové globuliny =
transportni proteiny, reaktanty akutni faze, globuliny)



Plazmatické bilkovin
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Plazmatické bilkoviny

malo stavu ovliviiuje c vSech bilkovin

Hypoproteinémie

hromadéni tekutiny v extravaskularnim tkarilovém prostoru -
edém

malnutrice (albumin, transferin, C3)

déti a gravidni

Hyperproteinémie
dehydratace

plazma > sérum (fibrinogen)
odbér ve stoje (10-15%)
svalova aktivita (12%)

veétSinou zmeény c jednotlivych slozek



Plazmatické bilkoviny

Fce
e UdrzZovani onkotického (koloidné osmotického) tlaku

o brani nadmérnému pronikani intervaskularni tekutiny do
extravaskularniho prostoru

Transport mineralt, hormond, lipidu, katabolitt
Prealbumin

Albumin — MK, bilirubuin, Ca, léky, vitaminy
Ceruroplasmin - Cu

Transferin - Fe

Apoproteiny — lipidy

Haptoglobin — volny hemoglobin

Transkortin — CO?

TBG — thyroxin

RBG - retinol

O O 0O 0O O 0 0O O O



Plazmatické bilkoviny

Fce

 Hemokoagulace a fibrinolyza

o koagulacni faktory — IX, VIII, trombin, fibrinogen

o antikoagulacni faktory (faktory rozpoustéjici tromby) — plazmin

* Enzymy a inhibitory enzymi
o tvorba komplexd s enzymy a jejich odstranéni
o cholinesteraza, ceruroplazmin

o inhibitory proteaz — branici napadeni poskozenych a zanicenych
tkani proteolytickymi enzymy (a,-antitrypsin, o,-antichymotrypsin,
a,-makroglobulin)



Plazmatické bilkoviny

Fce
 Obranné reakce organizmu

* Specificka a nespecificka imunita
o lg— odstranéni antigenu
o Komplementovy systém — odstranéni bunécnych antigenu

e Akutni faze zanétu

o oy-antitrypsin, a,-kysely glykoprotein, haptoglobin, a,-
makroglobulin



Plazmatické bilkoviny

Klinické vyuziti
 Kardiomarkery

e Tumormarkery

e Reaktanty akutni faze
e Bunécné enzymy

* Hormony

e Cytokiny



Proteiny akutni faze

Zanétlivé a stresové markery
Zanét, trauma, nadorové bujeni

Destrukce bunék, reverzibilni poSkozeni b. a reparace, metabolicka
aktivizace (IS)

Zmeény c proteint béhem zanétu ¢i nekréz
Syntéza v jatrech



Proteiny akutni faze

Pozitivni Negativni

C-reaktivni protein Albumin, prealbumin

Slozky komplementu (C3, C4) | Transferin

a,-antitrypsin, a,- Antitrombin
antichymotrypsin, a,-
makroglobulin

Haptoglobin, hemopexin, Transkortin
ferritin, ceruroplasmin
Sérovy amyloid A (SAA) RBP

Prokalcitonin

Fibrinogen

TNF-a, IL-1, IL-6

Vyznam —
* Kritérium syntézy bilkovin v jatrech a ukazatel malnutrice



Proteiny akutni faze

Vyznam +

@)

Slozky imunitni reakce

likvidace noxy, uloha pri odstranovani poskozenych b., modulace
imunitni odpovédi (CRP, C3, C4, cytokiny)

Ochrana pred kolateralnim poskozenim tkané
z fagocytU atd. - proteolytické enzymy a reaktivni formy kysliku

Inhibitory proteaz (a,-antitrypsin, a,-antichymotrypsin, o,-
makroglobulin)

Haptoglobin, hemopexin, ferritin, ceruroplasmin

Transport odpadnich latek
Hemoglobin, hemopexin, SAA

Koagulace a bilkoviny podilejici se na regeneraci
Fibrinogen, prokalcitonin, protrombin, von W f, plazminogen



Proteiny akutni faze

Rychlost zmén plazmatickych ¢
« Casné (6-10 h)
o CRP, SAA, prokalcitonin

e Se stifedni dobou odpovédi (12-36 h)
* o,- kysely glykoprotein, a,-antitrypsin, haptoglobin, fibrinogen

* Pozdni (48-72 h)
(3, C4, ceruroplasmin



Plazmatické bilkoviny

Albumin

* 55-65% celkové plazmatické bilkoviny

 40% v plazme, 60% v extracelularnim prostoru
e jatra produkuji cca 12 g za den (dle pfijmu AA)
* biol. polocas 20 dni

Fce

* onkoticky tlak

* proteinova rezerva organizmu

e transport — steroidni hormony, zluc. k., MK, bilirubin, 1éky
(sulfonamidy a salicylaty), ionty Ca, Mg, Zn, Cu



Plazmatické bilkoviny

Albumin

 Odbér: rano, nalacno (10 — 12 hodin pred odbérem nejist, byt v
klidu, vypit 2 — 3 dl vody). Pred odbérem 15 minut sedét.

* Vyhodnoceni vysledki: do 24 hodin, pri urgentnim pozadavku do
2 hodin

* Fyziologické hodnoty v séru:
Novorozenci O - 6 tydn(: 27 - 33 g/
Kojenci 6 tydn( - 1 rok: 30 - 43 g/I
Mu?zi, Zeny 1 - 110 let: 35 - 53 g/I



Plazmatické bilkoviny

Albumin J ¢

©)
@)

snizenou tvorbu albuminu v jatrech, pfi:
tézkém poskozeni jater - cirhdza jater (™ ALG/GLB ratio)
podvyZivé s nedostatecnym privodem bilkovin ve stravé (kwashiorkor)

zvysSené ztraty albuminu z organizmu, pfi:

nefrotickém syndromu — onemocnéni ledvin s vyraznymi ztratami
bilkovin moci

popaleninach
onemocnéni strev, zaludku s vyraznymi ztratami bilkovin stolici
Otoky, tekutina v télnich dutinach

zanétliva onemocnéni, zvysSeny katabolizmus:

zanétem nebo nddorem vyvolana { c bilkovin krvi (neg protein akutni
faze)



Plazmatické bilkoviny

Albumin J ¢

 onemocnéni s nadprodukci protilatek (napfr. chronicky zanét, MM)

* jiné stavy se snizenou hladinou albuminu v krvi:

o sepse (systémovy infekéni zanét s rozsevem choroboplodnych
zarodkU z puvodniho mista infekce do jinych organu s jejich
poskozenim)

o Sok (tézky Zivot ohrozujici stav, kdy dochazi k selhani krevniho
obéhu s tézkou poruchou prokrveni tkani a organu)

o prevodnéni organizmu

o analbuminemie - velice vzacna vrozena porucha tvorby ALB,

onkoticky tlak byva polovi¢ni nez u normalnich c ALB, vznikaji
pouze mirné otoky - kompenzacné se zvysuje tvorba jinych bilkovin

™c
* dehydratace, ketodieta



Proteiny akutni faze

CRP
* B,—globulin
* Precipituje C-polysacharid pneumokokd

e Aktivuje komplemetovy systém, hraje ulohu opsoninu (vazba na
fosfocholin odumrelych b. a nékterych bakt)

* /I cpo4hod po navozeni reakce akutni faze (prvni dny ™ c vice
neZz 100x)

* rozdil mezi bakt a vir hore¢natymi onem.
 monitorovani [éCby ATB

* /I cuakutnich onemocnéni (infarkt myokardu, hluboka zilni
trombodza, bakt infekce..) a u chronickych (malignita, revmaticka
choroba, nekrdza tkané, zanétlivé stfevni onem)



Proteiny akutni faze

Prokalcitonin

e sekrece stimulovana bakt endotoxiny

/I cpo 2 hod po navozeni reakce akutni faze, max 6-8, az 72 hod
* regulace zanétu a analgetické uc

/I cindikator ¢asné sepse, organova selhani bakt ptivodu, Sokové
stavy

Haptoglobin

e vaze volny hemoglobin (jinak prochazi glomeruly a precipituje v
tubulech - poskozeni ledvin), zamezeni ztraty Hb a Fe

e /I c—akutni zanéty, maligni nddory, poranéni

« | c—hemolytické anemie



Proteiny akutni faze

SAA

* vazbana HDL

* Syntéza — hepatocyty, aktivované makrofagy a fibroblasty
/I cpo 8 hod po navozeni reakce akutni faze

/I ciuméné zdvainych infekci (i virovych)

/I c-infekce, marker rejekce stépu, prognosticky marker chorob
KVS, chronicky u revmatoidni artritidy, TBC a lepry



Proteiny akutni faze

a,-antitrypsin

* inhibitor serinovych proteaz

/I c—akutni zanéty, nddory, akutni i chronicka hepatopatie,
cirhozy

« | c—glomerulonefritidy, RA, genetické pficiny

a,-makroglobulin
* inhibitor protedz a transport cytokinQ a rstovych faktor

/I c—-akutni zanéty, nefroticky sy, RA, parodontitida (GCF),
Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida

@ c—progrese rakoviny prostaty



Proteiny akutni faze

Ceruroplazmin
e transport plazmatické Cu
« ' c—onem jater, Wilsonova, Menkesova choroba, malnutrice

Fibrinogen

e koagulacni faktor |

* /I c—akutni zanéty, poskozeni tkani, rizikovy faktor aterosklerdzy
« | c—hepatopatie, DIC

Transferin

* transport Fe

I c—anemie z nedostatku Fe

c-popdleniny, infekce, malignity, onem jater a ledvin



Proteiny akutni faze

Imunoglobuliny

e protilatky produkované B-lym po stimulaci antigenem

* reaguji specificky s antigennimi determinanty (epitop)

e tetramer—2H (izotypy—G, M, A, E,D)a2L(Aak, CaV oblast)
retézce — disulfidické mustky



Stanoveni bilkovin

Kvalitativni stanoveni

e oddéleni jednotlivych frakci bilkovin ve smési (napr. krevni sérum) je
mozné na zakladeé jejich odlisné velikosti, resp. molekulové hmotnosti
pomoci elekroforézy

Kvantitativni stanoveni

* samotna koncentrace bilkovin nevypovida o jejich biologické aktivité,
tu je tfeba stanovit zvlast jako napf. enzymovou nebo imunologickou
aktivitu

* Proteiny: celkova bilkovina, ALB, Tnl, IgA...
 Hormony: TSH, fT4, testosteron, hCG...

* Problém odhadu obsahu a charakteru proteinu je v tom, Ze jako
standard pouzivame Cisty protein, ale analyzujeme obvykle smés,
nebo protein o neznamém aminokyselinovém slozeni.



Plazmatické bilkoviny

ELFO plazmatickych bilkovin

* diagnostika onemocnéni, ktera se projevuji zménami v zastoupeni
jednotlivych frakci bilkovin krevniho séra Ci patologickou
pritomnosti bilkovin (sérum, mo¢, likvor)

e ELFO séra probiha v pufru o alkalickém pH

* rozdélené frakce na nosicCi lze obarvit a jejich pomér stanovit
fotometricky po eluci bilkovin s navazanym barvivem, nebo také
denzitometricky, tzn. mérenim odrazeného, nebo proslého svétla,
pokud je pouzity nosic transparentni

* pfiznalosti hmotnostni koncentrace celkové bilkoviny a poméru
mezi absorbancemi jednotlivych frakci Ize tyto frakce kvantifikovat



Plazmatické bilkoviny

Typy plazmatickych bilkovin
e dle ELFO pohyblivosti (agardza, acetatceluldza)
e 5-6 frakci

|
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prealbumin, albumin

a,-globuliny: a1-antitrypsin, o.1-fetoprotein, a1-lipoprotein
a,-globuliny: a2-makroglobulin, haptoglobin, ceruloplasmin, feritin
B-globuliny: transferin, C-reaktivni protein, p-lipoprotein, fibrinogen
y-globuliny (hl. IgG, IgA, IgM)




Stanoveni bilkovin

Kvantitativni stanoveni

* chromogenni stanoveni - indukovanim tvorby barevného produktu
pridanim vhodného Cinidla a naslednou spektrofotometrickou
kvantifikaci

Biuretova metoda

Lowryho metoda (Folin-Ciocalteuovo cCinidlo)
BCA metoda

Metoda dle Bradfordové (Coomassie Blue)

O O O O

Vsechny tyto metody jsou destruktivni, vzorek je pro dalsSi analyzu
nepouzitelny!

* primé spektrofotometrické stanoveni - absorbance ultrafialového
svétla (pri 280 nm)



Stanoveni bilkovin

Biuretova metoda

v alkalickém prostredi

tvorba komplexni slou¢eniny Cu?* s ionty peptidovych vazeb
(fialové zbarveni)

fotometrickému stanoveni - komplex silné absorbuje svétlo v
oblasti 540-560 nm

latky obsahujici v molekule alespon dvé peptidové vazby (-CO-NH-)
nebo dvé amidové -CO-NH, (neni specificka pouze pro bilkoviny)

biuretovo Cinidlo: siran médnaty, alkalizujici slozka (prevede
peptidovou vazbu na enolformu), vinan draselno-sodny (zabranuje
jako komplexotvorna latka srazeni Cu?* na Cu(OH),), jodid draselny
(chrani Cu?* pred autoredukci)

citlivost mald kolem 10-100 mg bilkoviny/ml

standard (BSA, ovalbumin), nezavisi na AA slozeni, rusena napt.
NH,*, Tris



Stanoveni bilkovin

Biuretova metoda

* intenzita zbarveni komplexu primo umeérna c bilkovin

e peptidy se 2 ¢tyrmi a vice zbytky AA vytvareji komplex Cerveny,
tripeptidy fialovy, dipeptidy nereaguji

e biuret, - trivialni nazev slouceniny, ktera vznika ze dvou molekul
mocoviny pfi jejim zahfivani

Venik biuretu

.(NHz
NH; NH; o=c¢
O=C + 0=C — NH + NH;
NH, NH, o=¢
Mocovina Modovina NH;
Biuret
Reakce biuretu s Cu’" ionty
NH, NH NH,
/ / /’
D:(%‘, D=? \ ,,' \?=D
NH = o —— NH it BN+ 2H7
D=C\ c‘,a:c\ ’,' cC=0
NH, N, NH



Stanoveni bilkovin

Lowryho metoda

* biuretova reakce s naslednou redukci Folin-Ciocalteuovym fenolovym
Cinidlem

* charakteristické modrofialové zbarveni (v ¢ase nestabilni)

e velmi citlivd 2-100 mg/ml, ale na druhé strané je dvoustupnova a
vyzaduje minimalni dobu inkubace 40 min

* méreni absorbance pri 750 nm
* standard (BSA, OVA), rusena napf. NH,*

 vice zdavisi na sloZzeni proteinu (redukce fosfomolybdenanl a
fosfowolframanu Tyr, Trp, Cys)

BCA metoda
 podobna s Lowryho, ale Cinidlem je BCA (kyselina bicinchoninova)

* fialové zbarveny komplex
.- COOH COOH
* citlivost 0,5 mg/ml

e mérfeni absorbance pfi 562 nm | N 7 O
> N
N N



Stanoveni bilkovin

Metoda dle Bradfordové

principem je adsorpcni vazba barviva
Coomassie Brilliant Blue G-250 na molekulu

proteinu, ¢inidlo (vodny roztok) obsahuje MG NN _S0aM
barvivo, ethanol a H;PO, . ﬁ_]

barva hnéda, po reakci s proteinem ﬂ ] N
intenzivné modra HsC™ Hf# CHy

velmi citlivd 1 mg/ml, vysledek jiz za 5 minut I\"&*"‘T’ \%T'f%*-

z4visi na obsahu bazickych (zvl. Arg), ale | HN T STS g,
aromatickych AA N Lm P
negativni interference: detergenty (SDS, "=, ,J Lfr
Triton)... OCH;CHs S0,

linearni kalibrace max. po 20 mg proteinu
méreni absorbance pfi 595 nm



Stanoveni bilkovin

Primé spektrofotometrické stanoveni

chromofory v molekulach proteind, které absorbuji v UV oblasti
spektra

nedestruktivni metoda

kremenné kyvety

v blizké UV oblasti (280 nm) neni velka citlivost — 50 mg/ml

v daleké UV oblasti (205 nm) pak dochazi ke zna¢né interferenci
velka zavislost na AA slozeni proteinu

UV absorpce je dana aromatickymi AA (hlavné Trp a Tyr), je
nutna jejich pritomnost

interference Sirokého absorpc¢niho pasu NA (Amax = 260 nm) se
eliminuje mérenim pfri dvou vinovych délkach a pocetni korekci

v daleké UV oblasti se vyuziva vinova délka 205 nm (maximum
absorpce peptidové vazby je pri 192 nm)



Stanoveni bilkovin

Edelhochova metoda

pri znalosti AA slozeni je mozné spocCist extinkéni koeficient
proteinu e,g,

podminkou je pfitomnost Trp nebo Tyr v molekule

Fluorescencni stanoveni

reakce primarnich AA v proteinu (Lys, N-koncova aminoskupina) s
o-ftalaldehydem

citlivost metody muze byt zvySena hydrolyzou proteinl pred
meérenim

rusi Tris, nejlépe pouzit boratovy pufr, pH 10.4
meéri se po pridavku NaOH, excitacni vinova délka 340 nm. emise

mezi 440 a 455 nm @[CHO
CHO



Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin v moc¢i pomoci diagnostickych prouzki

* Bromkresolovy purpur (BCP) — specificky pro albumin,
Bromkresolova zelen (BCG)

e acidobazicky indikator pfi uréitém pH méni svou barvu (chovaji se
jako slabé kyseliny, pficemz protonovana forma ma jiné zbarveni
nez disociovana forma): pfi pH niZzSim nez 3,5 jsou Zluté, pri vysSim
pH jsou zelené az modré



Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin v moc¢i pomoci diagnostickych prouzki

v reakéni zoné testovaciho prouzku je kromé indikatoru i pufr,
ktery udrzuje pH v rozmezi 3,0 az 3,5, indikator tedy ma zlutou
barvu

AA bilkovin se vazou na indikator — zmeéni jeho vlastnosti —
prechodova oblast se posune smérem ke kyselejSimu pH.

indikator s navazanou bilkovinou ma zelenou barvu, jako kdyby byl
v alkali¢téjSim prostredi (proto bilkovinna chyba indikatoru)

intenzita zbarveni zavisi na c bilkoviny, kolisa od zelené az po
modrou a hodnoti se vizualné nebo instrumentalné

A A A 4

1)

>
pH

L 4



Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin v moc¢i pomoci diagnostickych prouzki

FP: u vyrazné alkalickych moci (pH nad 8), je-li moc velmi
koncentrovana (dojde k vy€erpani pufru v reakéni zoné), vysoké
koncentrace nékterych latek s aminoskupinami (kontaminace
odbérové nadoby nékterymi dezinfekénimi prostredky), jez se na
indikatory vazi podobné jako bilkoviny

nevyhoda: rozdilna citlivost vici jednotlivym bilkovindm

prouzky reaguji velmi dobfe s ALB (od 0,1 az 0,5 g/I), nizsi citlivost
u globulinl, glykoprotein a Bence-Jones bilkoviny

nelze prokazat tzv. mikroalbuminurii (c ALB 20 az 200 mg/I, resp.
denni ztraty albuminu v rozmezi 30 az 300 mg/24 hodin)

prukaz glomerularni proteinurie



Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin v mo¢éi kyselinou sulfosalicylovou

« zdakal vznikd asi od 0,1 g/I (Udaje se liSi) a vice neZ v ptipadé
detekcniho prouzku reaguji i tubularni proteiny (glykoproteiny),
globuliny a mikroproteiny

* vysSetreni je tedy vice citlivé pfi malych tubularnich proteinuriich

* pfi hodnotach nad 0,5 g/ zjisténych detekénim prouzkem neni
tedy toto vysetreni nutné

* hrani¢ni hodnoty jsou kolem 0,3 g/I, jasné patologické nad 0,75 g/
(extrémni zvySeni nalezneme u manifestniho nefrotického
syndromu vzdy nad 5 g/I)

 glomerulopatie, tubulointersticialni nefropatie, gamapatie (jako
paraproteinurie), mikroalbuminurie



Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin v moci
Proteinurie

» prerenalni - (overflow proteinuria) pri nadmérné tvorbé
nizkomolekuldrnich proteint a peptidd, prekracujici normalni
resorpcni kapacitu tubull. Nalezneme ji pri zvysené tvorbé poly -
nebo castéji monoklondlnich lehkych retézcl jako Bence-Jonesovu
bilkovinu, fibrin degradacnich produktl (FDP) pfi hyperkoagulaci,
alfa-1-kyselého glykoproteinu (orosomukoidu) pri zanétech, pfi
hemolyze a rhabdomyolyze (hemoglobin a myoglobin - ovsem ty
nejsou detekénimi papirky jako protein zachyceny), lysozymurie u
nadorda.

e glomerularni - pri zvysené propustnosti bazalni membrany
glomerull. Nalez v modi je dan selektivitou ¢i neselektivitou
proteinurie, dle pritomnosti a intenzity zanétu muze byt provazen i
leukocyturii a erytrocyturii.



Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin v moci

Proteinurie

tubularni - pri poruse zpétné resorpce profiltrovanych hlavné
nizkomolekularnich bilkovin, které jsou tak indikatory poskozeni
tubuld. Jde o beta-1-mikroglobulin, alfa-1-kysely glykoprotein,
retinol vazajici protein (RBP), alfa-1-mikroglobulin, N-acetyl-beta-D
glukosaminidaza (NAG), pfi zvySené sekreci tubularnich bilkovin a
enzymuU napf. vyvolané zanétlivymi intersticialnimi procesy (Tamm
- Horsfallav glykoprotein, enzymy kartdaéového lemu - LDH, ALP) a
opét lyzozomalni NAG

postrenalni - pri zanétech, atrofii, nekrézach a nadorech
vyvodnych mocovych cest, kdy se dostavaji pranikem krve nebo
exsudatu do mocdi vysokomolekularni komponenty (alfa-2-
makroglobulin, IgM, HDL-lipoprotein).



Stanoveni bilkovin

Kazuistika

mlada zena s horeckou, bolestmi v podbrisku a dysurii

Anamnéza

RA: matka zdrava, otec je po operaci pro ucpani mocovodu
kamenem, bratr zdrav

OA: dosud vaznéji nestonala, bézné respiracni infekty, 3x
meéla anginu, brala antibiotika. Miva potize s kréni pateri. Operace
0, urazy O, léky trvale nebere, kromé antikoncepce.

GA: Menstruace od 12 let, pravidelna.

AA: 0

SA: Studuje stredni skolu. Bydli s rodici.

EA: Tyden pobyt v pfirodé pod stanem, pred 2 dny se vratila.
NO: 2 dny teplota do 38 °C, bez tresavky, celkova malatnost,
paleni pri moceni, bolesti v podbrisku, moci casto a malé
porce, moc je tmavsi.



Stanoveni bilkovin

Laboratorni ndlezy

vySetieni

vysledky

FW (sedimentace)

28/45 (mirné zvysena)

Krevni obraz

leukocyty

12 000/pl (M)

diferencialni rozpocet

70 % neutrofilG

5 % tyci (1)

20 % lymfocytl

35 % monocytu

urea, kreatinin, Na, K, Cl,

Biochemie jaterni testy v normeé
CRP 61 mg/I (1)
bilkovina +++
krev ++

Moc chemicky Zlu€ova barviva 0

sediment

leukocyty - pIné pole

erytrocyty - plné pole

valce O




Imunochemie

Zakladni pojmy

o Antigen

Protilatka
Reakce antigen-protilatka

Imunoreakce

Imunochemické metody

Kazuistiky



Imunochemie
zakladni pojmy

Antigen
 polymer — protein, polypeptid, polysacharid, nukleoprotein

e vlastnosti: imunogennost (navozuji specifickou imunitni odpovéd)
a specificnost (specificky reaguiji s produkty této odpovéedi) —
antigennost

faktory ovlivaujici vyvolani imunitni odpovédi
chemicka povaha

velikost (neuplny antigen = hapten)
komplexita

valence

konformace, pristupnost

cizorodost

O O O O O O O

geneticka pribuznost



Imunochemie
zakladni pojmy

Antigen
e antigenni determinanta = epitop (konformacni, sekvencni)

* skupina molekul na povrchu antigenu - specifické, reakce s
vazebnym mistem protilatky

* pocet = valence antigenu

* hapten (nekompletni antigen) = nemUze navodit tvorbu protilatek,
ale specificky reaguje s produkty imunitni odpovédi



Imunochemie
zakladni pojmy

Protilatky (Ab) - imunoglobuliny

Produkce plazmatickymi b. vyvijejicimi se z B-lym po stimulaci
antigenem

Glykoproteiny (4 — 18 % sacharidy)
Paratop — vazebné misto pro antigen
v lidském téle cca 10 000 rlznych Ig (cca 20 % plazmat. bilkoviny)

IgG: 75% sérovych Ig, monomer, prochazi placentou
IgM: 10% sérovych Ig, pentamer, inicializuje imunitni odpovéd

IgA: 15% sérovych Ig, mono a dimer, hl. imunoglobulin sekret
(proti lokalnim infekcim)

IgE: nizké koncentrace, snadna vazba na bunky, alergie
IgD: stopova mnozstvi, monomer, fce ???



Imunochemie
zakladni pojmy

Reakce antigen-protilatka

* vazebné sily: elektrostatické, vodikové, van der Waalsovy,
hydrofobni interakce

 imunokomplex je stabilni v rozmezi pH 4-9

* mozZnosti disociace: vysoké nebo nizké pH (mocovina, chaotropni
latky)

e afinita = mira vazebné sily mezi jednou antigenni determinantou a
protilatkou

e avidita = mira stability komplexu

* specifita = mirou je procento zkrizené reakce s latkou, pro jejiz
stanoveni neni uréena

* sekundarni projev interakce ag-ab = precipitace



Imunochemie
zakladni pojmy

Reakce antigen-protilatka
 Monoklonalni Ab

o produkty jednoho klonu plazmatickych bunék, pripravenych v
laboratornich podminkach hybridomovou technologii (bunééna
fuze myelomovych b s lymfocyty sleziny imunizovanych mysi)

O namirené proti jednomu epitopu urcitého antigenu, identické
kopie molekul Ig, které maji stejnou primarni strukturu a stejnou
specifitu vazebnych mist

o vyznacuji se vyraznou specifitou, ale Spatné precipituji



Imunochemie
zakladni pojmy

Polyklonalni protilatky (konvencni protilatky)
pripravuji imunizaci zvirat (obvykle kralici, kozy, ovce) antigenem

krevni sérum imunizovaného zvirete, které obsahuje protilatky
proti antigenu pouzitému k imunizaci, se oznacuje jako antisérum

Pokud byl k imunizaci pouzit jeden antigen (napf. jedna bilkovina),
vytvareji se monospecifické protilatky (antisérum)

kazdy epitop v molekule antigenu stimuluje na tvorbu protilatek
jeden klon B-lym

protoze kompletni antigeny maiji vice epitopQ, aktivuji nékolik
klon B-bunék — smés monoklonalnich protilatek, lisicich se tim,
Ze jejich vazebna mista maji rdznou afinitu, a tim i specifitu k
jednotlivym epitoptim urcitého antigenu

imunizace zvirat smési antigen(l navozuje produkci
polyspecifickych protilatek, obsahujici Ig proti vetSimu poctu
antigenu (napf. antisérum proti bilkovinam lidského séra
pouzivané pri imunoelektroforéze)



Imunochemie
zakladni pojmy

Reakce antigen-protilatka — imunoprecipitacni kfivka
e 1935 - Heidelberger a Kendall

e zakladem pro rGzné imunochemické metody, které mohou byt
provadény v gelu nebo v roztoku

N I o 0

antil anti2 anti3 anti4




Imunochemie
zakladni pojmy

Reakce antigen-protilatka — imunoprecipitacni kfivka

Oblast nadbytku Ab
se zvySujicim se mnozZstvim Ag vzrUsta precipitat

na vSechna vazebna mista Ag jsou Ab — malé rozpustné komplexy Ab-
Ag, které se vzajemné nepropojuji — umerné ke c Ag

v supernatantu neprokazujeme zadny Ag, ale mUze se vyskytnout
volna Ab

Imunoturbidimetrie, imunonefelometrie a nekompetitivnich
imunoanalyz

Oblast ekvivalence

dochazi k vzajemnému propojovani molekul Ag a Ab  velké
nerozpustné imunokomplexy s mrizkovitou strukturou, které agreguiji
a vytvareji imunoprecipitat

v supernatantu neprokazujeme volny Ag ani volnou Ab.
imunodifuzni metody



Imunochemie
zakladni pojmy

Reakce antigen-protilatka — imunoprecipitacni kfivka

©)

©)

Oblast nadbytku antigenu
mnozstvi precipitatu klesa v dusledku vysoké c Ag
velké vzajemné propojené imunokomplexy se rozpadaji

vsechna vazebna mista protilatek jsou vysycena Ag a nékteré
molekuly Ag zUstavaji bez navdzané Ab — malé rozpustné
imunokomplexy

v supernatantu nejsou pritomny volné Ab, ale vzestupné mnozstvi
volného Ag

podminka nadbytku Ag musi byt splnéna u kompetitivnich
imunoanalyz



Imunochemie
zakladni pojmy

KFizova reaktivita
* antiserum proti Ag

anti1 ) }’\\
SR

WYY pribuzny Ag
anti3 @ A
Y
\\

: J
anti4

* pritomnost identickych nebo velmi podobnych epitopt (antigennich
determinant)

* Pr. ockovani proti cernym nestovicim: Edward Jenner dosahl ochrany proti
cernym nestovicim vakcinaci odliSnym, ale podobnym virem kravskych
nestovic.



Imunochemie
zakladni pojmy
Typy imunoreakci

Ag + Ab

I

PRIMARNI REAKCE Ag.Ab

imunochromatografie

\ imunohistologické metody

imunoblotting/imunofixace
imunoanalyza - EIA,RIA,FIA

SEKUNDARNI AgAb Ab precipitace aglutinace
Ab A Vv roztoku
o Ag Ab ’ (nefelometrie, turbidimetrie)

v gelu



Imunoreakce

Typy imunoreakci

O O O O

Imunoprecipitacni metody

Imunodifuzni metody — v gelu

Imunoturbidimetrie a imunonefelometrie — v roztoku
Aglutinace

Imunoelektroforéza

Imunofixace

Imunoanalyza — EIA, RIA, FIA

Imunofluorescence

Imunoblotting

Microarray, imunosenzory....



Imunochemické metody

Klasické (precipitace, difuze, ELFO)

v klinickych laboratofich vyuzivaji prevazné pro kvalitativni nebo
semikvantitativni ucely

limitovany svou citlivosti a vzhledem k manualni naro¢nosti rozsah
jejich nasazeni v praxi postupné klesa

Moderni (imunoanalyza)

kvantitativni - na Ag nebo Ab je navazana urcita latka (znacka,
indikator), coz spolu s odpovidajicim zplsobem detekce vyznamné
zvysuje analytickou sensitivitu

automatizované



Imunoprecipitacni metody

Imunodifazni metody — v gelu (agar, agaroéza)

* jednoduchd — pohybuje se pouze jedna slozka (tj. Ag nebo Ab) a druhd
slozka je rovhomeérneé rozptylena v gelu

e dvojita — pohyb obou slozek
» kvalitativni i kvantitativni

Imunoturbidimetrie a imunonefelometrie — v roztoku

* vysledkem smiseni roztoku Ag s odpovidajici Ab je vznik malych
agregatl - zdakal

e svétlo, které prochazi zakalenym roztokem, je rozptylovano na rozdil
od roztoku, kde neprobéhla zadna imunochemicka reakce

e stupen zakalu je v oblasti nadbytku Ab iUmérny c Ag

e turbidimetrie - spektrofotometr

* nefelometrie - méreni intenzity rozptyleného svétla, které vychazi z
roztoku vSemi sméry, pristroj — nefelometr, vyuzivajici jako svételny
zdroj obvykle laser



Aglutinacni metody

Vyuziti
identifikace MO, Zivocisnych b. a ery
stanoveni krevnich skupin, infekce Salmonella ...

By s

Pfima — s Ab reaguji aglutinogeny na povrchu castic

Neprima - reaguji rozpustné antigeny nebo hapteny, které predtim
pasivné adsorbovaly na povrch b. nebo inertni ¢astice (latex, ery)

() + 0893 @+Yﬁw

Inhibice aglutinace — detekce a kvantifikace Ag

825+ Y b —— Y 1




Aglutinacni metody

Coombs(v test = zjiSténi pritomnosti lidskych Ig na ery membrané
pomoci protilatek

* Pfimé —znacena primarni Ab nebo Ag

* Neprimé — vyuziti sekundarni Ab pro detekci



O O O O

Imunodifuzni metody

Jednoducha imunodifiize (Oudin 1946)

Jednoducha radidlni imunodifuze
(Manciniova)

48 -72 h:[Ag] ~d

6—24h:[Ag]~logd

citlivost 0.02 mg/ml

kvantifikace IgG, IgM, IgA, IgD, albumin, ...

Dvojita radialni imunodifize (Ouchterlony
1949)

pouze kvalitativni diikaz pritomnosti Ag

reakce identity = linie vytvorené Ag
umisténymi vedle sebe plné splyvaji

Mr — zakriveni precipitacniho obloucku
Koncentrace - vzdalenost od jamky

Ag

gel+Ab U U

JoJOIOIO.

[Ag]

Ab

Ab Aa



Imunoelektroforéza

kombinace elektroforézy s imunodifuzi

v prvni fazi se smeés Ag rozdéli podle své elektroforetické

pohyblivosti na jednotlivé slozky

ve druhém kroku se naplni kanalek podél elektroforeogramu

pozadovanym antisérem — monospecifickym nebo polyspecifickym
rozdélené Ag a Ab proti sobé difunduji a v misté reakce antigenu a

odpovidajici protilatky se vytvori precipitacni obloucek

Klasicka a protismérna — kvalitativni

RN ————  —

—~—

S—— - M-/\_ow -

——m—y

Raketova a dvourozmeérna — kvantitativni




Imunofixace

k identifikaci a typizaci monoklonalnich Ig v séru, moci nebo
mozkomisnim moku

v prvni fazi se smeés bilkovin rozdéli podle elektroforetické
pohyblivosti (agarézovy nebo acetatcelulézovy gel) — 6 startl

ve druhé fazi identifikujeme specifickou bilkovinu pomoci
imunoprecipitacni reakce

Sablona na gel

prvni pruh s fixacnim roztokem

do ostatnich vyfiznutych prouzkl se nanaseji specifické Ab (proti
IgG, IgA, IgM a proti lehkym retézclim k nebo A), které difunduji do
gelu a v misté, kde reaguiji s prislusSnym antigenem vytvareji
imunokomplexy ve formé precipitatu

promytim vhodnym pufrem se odstrani jak Ag nereaguijici s
aplikovanou Ab, tak i nadbytek Ab

ohrani¢né pruh se zvyraznuje obarvenim



Imunofixace

kritickym bodem imunofixace je pouziti vhodného redéni vzorku
(imunoprecipitacni krivka)

Prikaz monoklonalnich Ig
oproti imunoELFO — rycvhlost a asi 10krat vyssi citlivost

jen pri podezreni na pritomnost monoklondlniho Ig (paraproteinu) —
tzv. M-komponenty

Monoklonalni Ig jsou celé molekuly Ig nebo jejich ¢asti (L nebo H
retézce), jejichZ pritomnost je typicka pro monoklonalni gamapatii (b.
necitlivé na regulacni signaly)

benigni x maligni formy (IgG, IgA: mnohocetny myelom =
plazmocytom, IgM: Waldenstromova makroglobulinemie)

nékdy jsou syntezovany spolecné s tzv. Bence-Jonesovou bilkovinou,
jejiz molekula je tvofena monomerem ¢i dimerem L retézcl (moc)

mUZeme charakterizovat typ monoklonalniho Ig, coz umoznuje pouziti
sady antisér (proti I1gG, IgA a IgM a proti lehkym rfetézcim k a A)



Imunofixace

polyklonalni Ig se projevuji vznikem difuzné zbarvenych
precipitatd, prokazatelnych pri reakci s jednim nebo nékolika
antiséry proti H nebo L retézcim

monoklonalni Ig se prokazuji jako uzky silné obarveny prouzek v
difuznim precipitatu polyklonalnich Ig pri reakci s jednim z antisér
proti H retézclm a s jednim z antisér proti L retézciim
Bence-Jonesova bilkovina vytvari uzky prouzek pouze pfri reakci s
jednim ze dvou antisér proti L retézcim

Obr. IgG monoklonalniho Ig (sérum — paraprotein IgG kappa, moc¢ —
volné L retézce kappa)



Kazuistika

. mlada zena s bolestmi kloubU na rukach

Anamnéza

* RA: matka zdrava, otec zdrav, bratr zdrav

* OA:dosud vaznéji nestonala, pyelonefritida v téhotenstvi,
Operace: apendektomie, Urazy O, |éky trvale nebere

e GA: Menstruace od 13 let, pravidelna, 1 porod

 AA:0

e SA:vdand, 4 mésicni dité

 EA: Koji

e NO:2dnyteplota do 38 °C, s tresavkou

Laborator
e KO: normalni nalez



Imunoanalyza

skupina imunochemickych metod, které k detekci vyuzivaji dobre
meéritelné znacené latky — indikatoru a tim dosahuji vysoké
citlivosti (detekéni limity téchto metod dosahuji hodnot 10-15 az
10-20 mol/I)

Indikator

radioaktivni izotop (radioizotopové metody)

nebo jina latka: enzym, fluorescencni znacka, DNA, koloidni ¢astice
a pod.

je obvykle navazany na protilatku (imunometricka analyza), nebo
na antigen

indukuje reakci Ag-Ab
levny, vysoce purifikovany, specificka reaktivita, detekce p-ng/ml



Imunoanalyza

Indikator

R: 125] 34 14C
E: peroxidasa, alkalicka fosfatasa, glukosaoxidasa, G6PD, ..
F: fluorescein-isothiokyanat (FITC)
biotin-avidin

koloidni zlato, kov + elektroluminiscence

E + zesilovaci systémy: chemiluminiscence, ...



Imunoanalyza

* stanoveni na zakladé vyuziti prirozenych vlastnosti Ab:

1/ schopnost Ab vazat se na Siroké mnozstvi prirozenych i umélych
sloucenin, bunék i virQ, které se chovaji jako Ag

Ab jsou proteinového charakteru a jejich velké mnozstvi vazebnych
mist je odvozeno z obrovského poctu kombinaci sekvenci AA.

2/ specificita protilatky pro reagujici latku

Tato vlastnost umoznuje stanoveni velmi nizkych (az 101?) koncentraci
|latek za pritomnosti dalSich podobnych slouéenin (napr. stanoveni
stopovych mnozstvi hormonu ve vzorku krve).

3/ sila vazby protilatky s antigenem
Vyuziti reakce Ab-Ag in vitro je zakladem imunochemickych metod.



Imunoanalyza

Historie imunoanalyzy

50. léta 20. stoleti - fyzikové Rosalyn Yalowova (1977 NP) a
Solomon Berson popsali princip kompetitivni RIA
(radioimunoanalyzy), s jejiz pomoci zméfili do té doby
nedetekovatelna mnozstvi inzulinu v krvi (radioizotop I)

metody, zalozené na soutézi znaceného a neznaceného antigenu o
vazebna mista, bude mozné vypracovat i pro dalsi analyty

v roce 1971 se objevily metody, které misto radioizotopu vyuzivaly
enzymy = ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) - Eva
Engvallova s Peterem Perlmanem ze Svédska a Bauke van Veemen
s Antonem Schuursem z Holandska.



Imunoanalyza

* rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorku najednou
e 2 typy: kompetitivni vs. nekompetitivni



Imunoanalyza

* rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorkd najednou
e 2 typy: kompetitivni vs. nekompetitivni
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Protilatky vazane Znaceny antigen Komplexy protilatky <4 Zbyvajici antigeny
na pevnou fazi a stanovovany antigen se stanovovanymantigenem

a se znacenym antigenem

http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/wp-content/uploads/2012/04/Imuno.pdf



Imunoanalyza

* rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorkd najednou
e 2 typy: kompetitivni vs. nekompetitivni
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Antigen vazany

o dbonsi 4 Znaéena protilatka 4 Stanovovany antigen Komplex protilatky + Komplex protilatky

vevzorku avazaneho antigenu a antigenuze vzorku



Imunoanalyza

rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzork( najednou
2 typy: kompetitivni vs. nekompetitivni

1, krok 2 krok

QCD

&%_5.8

T TR T A A
f@c'@a ’@y

" . Komple / i
Protilatky 4 Stanovovany '(;t'l?ithy 4+ Znaéena protilatka — Komplexy + Zbyvajici
vazané antigen N L 5 vazana protilatky protilatka
na pevhou ve vzorku B8 B DV RITYIR se stanovovanym
fazi antigenem antigenema

znacenou protilatkou



Imunoanalyza

rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzork( najednou
2 typy: kompetitivni vs. nekompetitivni

1. krok 2. krok
a° . e
- . o
+ ) —0 +T§C —lo + ¢
. . .
. = -
Antigen 4 Stanovovana Kon’\'plixly 4+ Znaceny —» Komplexy 4+ Zbyvaijici
vazany protilatka pcot.a_t ¥ antiimunocglobulin vazaneho antigenu anti-
ha pevnou ve vzorku S Rsyezaoym se stanovovanou imunoglobulin
fazi antigenem protilatkoua znacenym

antiimunoglobulinem



Imunoanalyza

* rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorkd najednou
e 2 typy: kompetitivni vs. nekompetitivni

1. krok 2. krok 3. krok a promyti
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vazane antigen vazané protilatky specificka vazane protiaticy proftilatka _sendvie
napevnou ve vzorku 5@ SLAaNOVOVaNyYm protilatka se stanovovanym protl prvni
fazi antigenem antigenem 3 protilatce

voinou protdatkou



Imunoanalyza

rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorkl najednou
2 typy: kompetitivni vs. nekompetitivni

Homogenni — detekce vzniku komplexu prfimo ve vzorku

Heterogenni — nutna separace vzniklého komplexu pro zavérecna
meéreni



Imunoanalyza

Enzymova imunoanalyza (EIA)
e vyuzivaji enzymu (PO, ALP) ke znaceni Ag nebo Ab

* enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
o heterogenni
o jedna komponenta imunochemické reakce (Ag nebo Ab)

nespecificky adsorbovana na povrch pevné faze (zkumavky, jamky
mikrotitracéni desticky, magnetické ¢astice)



Imunoanalyza

Enzymova imunoanalyza (EIA)
* homogenni EIA

o nevyzaduje oddéleni vazané (vimunokomplexu) a volné znacené
Ag nebo Ab

* ke stanoveni nizkomolekularnich latek (Iékt, hormond( steroidni a
tyreoidalni povahy a metabolitll), hapteny

» vzorek obsahujici stanovovany Ag + znamé mnozstvi téhoz Ag s
navazanym E (konjugat) a prisluSnou Ab v omezeném mnozstvi
(kompetitivni)

e pfivazbé Ab na E konjugatu se aktivni centrum muze zablokovat
nebo nastava konformacni zména E molekuly spojena se ztratou
aktivity

e (im je ve vzorku vice neznaceného Ag, tim vice molekul Ab s nim
reaguje a tim zUstane zachovano vice E aktivity v konjugatu

e E aktivita je proporcionalni c Ag v nezndmém vzorku
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http://chel.lfl1.cuni.cz/html/imuno.pdf o neznaceny antigen



Imunoanalyza

neznafeny antigen  enafeny antigen
v séru

o 0 O O-EO-E

Kompetitivni enzymova

imunoanalyza

pevna faze s navazanym smichani znafeného kompetitivni vazba
omezenym mnoZstvim antigenu a vzorku znaceného a neznaceného
protilatky obsahujiciho neznaceny antigenu o limitované
antigen mnozstvi protilatky
promyvaci o o
roztok O E © - subsirit
A

koncentrace antigenu

separace nenavazanych indikaéni reakce — pfeména vyhodnoceni
znacenych a substratu na produkt pomoci
neznacenych antigent ENzZymiu

promytim



Imunoanalyza

ELISA - jednoducha

Prima
1. vazba rlizného mnozstvi
32 antigenu ve vzorku
5
2. vazba std mnozstvi Ab
{E} (rabbit anti Ag)

(3. vazba druhé protilatky)
(swine anti rabbit Ig)

4. detekce ,navazané" enzymove aktivity

Neprima

&
%



Imunoanalyza

Nekompetitivni ELISA pro stanoveni Ag

stanoveni velkych Ag s nékolika vazebnymi misty pro Ab (napr.
hCG, al-fetoprotein, celkovy IgE)

nezbytné dvé rlzné Ab namirené proti rliznym antigennim
determinantam stanovovaného Ag

prvni Ab je v nadbytku navazana na pevnou fazi

+ vzorky nebo standardy obsahujici Ag = prvni imunochemické
reakce

po inkubaci - promyti a odstranéni zbytku séra

v nadbytku je pridana druha Ab znacena E - reakce s dalsi
antigenni determinantou vysetfovaného Ag

— vznika sendvicovy komplex — Ab-Ag-Ab-E
odstranéni nezreagovaného konjugatu

prida se S - enzymova reakce - méreni absorbance produktu,
ktera je pfimo umérna mnozstvi antigenu



sérum

" o0°ee

Imunoanalyza

| |
Nekompetitivni enzymova w

o ' 4
Imunoana Iyza p ro pevna faze s navazanou pridani vzorku 1. imunologicki reakce —
1. protilatkou v nadbytku obsahujiciho antigen antigen reaguje

Sta noven |, Ag s imobilizovanou protilatkou

enzymem znalend protilitka

promyvaci oo, ®
roztok o 0. Pl 2B ZE
r >E >E
a Q
Q Q
° ®
odstranéni nenavazanych pridani znatené protilatky) 2. imunologicka reakce
soucasti séra v nadbytku (2. protilatka) vznik sendvicového imunokomplexu
pronyvaci N . - A

o ncentrace antigenu

odstranéni nenavazané indikaéni reakce - vyhodnoceni
znacené protilatky pfemeéna substratu
na produkt



Imunoanalyza

Nekompetitivni ELISA pro stanoveni Ab

pro detekci specifickych sérovych Ab proti virdm a parazitim,
autoprotilatek a specifickych protilatek Igk proti jednotlivym
alergenliim

na pevnou fazi navazan Ag (popf. alergen) v nadbytku

po pridani vysetfovaného vzorku nebo standardl reaguji vSechny
Ab pfitomné ve vzorku s imobilizovanym Ag a vytvori
imunokomplex

vzniklé imunokomplexy prokazujeme pomoci druhé Ab proti
lidskym ig znacené E

znacené Ab mohou byt namireny proti jednotlivym Ig tfidam (IgG,
IgA, IgM Ci IgE)- vyznam napt. pro urceni faze infekéniho
onemocnéni (napr. IgM v Casné fazi a IgG v pozdéjsi fazi)



Imunoanalyza

Nekompetitivni enzymova

Imunoanalyza pro
stanoveni Ab

sérum
*— " promyvaci v e "
:T"A -® roztok . * -' .
pevna faze s navazanym reakce protilatky odstranéni
antigenem v nadbyvtku a s imobilizovanym nezreagovanych souasti
piidani vzorku obsahujiciho antigenem sera promytim
protilatku

enzymem enafend protilitka

promyvaci
.}>: E )>: E roztok -~ E =~

Y

pridani znacené protilatky proti vytvofeni sendviéového odstranéni nenavazaneho
lidskému imunoglobilinu imunokomplexu znacencho antiimunoglobulinu



Imunoanalyza

ELISA - dvojita sedvicova

e pevnou faze s navazanou Ab nebo Ag, které musi byt v nadbytku
vzhledem k analyzované latce

Prima Neprima
< 1. Std. mnozstvi Ab <
< -abbit anti Ag NP
] )
™ iy
< 2. Vzorek (Ag) <
o i
BN <
S
3. vazba std N
™
EM mnozstvi Ab <>
3 sy (rabbit anti Ag) NP o -
"
S
™
(4. vazba druhé protilatky) l‘w
. ity 3
(swine anti rabbit Ig) N {E}

4. detekce ,navazané”" enzymove aktivity



Imunoanalyza

ELISA — kompetitivni (neprima detekce Ag)

R 1. std. mnoistvi Ab (Ag)
—<

LS

& O 2. Vzorek (Ag)
—< O &+ std. mnoistvi
< znaceného Ag (Ab)

—© >0

4. detekce ,navazaneé” enzymove aktivity

L L

L& LK
S O
o b
O

PP T AT IS



Imunoblotting

Western blotting

detekce proteinl po ELFO v PAA gelu — elektrotransfer protein( z
gelu na membranu a nasledna detekce pomoci série protilatek

prvni Ab s vysokou specifitou k proteinu a druha Ab znacena
alkalickou fosfatazou, peroxidazou

vyuziti — autoAb — antigangliosidové u neurologickych
autoimunitnich onem. nebo u hepatopatii



Imunochromatografie

e Ag pritomny ve sledovaném vzorku s konjugatem za vzniku
komplexu Ag-konjugat, ktery migruje smérem k specifickému
proteinu imobilizovanému na porézni membrané (nitroceluléza)

* je-li ve vzorku pritomen Ag, vznikne v misté navazani komplexu Ag-
konjugat na imobilizovany protein specificky band, signalizujici
pozitivni vysledek

* nadbytek konjugatu pritomného v testu, migruje dale membranou

a vaze se na jiny imobilizovany protein za vzniku druhého bandu,
ktery signalizuje ukonceni testu



Imunochromatografie

Imunochromatograficka metoda v podobé kazetového testu
(precipitace)

pro detekci protilatek proti HIV-1 a HIV-2 v lidském séru, plazmé
nebo celé krvi

vzorek je aplikovan na destiCcku = migruje pres konjugatovou
desticku, rozredi se a smicha s selenium-antigen koloidnim

konjugatem - tento roztok migruje pres pevnou fazi do
pacientovy casti (panelu), kde jsou imobilizované rekombinantni

Ag a syntetické peptidy
jestlize jsou ve vzorku Ab, vazou se na antigen-selenovy koloid a na
Ag v pacientové okénku

jestlize Ab ve vzorku nejsou, antigen-selenovy koloid projde
pacientovym okénkem a nevytvori se Zzadna Cervena linie

pro kontrolu kvality je zahrnut kontrolni panel



Imunochromatografie

Detekce genetického materidlu ziskaného ze vzorku

* nejprve izolovana DNA, ktera je pouzita pro duplex PCR- vSechny
primery jsou oznaceny (fluorescein, digoxigenin, biotin) - znacené
amplikony

 amplikony aplikovany na imunostrip

e je-li ve vzorku pritomna DNA z detekovanych bunék, uhlikaté
nanocastice se prostrednictvim interakce neutravidin-biotin vazi
na znacené amplikony

* pfiprachodu pres zdnu obsahujici Ab proti digoxigeninu jsou
specificky zachytavany detekované amplikony



Imunochromatografie

Imunochromatograficka detekce bakterii

* imunochromatografické testy neboli LFIA (Lateral Flow
ImmunoAssay) se staly fenoménem posledni doby pro detekci
rozlicnych analyt

e velmirychlé, jednoduché a nenarocné na pristrojové vybaveni, coz
umoznuje jejich realizaci v provoznich podminkach

* imunochromatograficky test - nitrocelul6zovda membrana s
imobilizovanym reaktantem (Ab) a vytvari tak testovaci zénu

* imunostrip tri rizné podlozky - pro aplikaci vzorku, podlozka s
konjugatem barevné Castice a Ab, a absorpcni podlozka, ktera
napomaha vzlinani vzorku (v plastovém pouzdre)

e vizualni hodnoceni - pomoci barevnych ¢astic navazanych na jeden
z imunoreaktantd, nejcastéji se pouziva zlato a uhlik.



Imunochromatografie

Imunochromatograficka detekce
* Toxiny A/B

» Cldifficile

e Rota/Adeno viry

* Str.pneumoniae
 Leg.pneumophila serotyp 1

* Chtipka A/B

 Chlamydia trachomatis



Imunochemicke analyzy
v diaghostice

diagnostika v oblasti renalnich, svalovych, stfevnich a koznich
biopsii €i v prukazu extraceluldrnich substanci (napf. kolagenu,
amyloidu) a specifickych infekénich agens (HPV, CMV apod.)
malignity - diagndza, progndza a/nebo predikce

slouzi k diferencialni diagnostice nediferencovanych
(anaplastickych) nadort

k subtypizaci epitelovych a mezenchymovych nadort

ke klasifikaci hematologickych malignit (leukémii a malignich
lymfomu)

Ke klasifikaci ostatnich nadoru ¢i jejich odliSeni od nendadorovych
reaktivnich zmeén apod.

v posledni dobé stoupa prognosticka a prediktivni role IHC u
zhoubnych nadoru, ktera spociva v detekci proliferacnich markerd,
proteint bunécného rlstu, receptoru rustovych faktort a
hormonalnich receptorul aj. v zavislosti na tom, jakou roli hraje
prokazovany antigen v patologické tkani



Imunochemicke analyzy
v diaghostice

testy urcené k rychlé orientacni diagnostice v terénu nebo u lGzka
nemocného na principu tzv. suché chemie

reagencie jsou zakotveny v poréznim materialu, ktery je pripevnén
na podlozce z plastu nebo je vlozen do plastového ramecku s
otvory pro nanaseni vzorku a odecitani vysledkd

stanoveni hCG k prikazu téhotenstvi
troponin T v diagnostice infarktu myokardu
prukaz drog v biologickém materialu



Imunochemicke analyzy
v diaghostice

Stanoveni pritomnosti drog v moci nebo ve slinach

soutéz mezi drogou ve vysetfovaném vzorku a konjugatem drogy,
ktery je imobilizovan v indikacni zoné prouzku, o omezené mnozstvi
specifické Ab

reakéni zonou obsahujici specifické Ab navazané na barevné
mikrocastice, které se v pribéhu reakce mobilizuji

moc i rehydratované znacené Ab postupuji reakénim prouzkem a v
indikacni zoné se setkaji se zakotvenymi konjugaty drog

pokud vysSetrovany vzorek obsahuje drogu, vazebna mista barevné
oznacenych Ab jsou jimi saturovana a nemohou se tedy navazat na
imobilizované konjugaty drog

barva indika¢ni zény zlstane nezménéna a vysledek je odecitan jako
pozitivni

v nepritomnosti drogy ve vySetfovaném vzorku jsou znacené Ab
zachyceny imobilizovanym konjugatem drogy - v indika¢ni zéné se
vytvori barevny prouzek, ktery znamena negativni vysledek



Imunochemicke analyzy
v diaghostice

Drogy v modi
A — pozitivni
B — negativni

Amfetamin
 Metamfetamin
e Barbituraty

* Benzodiazepiny
* Kannabinoidy

* Kokain
e QOpiaty
* Fencyklidin

s34

barevny prouzek

indikaéni zéna Q

reakéni zona

<>I I o iy
1 aplika&ni zéna |"_T|
1
O%g vzorek vzorek
O droga

Q imobilizovana droga
I protilatka s navazanymi barevnymi mikrogasticemi

* Tricyklicka antidepresiva



