Analyza proteinl

m udrZovani onkotického tlaku

m transport minerall, hormond, lipid{, katabolitd
(prealbumin, Alb, ceruloplasmin, transferin,
apoproteiny...)

m obrana proti infekci (imunoglobuliny)

m hemokoagulace a fibrinolysa (koagulacni
faktory a faktory rozpousté&jici thromby)

m enzymy a inhibitory enzym{ (cholinesterasa,
ceruloplasmin, inhibitory proteas)

Stanoveni bilkovin

CELKOVA KONCENTRACE
— (malo stavl ovliviiuje koncentraci viech bilkovin —
£ néni, malnutrice,
vétsSinou zvyseni Ci snizeni jedné nebo nékolika malo
bilkovin)
m biuretova metoda
m bilkovinovéa chyba indikatoru
bromkresolovy purpur (BCP) — specificky pro albumin
bromkresolova zelen (BCG)

Elektroforéza plazmatickych bilkovin
®
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prealbumin, albumin

a4-globuliny: a1-antitrypsin, a.1-fetoprotein, a1-lipoprotein
a,-globuliny: a.2-makroglobulin, haptoglobin, ceruloplasmin, feritin
B-globuliny: transferin, C-reaktivni protein, p-lipoprotein, fibrinogen
y-globuliny (hl. IgG, IgA, IgM)
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a) akutni zanét
d) nefroticky syndrom

e)hyperimunoglobulinemie

Specifické stanoveni jednotlivych
bilkovin - imunochemie

Antigen - latka vyvolévajici imunitni odpovéd’

Vlastnosti — imunogennost

smeeiiCnost

roPaRrAS EP1TeD

= S
SEWVENCHL EPTOR

epitop= antigenni determinanta

} antigennost

Faktory ovliviujici

vyvolani imunitni odpovédi
- chemicka povaha

- velikost

(neuplny antigen = hapten)
- komplexita

- valence

- konformace, pfistupnost

- cizorodost

- geneticka pribuznost




Protilatky (Ab) - imunoglobuliny

- proteiny vazici specificky antigen

e BroauRovany B ymrocyty (humordini imunita)

- v lidském téle cca 10 000 rdznych Ig (~ 20% plasm. bilkovin)
- glykoproteiny (4 - 18% sacharidy)

odlisnosti:  specifita
AA sekvence
migrace v el. poli
funkce
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Protilatky (Ab) - imunoglobuliny

IgG:  75% sérovych Ig, monomer, prochazi placentou

IgM:  10% serovych Ig, pentamer, inicializuje imunitni odpovéd’

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

IgE: nizké koncentrace,
snadna vazba na burniky,
alergie

IgD: stopova mnozstvi,
monomer, fce ???

Reakce antigen -protilatka

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

imunokomplex je stabilni v rozmezi pH 4-9
moznosti disociace: vysoké nebi nizké pH
mocovina, chaotropni latky

Zakladni pojmy:

AFINITA: ,mira vazebné sily mezi jednou antigenni
determinantou a protilatkou"

AVIDITA: ,mira stability komplexu"
SEKUNDARNI PROJEV INTERAKCE Ag.Ab = PRECIPITACE
KRIZOVA REAKTIVITA
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KFizova reaktivita — antiserum proti Ag
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Typy imunoreakci

Ag + Ab

PRIMARNI REAKCE  Ag.Ab

Ab
SEKUNDARNI Ag Ab
REAKCE Ab ag
Ag Ab

[ —

imunochromatografie

imunohistologické metody
imunoblotting/imunofixace
imunoanalyza - EIA,RIA,FIA

precipitace aglutinace

v roztoku
(nefelometrie, turbidimetrie)

v gelu




LIndicator-labelled"™ imunoassay

Indikdtor — navazan na Ag nebo Ab

indiaiis reakci Ag.Ab

enzym, fluorescencni sonda, radioaktivni znacka, ...

vlastnosti znacky: levna
vysoce purifikovana
specificka reaktivita
(bez interferenci jinak < citlivost & pozadi)
detekce p-ng/ml

E: peroxidasa, alkalicka fosfatasa, glukosaoxidasa, G6PD, ..
R: 125, 3H, 14C

F: fluorescein-isothiokyanat (FITC)

biotin-avidin

koloidni zlato, kov + elektroluminiscence

E + zesilovaci systémy: chemiluminiscence, ...

EIA, RIA, FIA, ...

-mala spotfeba reagencii

- rychlost stanoveni

- reprodukovatelnost

- moznost stanoveni velkého poctu vzorkd najednou

homogenni — detekce vzniku komplexu pfimo v roztoku
heterogenni — nutna separace vzniklého komplexu
pro zavéreCna méfeni

pfimé  —znacena primarni protilatka ¢i antigen
nepfimé — vyuziti sekundarni protilatky pro detekci

Homogenni EIA

reakce Ag.Ab zplisobuje zménu v katalytické aktivité enzymu
vazaného na antigen — pfedevsim pro stanoveni hapten(
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snizeni katalytické aktivity znovuobnoveni
katalytické aktivity




1. jednoducha

1. vazba rlizného mnozstvi
antigenu ve vzorku

SO
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W 2. vazba std mnozstvi Ab
it% (rabbit anti Ag)

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

4. detekce ,navazané" enzymové aktivity

Heterogenni EIA — ELISA (enzyme linked imunosorbent assay)

il nepfima
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2. dvojita sendvicova ELISA

prima

4. detekce ,navazané" enzymové aktivity

neprima

—< 1. Std. mnozstvi Ab —

?——abbit anti Ag <

—<<> 2. Vzorek (Ag) —<<>
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S
3. vazba std
mnoZstvi Ab —<—

e "» (rabbit anti Ag) —&>—

(4. vazba druhé protilatky) Oy >
(swine anti rabbit Ig) ié}

3. kompetitivni ELISA — ,nepfima detekce antigenu®

1. std. mnozstvi Ab (Ag) I
<

@ > 2. Vzorek (Ag)
—~ O 8 + std. mnozstvi &
L < znaceného Ag (Ab) &>
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4. detekce ,navazané" enzymové aktivity




Imunodifazni metody
Ag

Jednoducha imunodifiize (Oudin 1946) —
gel+Ab

Jednoducha radialni imunodiftize

48-72h:[Ag] ~d

0@ ©© (© 6-24h : [Ag] ~ log d

[Ag] citlivost 0.02 mg/ml

Kvantifikace IgG, IgM, IgA, IgD,

Ab albumin, ...

Dvojita radialni imunodifiize (Ouchterlony 1949)

REAKCE IDENTITY
Mr...zakfiveni precipitacniho obloucku
koncentrace ... vzdalenost od jamky

e. Pouze kvalitativni dikaz pfitomnosti Ag

Ab Ag

Imunodifizni metody

Klasicka imunoelektroforéza

ndmcalalchialontzastailicauin 2. imunodifize
krevniho séra

Raketova imunoelektroforéza
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Kvantifikace Ag

Aglutinacni metody (IgM >> IgG)

Prima aglutinace — detekce antigenll na povrchu Ery, mikrobd, ...

pin, infekce Brucella, Salmonella, ...

Y

Nepfima aglutinace — Ag vazany na nosi¢ — latex, Ery, ...
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Inhibice aglutinace — detekce a kcantifikace Ag
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