Imunochemické metody

Je to prakticka realizace poznatkl imunologie, radiochemie,
enzymologie a fotometrie a dalsich.

Vznik imunochemickych diagnostickych metod:

V pribéhu 70-80tych let s rozvojem klinické imunologie,
virologie, farmakologie a dalSich obor(

Zvysily se naroky na rychlost a kvalitu pozadovanych
laboratornich vysetreni. Klade se dliraz na vysokou citlivost,
specifitu a moznost automatizace.

Do té doby slouzily k detekci Ag a Ab klasické metody: KFR,
neutralizace Ag pomoci specifické Ab, svetelna Ci elektronova
mikroskopie, prosta Ci elektroforeticka imunodifuze, které byly
nahrazeny imunochemickymi metodami: FIA, RIA, EIA,
chemiluminiscence a dalsi



- stanoveni Ag Ci Ab v histologickych preparatech, telnich
tekutindch a jinych vzorcich, jsou to munoeseje, reakce treti
generace

zakladem je reakce:

Ag + Ab IK - imunokomplex

—
-jeden z reaktantu nese znacku a tim je vizualizovan vysledek.
Detekcni systém tak zvysuje citlivost reakce a umoznuje
modifikace, které prostou precipitaci reakce nejsou
dosazitelné.
Druhy reakci:
-enzym EIA, EMIT enzyme multiplyed immunoassay technique
-geneticky upraveny enzym CEDIA
-radioizotop RIA
-fluorescencni latka FIA

-chemiluminiscencni latka LIA, CL



— makromolekuly (polymery: proteiny,
polypeptidy...)
navozuji specifickou imunitni opovéd”
specificky reaguji s protilatkami
hapten — nizkomolekularni latka (1¢¢iva, drogy) navazana na
vysokomolekularni nosic
— bilkoviny (glykoproteiny) télnich tekutin
vykazuji specifickou vazebnou schopnost vuci antigenu, na
jehoz
podnét se vytvorily, mohou byt cilené pripravené
jen proti jedné chemické skupiné
ktera je spolecna pro vice strukturné chemicky pribuznych latek



Imunochemicke metody

— oddéleni
volnych molekul znacenych reaktantu (Ag, Ab,
H, Abs) od znaceného reaktantu vazaného v
imunokomplexu, intenzita znacené reakce se
nemeni, stanoveni makromolekularnich latek
(radioimunometody, ELISA) — vysoka citlivost

— bez separace
frakci, intenzita znacené reakce se meéni,
stanoveni nizkomolek. latek, jsou jednodussi,
rychlejsi, Ize je automatizovat (enzymova,
fluorescencni a chemiluminiscencni
imunoanalyza)



RIA ~ radioimmunoassay

zavedena 1959

spojujeglednoduchou imunologickou reakci
Ag s Ab s metodikami radiochemie, ktera pouziva Ag nebo
Ab znacené radionuklidy

- citlivost: mol/l —velmi vyznamné, nejcitlivéjsi

- je moZné stanovovat latky i v télesnych tekutinach /krey,
moc, mozkomisni mok.../ i vice nez v pg10-12(pikogramech)

- stanovujeme , proti nimz Ize

protilatku ziskame komercne nebo injikaci Ag Ci haptenu do
kralika nebo morcete

(Ag = X...znacka)
- 3 prvky: 3H,14C,125/, 1311
- oznaceny Ag — Xx
vlastni reakce:
-4 slozky:
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oddéleni IK:

e imunochemické — sekundarni protilatka Abs
- vyrobi se proti prvotni protilatce Ab ~ Ab pak
vystupuje jako Ag

), ¢ znaceny Ag
Ab lim60%........ protildtka ze zvifete /je
limitovdno ~zndmo jeji mnoZstvi/

XN................ nezndmy antigen L
XS, standardni antigen —> Abs + Ab ...vznikaji srazeniny IK
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- -imunochemicky — Abs, fyzikdlné - filtrace, centrifugace...
molekularni metody — elektroforéza, chromatogradfie ...

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

bude moc navdzat s protilatkou
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. - vwhody: = vysoka citlivost, specifi¢nost,
pfesnost, automatizace procesti

. * mikromnozstvi latek primo v biologickych
kapalinach

- nevyhody:

. * nakladné zarizeni, drahé pristroje-scintilatory, draha
scintilacni tekutina

. * radioaktivni material — zdravotni riziko, y nebo 8
zareni, zvl. bezpecnost prfi  praci, likvidace radioakt.
materialu

. * vlastnosti radionuklidi ~ znehodnocovani kratkym
polocasem rozpadu — Casova narocnost (musi se proveést
hned), u izotopU vydavajicich y zareni (1251, 131/, 75Se) je
omezena expirace souprav kratkym polocasem rozpadu




vyuziti:

. vyuziti v kriminalistice, soudnim |ékarstvi
(detekce jedovatych latek), stanovovani velmi malého
mnozstvi latek (nizko i vysokomolekularnich, napf Igk)
napr.: kardiotonika, cytostatika (lécba infekcnich
onemocnéni, nadorovych onemocnéni), hladiny
hormonu, léciv, vitaminu, drogy, minoritnich slozek
séra, ve virologické diagnostice, vysetreni specif.
Autoprotilatek, napf. proti acetylcholinovému
receptoru pri myastemia gravis



: RAST test
(radioallergensorbent test) je vyvinuty
pro detekci Ab proti specifickému
alergenu, RIST 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
vlastnosti. Vysledkem je spojeni vysokeé specifity
imunologickych reakci s citlivosti prukazu fluorescence

pomoci fluorescencniho mikroskopu- citlivost: 10-9- 10-12
mol/I

........ tetramethylrodaminizothiokyanat
............ fluorescein izothiokyanat, phycoerythrin

: molekula prechazi ze zakladniho energetického
stavu pri absorbovani energie do stavu EXCITOVANEHO, kde
je nestabilni a vyzarenim energie ve formée tepla Ci svétla
(emise) se vraci zpét

- energie dodana lampou v pristroji



FUNKCE FLUOROFORU:

Maji schopnost absorbovat svetlo v UV oblasti a vyzarovat ve
viditelné.

Jsou vhodné k vizualizaci sledovanych objektl. Jsou latky
schopné vyzarovat (emitovat) prebytecnou E jako zareni vyssi
vinové délky. Na konjugaci jsou vhodné pouze fluorochromy
obsahujici chemickou skupinu, ktera se pevneé vaze na bilkovinu.
(Specificky se vazi na urcité struktury v BB = umozni jejich
zviditelnéni a dalsi analyzu ~ vyssi fluorescence = vice fluoroforu
= vice latky v BB)

* jntenzita fluorescence dostatecne vysoka
* fluorescencni signal odlisitelny od pozadi

% vazba na sondu nesmi deformovat vazebné vlastnosti Ag a
Ab

% nenavazané barvivo musi byt lehce odstranitelné

! biologicky material sam o sobeé vyzaruje energii — pozadi
* HOMOGENNI FIA

¥ HETEROGENNI



* backround fluorescence ~ fluorescence pozadi — je
nezadouci, musi se odfiltrovat, existuji v podobeé :

e AUTOFLUORESCENCE samotného vzorku /flavony,
flavoprot., NADH.../

e REAGENCNI POZADI / fluorofor se navaze tam, kam
nema /

* Pozitivni reakce: se jevi ve fluoresc. mikroskopu
vyzarovanim svetla urcité barvy typické pro pouzity
fluorochrom, zvysi se fluorescence v pripadeé vzniku
IK na rozdil od pozadi Ag s navazanym F, €i jinym
zpusobem se uprednostni vznik signalu v pripadé
vzniku IK



* FLUORESCENCE

- tFistupriovy proces u FLUOROFORU a FLUOROCHROMU
- schopny absorbovat urcité mnozstvi svétla /struktura — ar. kruh/
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e konformacni zména
e disipace energie — Cast energie se
ztraci
e — prechazi na nizsi stav

3.FAZE — EMISE

- vyzareni energie, prechazi na zakladni stav —»
vyzdfeni EMISNI ENERGIE
/~energie emisniho spektra/

energie EXCITACNI se NErovnd EMISNI !!!

Eex> Eem h .(c/Aex) > .(c/Aem)
= Aex < Aem = vl. délka excitacni je
mensi nez emisni
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* heterogeni techniky
 homogenni techniky

« Homogenni FIA

* nevyzaduje separaci volného a vimunokomplexech
vazaného Ag Ci Ab pred méerenim fluorescence.

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

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



Heterogenni FIA

* Podstata: volné oznacené Ag se musi oddélit od Ag vazanych
v imunokomplexech ( nebo volné znacené Ab od Ab
v komplexech) jesté pred uskutecnénim méreni.

e precipitaci imunokomplexu

e pouzitim znaceného reaktantu Ag nebo Ab vazaného v tuhé
fazi



Heterogenni FIA

Mikroskopicka IFA ma 2 modifikace: 1. Pfima a 2.
neprima IFA patri mezi heterog. techniky

Prima

a) detekce Ag

VysSetrovana tkan je fixovana na sklicku (Ag), pridame
znamou znacenou protilatku AbF, inkubujeme a
promyjeme. Ve fluorescencnim mikroskopu pak
pozorujeme pozitivitu vzorku - zareni na sklicku

“— Ag + AbF - ||- mereni fluorescence



Heterogenni FIA

* b) detekce Ab

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

. ”— AgF, HF + Ab - ||- meéreni fluorescence

Neprima — prukaz Ab ve vysSetrovacim séru

* Tkan se znamym Ag nebo bunécna kultura (suspenze
jader. bunék) fixovanou na sklicku prevrstvime
vysetrovanym sérem i kontrolnimi vzorky, nasleduje
inkubace a promyti. Pridame konjugat (sekund. Ab)
s fluorochromem, opét inkubujeme a promyjeme a
pak pozorujeme v mikroskopu

* |[FAg+Ab + AbSF > |} méFeni fluorescence



Detekce FIA

pristroje :
e SPEKTROFLUOROMETR

- méri fluorescenci vztazenou na cely preparat
e FLUORESCENCNI MIKROSKOP

Fluorescencni: jako zdroj excitace vyuziva lampu
s vybojkou pro UV zareni. Obraz fluoreskujiciho objektu

na tmavém pozadi ziskame pomoci 2 komplementarnich
filtra:



FIA

* Vyuziti: prukaz a titrace Ab, prukaz Ag napr. ANA test —

prgtil)é\tky proti nuklearnimu Ag (fluorescencni reakce v oblasti
jader

* Prima: k prukazu Ag v tkanovych rezech (napr. deponovane IK)
nebo v dalsi biolog. vzorcich pro rychly prukaz patogenu ve
sputu Ci bronchoalveolarni lavazi

* Neprima: k prukazu autoprotilatek jak a) organove
nespecifickych (antinuklearnich) A Proti mitochondriim,
hladkému svalstvu b) organoveé specitickych (ab proti
parietalnim b. zaludku, b bunkam pankreatu, bazalni
membrané glomeruly, slinnym zlazam a pod)



