Imunohistochemické metody

stanoveni Ag Ci Ab

!'- Reakce:
Ag + Ab — IK-imunokomplex

- jeden z reaktantl nese znacku:

-radioaktivni (Ria)
-fluorescencni (Fia)
-enzymatickou (Eia)

-a dalsi



EIA, IMUNOENZYMOVE
i METODY

= Podstata: tyto metodK pracuji také s antigenem a
protilatkou, ktere VSa stanovuy na zakladeé
oznaceni Jednoho z reaktantd enzymem.
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= Vyhody: ekonomictejsi (levnejsi nez RIA), Casove
mene narocna, citlivost (napr. Ag s Mr 10 000 Ize
urcovat uz pri koncentraci 10pg/ml, 10-12 mol/l),
vysoka specifita). Jsou vhodne pro automatlzac
vyhodnoceni pres pocitaC, bezpecnejsi, delsi doba
expirace, lepsi kontrolovatelnost reakce




i Déleni EIA:

podle toho, zda aktivita enzymu v konjugatu
zUstane nezménéna nebo jestli se zméni,
oddélovani znacenych slozek, stanoveni latek

shomogenni EIA: katalyticka aktivita

v konjugatu (AgE,HE, AbE) ve vazbé (po
vazbé) s Ab (Ag) se meni

sheterogenni EIA: katalyticka aktivita

v konjugatu s Ab (Ag) se nemeni




Homogenni EIA ( — enzyme
IR uUNoassay technique):

= pri této metodé se nemusi oddélovat volny
znaceny reaktant od zn. reaktantu vazaného v
v imunokomplexu — metoda ma 1 krok — je
homogenni

= enzymova aktivita konjugatu se po vazbé na Ab
muUze snizit nebo zvysit
= Stanoveni nizkomol. latek

= Princip: enzymova aktivita volného konjugatu
enzymu je jina nez aktivita komplexu konjugat-
protilatka (nebo AgE,HE), Ci konjugat-Ag.



= Nechame-li zreagovat smes znamého =
nozstvi enzymem znaceneho haptenu

E.HE) a neznamého mnozstvi
eoznaceného haptenu (Ag,H) s limitovanym
mnozstvim Ab, aktivita enzymu je primo
umerna mnozstvi konjugatu navazaneého na
protilatku.

HE.. +H + Ab — HE-Ab + H-Ab + HEx +H

limit.mnoz. aktivita E je Umérna
mnozstvi konjugatu navazaného na Ab



Schéma homogenni EIA
i -varianty reaktivity a nereaktivity
A)Enzymova aktivita konjugatu po
vazbé na Ab se inhibuje:

HAPTEN

s substrat se mlze vazat
SUBSTRAT

na katalytické misto oA
enzymu a lze tuto
aktivitu mérit

KATALYTICKE MISTO

E+H+ S — aktivita



+

mprotilatka se navazala na

konjugat E + H. Zabranila

tak pristupu substratu ke

katalytickemu mistu

enzymu. E aktivitu nelze PROTILATKA
merit (inhibice).

EH + Ab = EH-Ab — bez aktivity



.iﬁdam’/ volny H vytésni

z vazbovych mist

zbovych mist “ ¢
protilatky konjugat EH
a tim se uvolni b

katalytické misto pro *
S a Enzymova aktivita
se obnovi

EH-Ab + H —» EH + H — Ab — aktivita se obnovi



B) Enzymova aktivita konjugatu po vazbeé

i na Ab se aktivuje

= substrat se nemdize
navazat na katalyticke
misto enzymu, nebot’
vazbou H vznikly Dﬁ
v molekule enzymu také
konformacni zmény, ktere

znemoznuji vazbu. E
aktivita je neméritelna.

EH + S — nereaktivita



Vazbou haptenu na Ab
vznikly opéet
konformacni zmeény,
které umoznuiji pristup
substratu ke
katalytickému mistu. E
aktivita je meritelna.

)

EH + S+ Ab — aktivita se obnovi



Dalsi vlastnoti homogenni EIA

lukozo-6-fosfatdehydrogenaza.

= Pouziti: na kvantitativni stanoveni predevsim
nizkomolekularnich latek (haptend), napr.
urceni koncentrace antibiotik, omamnych latek,
hypnotik, sedativ, kardiotonik, cytostatik a
hormont jako tyrozin, trijédtyronin, kortizol aj.

» Vyhoda: jednoduchost, rychlost (trva nékolik
minut) — heterogenni trva nékolik hodin.

= Nevyhoda: nizsi citlivost, slozita priprava
reagenci

il?ouiit{/ enzym: lysozym, malatdehydrogenaza,




WNNPE—= B

Heterogenni EIA

se musi oddélit volny reaktant od znaceneho reaktantu
s-Ab.-Technika je dvoustupnova —

heterogenni.
ZpUsob oddéleni:

. precipitaci imunokomplext polyetylenglykolem
. pomoci druhé — sekundarni Ab
. nejcastejsi: imobilizaci jedné z dvojic reaktantll navazanim na

tuhy nosic (sténa zkumavky, jamka desticky). Oddeleni volne a
vazané oznacene slozky se uskutecnuje promytim. Jde o princip
imunoadsorbentové analyzy = ENZYME-LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY = ELISA

Pozadované vlastnosti enzymd: mala Mr, vysoka stabilita a
enzymova aktivita, kovalentni vazba na Ab _hapteny, Ag,
produkt enzymove reakce musi byt dostate&né barevny cCi jinak
detekovatelny, levny , dostupny.

Pouzivane enzymy: peroxidaza (krenova), alkalicka fosfataza,
B-D-galaktozidaza



Zakladni slozky systému ELISA

unosorbcni povrch

esticek, kulicek, hre
vhodna polymerlzacn
polymerizace. Pri pr

(pevna faze): pouziva se

ren ve forme mikrotitracnich

vend, pruhl. DulezZita je
| teplota a delka

ehnane vysokych sorbcnich

vlastnostech by dochazelo k navazani

nezadoucich latek, a tim ke snizeni citlivosti a

specifity reakce.
Pri nizkych sorbcnich

vlastnostech by

nezabezpecovalo dostatecne souvisly a stabilni

imunosorbcni povrch

(nestabilita a nespolehlivost

systemu vede k snizeni citlivosti a

reprodukovatelnosti).

PouZiva se koncentrace 1 — 10mikrogramt/mi
proteinu v karbonatovém pufru o urc. pH



Imobilizace antigenu na pevny nosic

-iytigen se vaze pasivni adsorpci, proces se nazyva

ating-koutovani

= Pouzivaji se desticky s plochym dnem kvdli
fotometrickému stanoveni

= Vazba proteinti je ovlivhéna: kapacitou
adsorpce, povahou proteind, teplotou a pH
vazebného roztoku, dobou adsorpce a koncentraci
vazebného proteinu

= Promyvani-ucelem je oddelit navazané a
nenavazané reagenty, promyva se 3X, hesmi
vzniknout bubliny-brani kontaktu promyvaciho
roztoku s povrchem bunék




= Blokovani- k eliminaci nespecifickych vazeb mezi
proteiny a volnymi vazebnymi misty, blokovaci
oztoky obsahuji: hovezi serovy albumin nebo
%sein, zelatina, susené mléko atd

= Konjugat: specificka Ab (mono- nebo poIKhonéIm’)
s vhodnym navazanym enzymem.Ten pak reaguje
se substratem a vytvari v pritomnosti vhodneho
chromogenu dostatecne intenzivni barevnou

reakci.

= Zastaveni reakce: v dobe, kdy se vztah mezi
enzymem, substratem a produktem nachazi v
linearni fazi silnou kyselinou ¢i zasadou. ZpUsobi
denaturaci enzymU. Pridanim zastavovaciho
roztoku se meéni absorbcni spektrum produktu



ko chromoien slouzi (ortofenylén- diamin
ydrochlorid = OPD, kyselina aminosalicylova,
atd) ktere v prltomnostl peroxidu vodiku jako

substratu — katalyzatoru vyvolaji barevnou
reakci.

= Pristroje: ELISA - reader je spektrofotometr
upraveny na odecitani absorbance v reakcnich
jamkach. Filtry jsou nastavené s volitelnou
vinovou delkou optimalni pro urcity ELISA
system (obvykle mezi 405 az 570 nm)

v zavislosti na typu pouziteho konjugatu a
substratovo - chromogennim roztoku.

:ﬁaubstrat pri pouziti konjugatu s peroxidazou




Hodnoceni a standardizace testl

= [Nesledujeme absolutni hodnotu absorbance, ale jeji
rirustek k blanku

= Vzorky mlzeme testovat kvalitativnim i kvantitativnim
zplsobem

= Kvalitativni: je treba znat pozitivni, negativni kontroly a
hranicni hodnotu (cut off). Za pozitivni Ize povazovat

hodnoty statisticky odlisitelné od vzorku s nulovou
koncentraci vysSetrovaneho agens.




i Cut off

= V praxi se hranicni vzorek stanovi
vysetrenim nekolika desitek hranicnich
kontrol, 1. pak se uvazuje hodnota X
+3sd (X je hodnota negativni kontroly)
(sd smérodatna odchylka), 2. neg.
kontrola se nasobi Cislem2,1

= 3. hodnoty de vlozi do grafu a vypocitaji
se intervaly podle primeéru hodnot




Kvantitativni: vyuzivaji se kalibracni krivky
vzorku. Vzorek je nutné vysetrovat ve dvou
nebo VICE zredenich, aby bylo jisté, ze se
koncentrace Ag ve vzorku nachazi v oblasti
kalibracni krivky

Index pozitivity: IP

— absorbance vzorku
absorbance cut-off




s Typy ELISA:

M&L\SA pro-Ag-(kompetitivni a

nekompetitivni)

kompetitivni ELISA pro Ag nebo hapteny
prima ELISA pro Ag

sendvicova ELISA pro Ab = neprima pro Ab
ELISA pro zachyceni IgM



Pouziti:

i Stanoveni pri priikazu neinfekcnich Ag, na
kvantitativni stanoveni nizko- |vysokomol latek
(stanoveni hormonu: tyrozin, tI‘IJOdterZIn
prolakton, inzulin a- fetoproteln atd, lekd:
teofylin, dioxin aj., a Frotelnu IgE, AFP alfa
fetoproteln CEA cefa osporin A

= Stanoveni autoprotilatek
= Prlkaz virll, bakterii a :)arazitick)'/ch nakaz

= Pri dlagnostlce onemocnem vyvolanych obtizné
kultivovatelnymi ptvodci (viry hepatitidy,
borrelie, mykoplazmata atd.)




Sendvicova ELISA pro antigeny

Ag Ab Ag Ab-E

Inkubace ﬁd inkubace
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é . %E promyti
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Na tuhou fizi  \a ni se potom Pfida se volna enzymem . ,
navazuie znamé v , . Prida se substrat

se navaze J znaCena Ab, ktera reaguje .
nebo neznamé o , na detekci

Ab s volnymi hapteny antigenu ;

' mnozstvi > ) enzymoveé
_ imobilizovaného vazbou do aktivity

antigenu. komplexu s Ab. Inkubace,

Promyti. promyti, pfidani S.



Legenda:
0 inaméFem'/ch hodnot standardnich vzorkl se

stroji analyticka cara (kalibracni krivka), podle
eré se vyhodnoti vzorky s neznamou
koncentraci zkoumaného Ag.

= Vyhoda: nemusi byt k dispozici znaceny Cisty Ag.
Staci jen standardni Ag treba i ve slozité smési
jinych Ag (napriklad lidské sérum). Musi v ném
vsak byt presné znamy obsah analyzovaneho Ag.
Ab se mlze oznacovat enzymem vzdy tou
stejnou konjugacni reakcl.

= Nutnost: obé Ab musi mit stejnou specifickost. Ag
musi mit nejmené 2 determinanty (reaguji s nim
2 molekuly Ab).




Kompetitivni prima ELISA pro Ag a nebo
‘hipteny — stanoveni Ag
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Na tuhou latku
se navaze Ab
specificka pro
Ag, ktery se ma
stanovit

: ‘_qE inkubace
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Pak se prida znamé
mnozstvi enzymem
znacCeneho Ag (AgE) a
bud’ znamé
(standardni) mnozstvi
nebo neznamé
(analyzované) mnozstvi
neoznaceného Ag (Ag)
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V prlibéhu inkubace
soutézi znaceny

S neoznacenym
(standardnim ci
zkoumanym) Ag. Po
promyti zUstavaji jen
Ag vazané na Ab.

Pak se prida roztok
substratu, ktery
enzym pritomny

v imunokomplexec
h rozlozZi za vzniku
barevného
produktu



Legenda:
' sorbance) zbarveni roztoku

s produktem enzymoveé reakce se meéri
spektrofotometricky. Z hodnot absorbanci
namérenych v jamkach se znamym
(standardnim) mnozstvim Ag se sestroji
analyticka cara (kalibracni krivka), pomoci
které se urci koncentrace analyzovanych
roztokl Ag.



Pfima ELISA pro antigeny, (kompetitivni),

urceni % inhibice
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Ag se navaze na
tuhou fazi a reakcni
prostor se promyje.
Pokud jde o maly Ag,
navaze se predem na
vetsi nosic¢, napf.
BSA.

Zkoumany roztok, ve
kterém se
predpoklada
pritomnost Ag, se
micha se specificky
znacenou Ab a smés
se inkubuje

s imobilizovanym Ag.

promyl

—

pridani S

Inkubace, promyti a
pridani substratu,
cimz se vyvola
barevna reakce.



Legenda:
1 erené-absorbance ve vzorku

s volnym Ag a v kontrolni jamce (bez volného
Ag) urCuje mnozstvi Ag ve zkoumaném
vzorku. Je to kompetitivni ELISA, ve ktereé o
vazbova mista Ab soutézi Ag ve zkoumanem
vzorku (volny) a Ag imobilizovany. Cim vic Ag
bude ve vzorku, tim méné Ab se muze
navazat na imobilizovany Ag a tim mensi
barevna intenzita bude v reakcnim roztoku.
Nejvice zbarveny roztok bude v kontrolni

jamce, kde reakcni smés neobsahovala volny
Ag.



i Modifikace:

= misto oznaceneé Ab se pouzije neoznacena Ab
(napr. kralici IgG) a imobilizované Ag se
detekuji pomoci oznaceneho Ig ve funkci
sekundarni Ab (napr. praseciho IgG proti
kralicimu IgG).

Ag + (serum+Ag) +AbE + S —barevna reakce

virus + (IgG + Ag)+anti IgGE + S —barevna
reakce

= Vyhoda: moznost pouziti komercné dostupné
oznacené Ab.



Sendvicova ELISA pro protilatky

Eeboli neprima ELISA na detekci Ab — slouzi na diikaz neboli titraci Ab

pecifickych pro urcity Ag. Pouziti: na titraci Ab tridy IgG + IgM.

Ab; ve zkoumanem vz.

Ab,E
,%r Sy ¢ t
5 Inkubace > inkubace 'j.J u"uﬂ
& + ;E promyti ]
E promytr —> | X
‘?? ® ’& Pfidani S ,ﬂnﬂ
..----
Antigen se  pid4 se I?';ﬁqu:ff zggan:’:m Piida se
nvaze 9 zredene pFiton&; dochazi znagené enzymovy
tuhou fa2| 3 serum, ve E navazani na sekundarni substrat a zmeri
promyje. kterem se mobilizované Ab. bromvti se intenzita
ma urcit A ; promy barevné reakce.
pritomnost 9

Ab.



ELISA na zachyceni protilatek IgM

% Inkubasce
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Na tuhou fazi se Atouse

navazi anti-IgM Ab Z vysetrovane
ho séera
vychyta IgM.
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inkubacs

Prida se roztok antigenu, ktery
se navaze na ty imobilizované
Ig, které maji pro né specifické
vazboveé misto, promyti
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P¥id4 se specificky znacena Ab Aplikaci substratu se vyvola

proti Ag. Inkubace, promyti barevna reakce. Jeji intezita je
umérna mnozstvi antigenné
specifického IgM imobilizovaného
v druhém kroku metody.

Pouziti v praxi : na dilkaz Ab proti nékterym
virovym Ag, napr. proti viru hepatitidy A.



