Protilatky

Patfi do gama frakce krevnich bilkovin (gamaglobuliny), pfitomnost nékterych usekd na bilkovinném Fetézci-
immunoglobulinové domény — konstantni a variabilni (110AK zbytk(), je prototypem rozsahlé imunologické rodiny
molekul (800 dulezitych molekul)

-variabilni useky maji odliSné AK sloZeni u rdznych plazmatickych bunék, konstatni Useky-primarni struktura C-
koncovych Casti je

obdobna u rlznych molekul Ig, tvar molukuly Y odpovida schopnosti vazat se na Ag struktury, pantovou oblasti
(disulfidické mustky) se pfizpusobuje tvar vazebného mista molekule Ag (zodpovédné za prostorové usporadani,
fetézce Ig jsou glykosylovany a to umoznuje biologickeé vlastnosti Ab

vagwew s

s“,

— Hypervariable
regions

Ab model se dvéma tézkymi (urCuji tfidu a izotyp Ig) a 2 lehkymi polypeptidickymiretézci (kappa lambda)
spojené interakci disulfidickych mastkd, N terminalni zbytky



Pusobenim proteolytickych enzymu je stépena Ab pod (pepsin)
nebo nad (papain) disulfidickymi mustky

Vzniklé proteolytické fragmenty ukazuji divalenci (vazi se se dvéma Ag) pepsinu a univalenci
papainu. pFc reprezentuje C-terminalni konec Fc oblasti a je tvofen nekovalentnimi vazbami
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Hapten s kraliCimi Ab vytvafri

A)dimery B) trimery

C) Tetramery D) pentamery

Obr. A flexibilita v pantové oblasti

Obr. E Fc fragmenty byly natraveny
pepsinem, nelze je zde pozorovat
jako u obr. B v kazdém rohu

Zvéts. 1.000.000x

Trimer s Fc fragmenty



Idealizovana dvojrozmerna struktura Ag

a) Vazbové misto tvori peptidické smycCky, které tvori
hypervariabilni useky na lehkém i tézkem retézci
(Cislo znamena pocet zbytkl AK) a G cukerné
zbytky. _ i
Cukerné zbytky jsou dllezité pro zpétné poskladani ' gt
peptidickych fetézcll a tvorbu beta struktury /
skladaneého listu. Ta umoznuje, aby hypervarib.
useky lezely tésné u sebe. Diky vazbé k riznym
kombinacim hypervariab. usekiim a riznym zbytk(m
uvnitf kazdé z této oblasti, kazda z Ab muze tvofit
komplex s riznymi antigennimi determinanty.

b) Simulované kombinacni misto tvoreni tfemi prsty
kazdé ruky
Kazdy prst predstavuje hypervariabilni smycCky




FLEXIBILITA MOLEKULY IMUNOGLOBULINU




s disulfidické muistky ) cukerné molekuly




metody vyuzivajici serologicke reakce

V kapalinach
V gelu

. Jednoducha imunodifiize
. dvojita imunodifize

Kombinace s elfo
. Imunoelektroforéza podle Williamse a Grabara
. Raketova imunoelektroforéza
. Protismérna
. Dvojrozmeérna

. Imunonefelometrie
. Imunoturbidimetrie

a) RIA
b) FIA
c)EIA



Casové rozdéleni metod

Metody l.generace
* Nekteré techniky v roztoku — precipitacni, aglutinacni, KFR

Metody ll.generace
« Kvantitativné i slozité smési antigenu,
* |Imunodifuze, imunoelfo

Metody lll.generace

« Velmi citlivé metody, stanovi Ag, Ab i hapteny
* Imunoanalyzy — pf. RIA, FIA, EIA, imunoturbidimetrie
 — nefelometrie, -fluorimetrie, popf jejich kombinace

Metody IV.generace
« Kontinualné meri Ag, Ab i hapteny
e Imunosenzory



Serologicke metody - precipitace
Imunoprecipitacni kiivka (Ag — antigen, Ab — protilatka)

Oblast ekvivalence
Precipitacni metody
Oblast nadbytku protilatky
Nekompetitivni metody
nadbytek nadbytek « zakalové nefelometrie

AD , A9 turbidimetrie

elvivalence « s markerem EIA, IRMA..

Oblast nadbytku antigenu
Kompetitivni metody
» heterogenni RIA, ELISA..
* homogenni EMIT...

mnozstvi precipitatu

mnozstvi antigenu

- faktory ovliviiujici precipitaci:

yp Ab /napr. 1gG/

eplota — se zvysujici se teplotou
se urychluje precipitace /napf. 38°C/
zajemna koncentrace Ag a Ab
H

ontovy naboj

var a velikost Casti

> F—~ofo—cofor< oFo~<oe
R Y

qocpe T
)_G?HYH'*‘H KROXX

ofo—ofor<
X

Dol

nadbytek Ab zéna ekvivaleace nadbytek Ag

& antigen
)-( protilitka




PRECIPITACNI metody:

Ag + Ab oAb
precipitinogen precipitin precipitat srazenina
solubilni /rozpustny/
- delime:
l. prstencova

— prstenec srazeniny precipitatu

ll. sklickova — urceni pod mikroskopem

IMUNODIFUZE

*vyuziti : ke stanoveni Ag, Ab, H



PRECIPITACNI metody:

praxe — 1. zjisténi vyskytu Ci stanoveni Ab v séru pfi inf. onemocnéni
2. identifikace patogena
Koncentrace Ab se vyjadruje jako :
=lvejmens"/' zredeni Ab, které jeste reaguje s Ag
- hodnoceni : — odecteni okem

a, zjiStéenim mnozstvi precipitatu

b, zjiSténim mnozstvi Ag v precipitatu Ci supernatantu
c, zmeéna optickych viastnosti vzorku — 2 metody :
NEFELOMETRIE —.’URBIDIMETRIE



pr. Precipitacni imunochemické metody

— jednoduche¢ precipitacni testy
terénni kazetove testy pracujici v oblasti ekvivalence

O L O L L

S T C

Negativni vysledek Pozitivni vysledek

Za nepritomnosti nebo nedostatku drogy ve vzorku moce
vytvori protilatka imunokomplex (precipitat) se znacenou
drogou vazanou v misté testu T. (S — vzorek, C — kontrola)



Imunodifuze

- specificka reakce Ag s Ab - precipitace
/gel z agaru nebo agarozy/- AGAR ‘més polysacharidll extrahovanych z ¢ervenych
morskych ras
i‘l’rodm’ agar nutno precistovat .‘rakcionaci vznikaji 2 sloiky:‘garéza
- neobsahuje vedlejSi aniontové skupiny - pro difuzi vice vhodna
- standardnéjsi sloZzeni nez agar a nizsi schopnost nespecifické adsorpce

‘garopektin
- obsahuje aniontové skupiny m

rozvareni agarozy v pufru na vodni lazni
naneseni na sklenéné destiCky — ztuhnuti ve vodorovné poloze /pfi teploté pod 42°C/
- princip ID:
- vzajemna volna difuze Ab 2 Ag v gelu na zakladé koncentracniho
spa do mi retnuti vznikaji precipitacni .
lini louck stence uhy /zalezi na pouzitem materialu/
- vzniklé precipitaty detegujeme:

kem - zakal

arvenim — Coomassie blue, amidocern
ekundarnimi protilatkami

u, Ag, radioizotopy

- vznik precipitatu je déj postupny!!!



Imunodifuze

3
i

- rozdéleni imunodifuznich metod:
ednoducha imunodifuze — gelem difunduje pouze jedna slozka —Ag nebo Ab
vojita imunodifuze — gelem difunduji obé slozky— Ag i Ab
— slozka putuje v gelu jednim smérem
' /radialni/— sloZzka putuje vice sméry
Ag a Ab si neodpovidaji — nevytvori se precipitaéni linie
Smés vice typl Ag a Ab — pocet linii odpovida poctu sobé si odpovidajicich paru
Ab a Ag




Imunodifuze

roztok s Ag
gel s Ab
olej

precipitaini
lirde

Jjednoducha imunodifaze

- migruje 1 slozka:

1. slozka se smicha s gelem uz pri jeho prfipravé (nemigruje)

2. slozka se aplikuje nasledne do vyrezanych jamek — MIGRUJE —
v misté vyrovnani koncentraci vznika precipitaéni linie

R jednoducha jednorozmérna imunodifiaze .ﬂe OUDINA

- ve spodni casti zkumavky agarozovy gel s Ab, prevrstveno roztokem s
Ag - zalito parafinovym olejem — zabrana odparovanl

- ¢im je Ag koncentrovanéjsi, tim dale od roztoku s Ag vznikaji precipitacni
linie  /odecitatelnégjsi/

- VyuZiti: la’etekce poctu Ag paru
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Imunodifuze

Jjednoducha radialni /dvojrozmeérna/imunodifuze

dle MANCINIOVE

- na sklenén stiCku se nalije gel, ktery
obsahuje Ab migruje

inkubace ve vlhké komurce ve vodorovné
poloze — difuze vSemi sméry (radialni)
0 obarveni - modre precipitacni prstence

m je vzorek koncentrovanejsi — vetsi
prumér prstence

— zmeéreni druhé mocniny prumeru prstencl —
vyneseni Kkalibracni krivky a odecet koncentrace
neznameho vzorku-

VYUZIti
e kvantitativnimu stanoveni Ag

Bl inicka praxe: stanoveni koncentrace IgG, IgA,

IgM, IgD, slozek komplementu a proteint akutni
faze

kalthracni

wEZorky

tyrziologic by

roztok

jamky - vzorky:

-gel s Ab
iyziologicky roztok —blank
zorky o neznamé
koncentraci

lrzorky 0 znamé koncentraci

(kalibracni)



Imunodifuze

» dvojita imunodifuze

* - gelem difunduji obé slozky el hg bt :

* - koncentrace Ag a Ab musi byt lnie
vzajemné ekvivalentni — proti '
prekryvani linii

X dvojita jednorozmeérna
imunodifuze

« -ve zkumavce agarozovy gel s Ab
a agarozovy gel s Ag

* - mezi nimi ¢isty gel — v misté
vyrovnani koncentraci se vytvori
precipitacni linie-

- vyuziti: [kvalitativni dikaz Ag

ljréenl' imunochemicke pribuznosti
¢i odlisnosti Ag

_Jrecipitaini




Imunodifuze

dvojita radialni imunodifaze [d/e
OUCHTERLONYHO

na sklenéne desky nanesen cisty gel
mensi jamky — rtzneé Ag Ci ruzné
koncentrace jednoho Ag

vetsSi prostredni jamka — Ab
koncentrovanéjSi Ag — precipitacni
obloucky blize jamky s Ab

inkubace ve vlihké komurce

pocet precipitacnich linii odpovida
poCtu odpovidajicich si parua Ag a Ab
Vyuziti —prukaz Ab pfi alergickcyh
alveolitidach, prukaz Ab proti
nékterym patogenum, napr.
Toxoplazma gondii




Imunodifuze

| a2 Gastedné identické mékters

* -Vvyu ZIti: determinanty navicl

litra ce Ag -
koncentrace Ag :
u ré Uj eum I' S té nll [ .;"; 2 5 A o dva identicke h; EI afisineo I::I.I:II:I":,-".[I::I.Elji
precipitacni linie

BHokaz pritomnosti Ab

.Dorovnévénl' identity a
neidentity Ag smeési

isteni

precipitacni linie

2 a3 wdenticke

3 nékteré deterrnanty navdic nez 4

- mensSi molekula se dostane dale do gelu



Imunoelektroforeticke metody

kombinace metod elektroforetickych a imunodifuznich

Bilkoviny se déli v zavislosti na molekulové vaze a elektrické
naboji jednotlivych molekul. Pri bézné elfo se sérum déli na
zonu albuminu, a -1, a - 2, 8, y globulinui. Stanoveni
zastoupeni jednotlivych frakci miize mit vyznam pri hodnoceni
stadia zaneétlivého procesu. Pri akutnich zanétech stoupa
zastoupeni a — 1, pozdéji i a — 2, pri chronickcych zanétech
dochazi ke zvyseni zastoupeni y globulinl a poklesu albuminu.
imunoelektroforéza podle WILLIAMSE a GRABARA

RAKETOVA imunoelektroforéza

PROTISMERNA imunoelektroforéza

DVOJROZMERNA imunoelektroforéza

Pr. imunoelektroforéza podle WILLIAMSE a GRABARA:

- 19563 Williams a Grabar
- 2 stupné: 1. naliti desticky ( agardzni gel s pufrem )
vytvoreni 2 Zlabku a naneseni Ag mezi né
po rozdéleni elektroforézou se do Zlabku 2. napipetuji protilatky
inkubace 48 hodin v lednici [[lbchazi k DIFUZI
Il iste ekvivalence se vytvaii PRECIPITAGNI oblouéky




Imunoelektroforeticke metody

Vyuziti: Imunoelfo séra se v souCasné dobé pouziva vyhradné k
prukazu monoklonalniho imunoglobulinu v lidském séru —
paraproteinu. Je vzdy produkovan klonem bunék vychazejici z jedné
plazmatické b., majici genetickou informaci pro tvorbu jedné
variabilni oblasti lehkych a tézkych fetézcu a jedné tridy Ig molekuly.
Na rozdil od imunoglobulind bézného séra s velkym mn. Ruznych
variabilnich oblasti Ig molekul.

Paraprotein se nachazi. 1. u nemocnych s myelomem (nador
vychazejici z plazmatickych bunek) 2. pri jinych malignitach
lymfatického systému, 3. pfi chronickych zanétech 4. ve vysSich vék.
skupinach

Vznika neobvykly pruh pri klasicke elfo séra, nebot paraprotein se
pohybuje uniformné (stejny naboj a Mr). V urCitém mistée
elektroforetického pruhu zpusobi vysokou koncentraci Ig pfislusné
tridy. Pri nasledné precipitaci s pridanym antiserem je v oblasti, kam
paraprotein doputoval, vyrazné vice antigenu, precipitacni linie je
deformovana a posunuta blize ke Zlabku s antisérem.
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Aglutinacni metody

Ag + Ab B o-Ab
aglutinogen aglutinin aglutinat
korpuskularni-
princip : KORPUSKULARNI / &asticovy / Ag
pri reakci dochazi ke shlukovani Ag a Ab na zaklade vytvareni
mustkd - Ab mezi bunkami za vzniku shluku
— pouziti bakterii, bunék

— na jejich povrch je Ag umeéle navazan,
pr.latex-fixacni test, HIT

Predpoklady ke vzniku vazeb:

. dostatek Ab, 2. pritomnost Ab proti riznym epitopum 3. vzdalenost
mezi ¢asticemi co nejvetsi 4. Ab funkéné jednovazebné nevytvari
aglutinaci (IgA, IgE) — inkompletni Ab viz hemaglutinace

- hodnoceni: kvalitativhé - odeCteni okem
kvantitativneé : a, zjisténim mnozstvi aglutinatu
b, zjiSténim mnozstvi Ag v aglutinatu Ci supernatantu




Aglutinace

* vyuziti : ke stanoveni Ag, Ab, H (viz precipitacni metody)
1. K uréovani izolovanych bakterialnich kmenu

2. K prukazu Ab proti patogenum —Widalova reakce —
prukaz tyfu, paratyfu, Weil-Felixova — skvrnitého tyfu, Ab
proti Francisella tularensis

3. Nepfima k prukazu auto Ab proti stitné Zlaze, Ab proti
autoAg —

Latexova aglutinace, iatex-fixaéni test

* rychlé kvalitativni stanoveni

 Ag nebo Ab imobilizovan na latexovych kulickach

« Stanoveni Ab proti IgG — revmatoidni faktor



Hemaglutinacni

. Ag + Ab B -Ab

 hemaglutinogen  hemaglutin hemaglutinat

e -savcCi krvinky (i Casti)

« - dochazi ke shlukovani krvinek, vliivem komplementu
Cl virove castice pak dochazi k LYZI.

Ke zviditelneni aglutinacnich reakci pri pouziti
inkompletnich Ab je mozno pouzit a) aglutinaci v
bilkovinném prostredi b) v prostredi s proteolytickymi
enzymy c) pouzitim antiglobulinového Coombsova séra -
kraliCi ab proti lidskym Ig



Hemaglutinace

vyuziti: K zjiStovani krevnich skupin a prukaz Ab proti
krevnim elementum. Primy Coombsuv test — k prukazu
navazanych antierytrocytarnich Ab, reakce pacientovych
ery s Coombsovym antisérem, pritomnost navazanych
Ab se projevi hemaglutinatem

Neprimy Coombsuv test — k prukazu cirkulujicich
antierytrocytarnich Ab

1. faze, pacinetovo sérum s ery od darce, navazani Ab pokud jsou
pfitomny, vymyti, pfidani Coomsova séra, které zpusobi aglutinaci
pri 2 reakcich:

.(FR — komlement fixacni reakce

BT - hemaglutinacné inhibiéni test :



HIT

« Patfi také mezi metody serologicke, zalozené na inhibici
biologickych ucinku antigenu
 HIT — pasivni hemaglutinace

. Ery pak aglutinuji — shlukuji se jen v pritomnosti specifické Ab
l)dpovidé-li protilatka Ag, po pridani obalenych ERY Ag se Ag
vyvaze a vznikne HEMAGLUTINAT
Ab + Ag - Ery -emaglutina’t, probehne hemaglutinace

.190dpovida’-li protilatka virovemu Ag, nedojde k hemaglutinaci
« situace, kdy pridame stejny Ag do reakce

-« Ab+Ag -E maglutinat + stejny Ag [l Ag -Ab +
Ag - Ery inhibice hemaglutinace
» Metodou inhibice pasivni hemaglutinace Ize dokazat velmi malée

mn. rozpustného Ag nebo H (metoda je velmi citliva)
pro vyhodnoceni mizeme pouZzit i optické metody




Komplementove metody

« sloZky reakce: Ab, Ag, C, ERY, hemolyzin

.Ab- vySetfované sérum

- chceme v ném prokazat protilatku / komplement v séru je tepelné inaktivovan /
.zna’m y specificky Ag

- jsou-li v séru Ab, vytvofi se imunokomplex IK

OMPLEMENT - zdrojem nejCastéji sérum morcCete (vaze se na IK a aktivuje
protilatku)
hemolyticky komplex: komplex Ag /berani ERY/ a protilatky .EMBOCEPTORu
/hemolyzinu/, ziskaného imunizaci krali¢iho séra beranimi erytrocyty

- by doslo k hemolyze je nutna spolutiéast KOMPLEMENTU a inkubace
30 minut pfi 30

prubéh reakce:
./e vySetfovaném séru je Ab
« protilatka v séru vytvofi komplex s Ag — na néj se navaze komplement. Po

v

jridéni hemolytického systému nezbyva jiz komplement do 2. casti reakce

hemolyze NEDOJDE:
./e vySetfovaném séru neni Ab

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

BOJDE k hemolyze:

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

- pouziti:

iagnostika prijice /syfilis/, brucedzy, pasteurely

e virologii prikaz protilatek témér vSech virovych nakaz
ypizace neznamych Ag nové izolovanych virl

rikaz protioraanovvch Ab




Vysetreni komplementového systemu

« Stanovuji se

a) hladiny jednotlivych slozek K v séru —
za pomoci antisér, vétsinou proti C3, C4, C1q

b) celkova aktivita komplementové kaskady-

Se provadi testem CH50 — (50% hemolyza zplisobena komplementem),
stupen hemolyzy zavisi na mnozstvi pfidaneho K, nepfima umeéra
Vyuziti: K detekci poruch nedostate¢néh mn. Nebo defektu sloZzek K systému

Vysetreni cirkulujicich a deponovanych IK

Principy metodik

1. Vyuzivajici fyz — chem vlastnosti — CIK- nejvetsi
makromolekuly séramohou byt preciptovany pomoci PEG
(polyetylénglykol). Precipitat je umérny 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 C1q, jez odrazi i hladinu CIK (totéez pro
C3,C4)

« 3. prukaz vazbou na burnky, které exprimuiji receptor pro
Fc gragment IgG. Lze vyuzit trombocyty

»  Vyuziti: Pro monitoring jakychkoliv zanétlivych procesu.
Pro diagnostiku imunokomplexovych chorob je
provadi po bioptickém odbéru vzorku z tkané (kuze,
svaly, ledviny) pomoci prime fluorescence se prokazuje
ulozeni IgG



Zakalove reakce

metoda probihajici v roztoku

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

BNEFELOMETRIE - rozptyl ' n ORI ETREE
viditeIneho svetla mereneho 11t
od uhlem il sho | MEFELOMETRIE
URBIDIMETRIE - ubytek
viditelného svétla pfi pruchodu
vzorkem mereneho ve stejné

roviné

.yhoda: moznost automatizace,
rychlost provedeni, presnost, ale
VySSi cena




Imunoblotting

SOUTHERN BLOTTING

vyvinut v r. 1970, k detekci DNA, molekuly DNA se pfenaseji z
agarozoveho gelu na membranu k nalezeni Casti sekvence
DNA Ci konkretniho genu v genomu

NORTHERN BLOTTING

slouzi k detekci RNA

prenos nam umoznuje zjistit pritomnost, nepritomnost a
relativni mnozstvi specifickych RNA sekvenci

WESTERN BLOTTING

slouzi k detekci bilkovin

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

je zavisla na pouziti velmi kvalitnich Ab zamerenych na
vybranou bilkovinu

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



Podle typu prenosu se bloty lisi:

DifGzni blotting: v pfenosovém pufru

Vakuovy blotting: pfenos pomoci vakua

Kapilarni blotting: pfenos kapilarnimi silami pres filtracni papir
Tankovy elektroblotting: k prenosu vyuzito el. pole (2-3 | pufru), na
boku nadoby - elektrody

yoemi dry“ blotting: vyuziti plosSnych elektrod (100 mil)

Kapkovaci dot blotting: bilkoviny nejsou rozseparovany —
imobilizace jednotlivych vzorku

Pouzivané membrany:

Nylonova — elektrostaticka interakce

PVDF (polyvinyliden difluoridova) — hydrofilni interakce
Nitrocelulosova — hydrofilni interakce

WESTERN BLOT

3 kroky: (gradientova elektroforéza)



SDS PAGE

Nejpouzivanéjsi metodou je PAGE — SDS elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS (sodium dodecyl
sulphate). Umoznuje nasledné urceni relativnich molekulovych
hmotnosti jednotlivych proteinovych frakci.
Polyakrylamidové gely se pripravuji kopolymeraci polymert —
akrylamidu a
N,N’-methylen-bis-akrylamidu (BISu).
Polymeraci akrylamidu vznikaji dlouhé retézce polymeri, zarazeni
BISu zplsobuje zesileni ,,mustky“, které vznikaji z bifunkénich
zbytklu BISu. Vytvorena polyakrylamidova matice nese elektricky
naboj a je chemicky dost inertni. Pro stanoveni Mr se pouziva
detergent SDS. Vsechny bilkoviny vazou SDS v pomeéru

. Molekuly SDS bilkoviné udéli negativni naboj. Na
molekulu bilkoviny se navaze takové mnozstvi molekul SDS, ze
jeji vlastni naboj pozbude vyznamu a déleni muiize probihat podle
velikosti molekul.



Molekula urcitého proteinu postupuje v gelu az do
momentu, kdy velikost poru je mensi nez velikost
molekuly a ta se v tomto misté gelu ,,zasekne®.

Pouzitim smeési standardnich bilkovin se znamou Mr a po
sestrojeni kalibraéni krivky je mozné vypocitat Mr
jednotlivych frakci

WESTERN BLOTTING

Blotovacim zarizenim pro semi-dry blotting preneseme
rozdelene proteiny pomoci el. proudu.

IMUNODETEKCE

Inkubace s primarni protilatkou a nasledné se sekundarni
protilatkou v blokovacim roztoku.

substratoveho roztoku, dokud se neobjevi bandy.

Vyvolavani ukonCime namocenim membran do do
vodovodni vody.




Vysledky PAGE analyzy
SDS-gradient PAGE proteinovy profil
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Legenda:

Z gelu se mohou
rozeznat typicke
rozdily mezi

- a
(linie 5, Linie 6)

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



Imunochemické metody

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

dg + b K - Imunokomplex
-jeden z reaktantu nese znacku a tim je vizualizovan
vysledek. DetekCnisystem tak zvysuje citlivost reakce a
umoznuje modifikace, které prostou precipitaci reakce
nejsou dosazitelne.
-enzym EIA, EMIT enzyme multiplyed immunoassay
technique
geneticky upraveny enzym CEDIA
radioizotop RIA
fluorescencni latka FIA
chemiluminiscencni latka LIA




* Antigeny Ag— makromolekuly (polymery: proteiny,
polypeptidy...)

v' navozuji specifickou imunitni opoveéd”

v' specificky reaguji s protilatkami

v" hapten — nizkomolekularni latka (1é¢iva, drogy) navazana na
vysokomolekularni nosic

Protilatky Ab — bilkoviny (glykoproteiny) télnich tekutin

v' vykazuji specifickou vazebnou schopnost vuci antigenu, na
jehoz
podnét se vytvorily, mohou byt cilen€ pfipravene

a) jen proti jedné chemické skupineé

b) ktera je spole¢na pro vice strukturné chemicky pribuznych
latek



Imunochemicke metody

moderni imunologicke diagnostické metody, vznikly

v 80.letech min. stoleti

vychazi z poznatku imunologie, molek. biol., enzymologie,
fotometrie a radiochemie

« Heterogenni imunometody — separace molekul
znaceneho reagens vazaneho v imunokomplexu od
volnych molekul znaceneho reagens v roztoku
(radioimunometody, ELISA) — vysoka citlivost

« Homogenni imunometody — bez separace frakci, jsou
jednodussi, rychlejsi, Ize je automatizovat (enzymova,
fluorescencni a chemiluminiscencni imunoanalyza)



RIA ladioimmunoassay

zavedena 1959

Princip metody: spojuje jednoduchou imunologickou reakci Ag s Ab
s metodikami radiochemie, ktera pouziva Ag nebo Ab znacCené radionuklidy

- citlivost: 710-9- 10- 17mol/l-lm| vyznamneé, nejcitlivejsi

- je mozne stanovovat latky i v télesnych tekutinach /krev, moc, mozkomisni
mok.../ i v pg10-12(pikogramech)

- stanovujeme jakékoliv latky, proti nimz Ize vytvorit protilatku

protilatku ziskame komercné nebo injikaci Ag Ci haptenu do kralika nebo
morcCete

V metode je vyuzito kompetice, kdy stanoveny Ag a znamé mn. téhoz Ag
znaceného radioaktivnim izotopem soutézi pri tvorbé imunokomplexu o
omezeny pocCet vazebnych mist specifické Ab (ta je v lim. mnozstvi)

riprava Ab:

- injekce Ag Ci haptenu do zvirete /kralik, morce/
- nekompletni Ag — je potreba navazat makromolekularni nosic

€ (Ag = X...znacka)
- 3 prvky: 3H,14C,1251, 1311
- oznaceny Ag
vlastni reakce:
- 4 slozky:



Vi . . A /
A=Aby -t Ab-Ang T

!

% oddéleni IK:
munochemické — sekundarni protilatka Abs

- vyrobi se proti prvotni protilatce Ab .\b pak
vystupuje jako Ag
s + Ab ...vznikaji srazeniny IK

) ¢ AR znaceny Ag

Ab lim60%........ protilatka ze zvirete /je
limitovano lnémo jeji mnozstvi/
XN.......... neznamy antigen
XS, Standardni antigen
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- -imunochemicky — Abs, fyzikalnée - filtrace, centrifugace...
molekularni metody — elektroforéza, chromatografie ...

‘N vyhodnoceni:
- ¢im vice molekul X se bude v kazdé zkumavce nachazet, tim méné

molekul Xx se bude moc navazat s protilatkou



Vyhodnoceni:

{l=laln
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74 ronutu

koncentrace () molil

- vyhody: ./ysoké citlivost, specificnost, presnost,
automatizace procesu
ﬁwikromnoistvi latek primo v bioloogickych kapalinach
- nevyhody: lvakladné zarizeni, drahé pristroje, draha scintilacni
tekutina
ladioaktivn/' material — zdravotni riziko, y nebo B zareni, zvl.
bezpecnost pfi  praci, likvidace radioakt. materialu
lastnosti radionuklidd .nehodnocovéni kratkym polocasem
rozpadu — ¢asova naro¢nost (musi se provést hned), u izotopu
vydavajicich y zareni (,71251, 1311, 75Se) je omezena expirace souprav
kratkym poloCasem rozpadu




vyuziti:
. vyuziti v kriminalistice, soudnim lekarstvi (detekce
jedovatych latek), stanovovani velmi malého mnozstvi
latek (nizko i vysokomolekularnich) napr.:kardiotonika,
cytostatika (IéCba infekCnich onemocnéni, nadorovych
onemocnéni), hladiny hormonu, [éCiv, vitaminu, drogy,
minoritnich slozek séra, ve virologické diagnostice,
vySetreni specif. autoprotilatek napfr. proti
acetylcholinovemu receptoru pri myastemia gravis,

test
(radioallergensorbent test)je vyvinuty pro detekci Ab proti
specifickému alergenu, test (radioimmunosorbent

test) je testem vyvinutym pro zjisténi antigenu,
Radioimunoprecipitace je pokladana za nejpresnejsi
metodu pro stanoveni IgE v sérech



FIA

Vypracovana v r. 1941, uvedena do praxe v 50. letech

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

fluorescencni barviva: [IVIRITC........ tetramethylrodaminizothiokyanat
............ fluorescein izothiokyanat, phycoerythrin

- podstata: molekula prechazi ze zakladniho energetického stavu pii absorbovani
energie do stavu EX CITOVANEHO, kde je nestabilni a vyzafenim energie ve formé
tepla Ci svétla (emise) se vraci zpét

- energie dodana lampou v pfistroji

ntenzita fluorescence dostateCné vysoka
luorescencni signal odlisitelny od pozadi

azba na sondu nesmi deformovat vazebné vlastnosti Ag a
protilatky

nenavazané barvivo musi byt lehce odstranitelnée
! biologicky material sam o sobé vyzaruje energii -ozadi
- 2 druhy:
* HOMOGENNI
% HETEROGENNI



‘FLUORESCENCE

. - t¥istupriovy proces u FLUOROFORU a FLUOROCHROMU
« -schopny absorbovat urCité mnozstvi svétla /struktura — ar. kruh/
- 1.FAZE -XCITACE SINGLETOVY STAV

F—— energeticky wygii

stav

2. FAZE 1OBA EXCITOVANEHO STAVU
- trva 10”s ji¥elmi kratka

.conformaém’ zména

disipace energie ‘st energie se ztraci

— pfechazi na nizsi stav

3.FAZE vISE

- vyzareni energie, prechazi na zakladni stav -
vyzafeni EMISNi ENERGIE
hnergie emisniho spektra/

energie EXCITACNI se NErovna EMISNI I!!

EexjiliEem h.C/I I ./l
4

m - délka excita€ni 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 o vysSsi vinove delky. Na
konjugaci jsou vhodné pouze fluorochromy obsahujici chemickou skupinu,
ktera evneé vaze na bilkovinu. (Specificky se vggi na urcité struktury

v BB ozni jejich zviditelnéni a dalSi analyzu jgyssi fluorescence =
vice fluoroforu = vice latky v BB)

- backround fluorescence .Iuorescence pozadi — je nezadouci, musi se
odfiltrovat

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

BREAGENCNI POZADI | fluorofor se navaze tam, kam
nema /

Pozitivni reakce: se jevi ve fluoresc. mikroskopu vyzarfovanim svétla urcité
barvy typické pro pouzity fluorochrom, zvysi se fluorescence v pfipadé
vzniku IK na rozdil od pozadi Ag s navazanym F ¢i jinym zpusobem se
upfednostni vznik signalu v pfipadé vzniku IK

Vlastnosti sondy:

navazane barvivo musi byt lehce odstranitelnée

musi mit vysokou intenzitu fluorescence,

fluorescencni signal musi byt dobre odlisitelny od pozadi,

vazba sondy na Ab Ci Ag nesmi ménit jejich imunologicke vlastnosti.



heterogeni techniky
homogenni techniky
Homogenni FIA

nevyzaduje separaci volneho a v imunokomplexech
vazaneho Ag Ci Ab pred merenim fluorescence.

Citlivost je omezovana interferenci s ruznymi latkami ve
vzorku (zejména v krevnim seru), maly stupen
fluorescencnich zmen.

kompetitivni princip, vyuziva se fluorescencni
polarizace, zhaseni, stupnovaneé fluorescence, excitacni
prenos fluorescence, fluorescencné znaceny substrat.

Heterogenni FIA

Podstata: volné oznaCené Ag se musi oddeélit od Ag
vazanych v imunokomplexech ( nebo volné znacene Ab od
Ab v komplexech) jesté pred uskuteCnénim méreni.

precipitaci imunokomplexu,

pouzitim znaceneho reaktantu Ag nebo Ab vazaneho
v tuhé fazi



Heterogenni FIA

Mikroskopicka IFA ma 2 modifikace: 1. Pfima a 2. nepfima IFA patfi mezi
heterog. techniky

Prima

a) detekce Ag

Vysetrovana tkan je fixovana na sklicku (Ag), pfidame znamou
znacenou protilatku AbF, inkubujeme a promyjeme. Ve

fluorescencnim mlkroskopu pak pozorujeme pozitivitu vzorku - zareni
na skliCku

F Ag + AbF — |F mé&Feni fluorescence

b) detekce Ab

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

F AgF, HF + Ab — || mé&feni fluorescence

Nepfima — prukaz Ab ve vySetfovacim séru

Tkan se znamym Ag nebo bunecna kultura (suspenze jader. bunek)
fixovanou na skliCcku prevrstvime vySetfovanym sérem i koltrolnimi
vzorky, nasleduje inkubace a promyti. Pfidame konjugat (sekund. Ab)

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

F Ag + Ab + AbSF — |F mé&Feni fluorescence









FIA
Fistroje :
PEKTROFLUOROMETR
- méfi fluorescenci vztazenou na cely preparat
ELUORESCENCNI MIKROSKOP
LOWCYTOMETR
Fluorescencéni: jako zdroj excitace vyuziva lampu s vybojkou pro UV zareni.
Obraz fluoreskujiciho objektu na tmavéem pozadi ziskame pomoci 2
komplementarnich filtra: propoustejiciho kratkovinné

zareni a zadrzujiciho emitované primarnim filtrem
pouze viditelné zareni objektu.

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

«  Prima: k prukazu Ag v tkanovych rfezech (napf. deponované IK) nebo
v dalSi biolog. Vzorcich pro rychly prukaz patogenu ve sputu i
bronchoalveolarni lavazi

«  Neprima: k prakazu autoprotilatek jak a) organové nespecifickych
(antinuklearnich Ab proti mitochondriim, hladkému svalstvu b)
organove specifickych (ab proti parietalnim b. zaludku, B bunkam
pankreatu, bazalni membrané glomeruldl, slinnym zlazam a pod)



* HOMOGEN Ni:- viastnosti:

'ntenzita fluorescence se pfi vzniku konjugatu
meni

.stanovenl' nizkomolekularnich latek /hapten/ -
antibiotika,sedativa, hypnotika ...

.19musime oddélovat IK od volnych reaktantu

% HETEROGENNI:- viastnosti:

lntenzita fluorescence se v prubéhu
reakce nemeni

lstanovenl' vysokomolekularnich
latek

.1utné oddéleni IK od volnych
reaktantd

- 2 zpusoby oddélovani-
BPrECIPITACE [Jrazeni v imunologii
- PEG [Ibolyethylenglyko! [lkazi se
.1avézém’ na pevny nosic¢

- vyuziti: 2 u separacni FIA

>X imunofluorescencni analyzy



* Testy funkce a pocCtu bunék IS-zakladni
cviceni, zatim kromeé CIK

* a) stanoveni leukocytarnich (lymfoc)
populaci a jejich funkce

* b) specialni in vitro testy-my jen cast, t
testy na vysetrovani lymfocytarnich
funkci, testy na proliferaci lymfocytu,
test blastické transformace lymfocytu



Imunologicke vysetreni

* Obér materialu
* Vysledky Imun. Vysetreni

« Zaklady interpretace vysledku
imunologickych laborat. Testu viz skripta



6. prednaska: VysSetreni funkce fagocytu-zakladni
cviceni

Vysetieni HLA-antigenu

Molekularné biologické metody v imunologické
laboratorni diagnostice (podrobné bude se
prednaset jen ty metody, které nebyly probirany v
jinych predmetech, spise jen obecny prehled, ne
popis metod), PCR, RT-PCR, Hybridizace, atd

a) diagnostika primarnich imunodeficitu

b) diagnostika nezjistitelnych i béznych onemocneéeni
c) diagnostika polymorfiznu imunologicky dulezitych
genu

d)diagnostika HLA-Ag
HLA diagnostika, ne teorie



Pr. Laborator Bioplus

* Probrat metody- rozdeleni
 Jednotlive laboratore
» Které techniky na jake druhy vysetreni



