metody vyuzivajici sérologické reakce

V kapalinach
V gelu

. Jednoducha imunodifuze
. dvojita imunodifuze

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

. Imunonefelometrie
. Imunoturbidimetrie

a) RIA
b) FIA
c)EIA



Casové rozdéleni metod

Metody l.generace
» Nektere techniky v roztoku — precipitacni, aglutinacni, KFR

Metody ll.generace
« Kvantitativne i slozité smesi antigenu
* |munodifuze, imunoelfo

Metody lll.generace
* Velmi citlivé metody pfi stanoveni Ag, Ab i haptenu
* Imunoanalyzy — pr. RIA, FIA, EIA, imunoturbidimetrie

« — nefelometrie, -fluorimetrie, chemiluminiscence, popr jejich
kombinace

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

* Imunosenzory, MALDI - TOF, SELDI — TOF hmotnostni
spektroskopie



Priklady metod I.-1V. generace

e I\/Ietody I.generace — pacientdv vzorek obsahujici S.

aureus koaguluje kraliCi plasmu

* Metody ll.generace - ve vz. pacienta se identifikuji

povrchoveé Ag S. aureus pomoci fibrinogenu / IgG, rutinni

Metody lll.generace - stanoveni Ag pouzdra S. aureus,

odhaleni MRSA (metycilin rezist.), bez pouzdra — reakce s
fibrinogenem nebo nebo IgG

e I\/Ietody IV.generace — zjiténi rezistentniho kmene

hned! CM-MP ¢astice (Carboxylate modified microparticles)
navazany na latex a jsou schopné detekovat kapsularni
polysacharidy S. aureus ve vzorku pacienta. Silna, jasné viditelna

aglutinace za 20s.



Precipitacni krivka

* 1929 Heidelberg a Kendall — popsali
reakci rozpustného Ag s odpovidajici Ab
ve vhodnem pomeru.

* Vysledek reakce — precipitat

« Stanovili precipitacni krivku a 3 oblasti
reakce Ag s Ab



Precipitacni krivka

Konstantni mnoistvi protilatky v kaidé zkumavce
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Zvysujici se koncentrace antigenu

Zavislost tvorby precipitatu na vzajemne
koncentraci protilatka — antigen (Stanly,
2002)



Imunoprecipitacni kiivka (Ag — antigen, Ab — protilatka)

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

AD , Ag turbidimetrie

ekvzigglince * S markerem E|A, IRMA..

Oblast nadbytku antigenu
Kompetitivni metody
 heterogenni RIA, ELISA..

* homogenni EMIT (EIA)...

mnozstvi precipitatu

mnozstvi antigenu

- faktory ovliviujici precipitaci:

yp Ab /napr. 1IgG/

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

ontovy naboj

var a velikost Casti
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Dol

nadbytek Ab zéna ekvivaleace nadbytek Ag

% antigen
)-( protilatka




PRECIPITACE

SOLUBILNI SPECIFICKA
ANTIGEN & PROTILATKA

yev o

VZNIKLY PRECIPITAT

Ag + Ab Bl oAb
precipitinogen precipitin  precipitat srazenina
solubilni  /rozpustny/

- délime:
A) v kapalinach :
l. prstencova
— prstenec srazeniny precipitatu

Il. sklickova — urCeni pod mikroskopem
B) v gelu:

: ke stanoveni Ag, Ab, H



— 1. zjisténi vyskytu Ci stanoveni Ab v seéru pri inf.
onemocneéni 2. identifikace Ag (patogena)

« Koncentrace Ab se vyjadruje jako :
. =lzejmen§i zredeni Ab, kterée jeste reaguje s Ag
-l- hodnoceni : — odecteni okem
* a, zjiStéenim mnozstvi precipitatu
* b, zjiSténim mnozstvi Ag v precipitatu €i supernatantu
* C, zména optickych vilastnosti vzorku — 2 metody :
NEFELOMETRIE —.I'URBIDIMETRIE

* Velmi nizké mn. precipitatu lze hodnotit pomoci
detekCnich systému vyuzivajicich Ab nebo Ag znacCené
radioizotopem, fluoresc. latkou, enzymem, luminiscencni
latkou



Titrace séra
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Fediciho roztoku

| 2.FAZE |

50 pl suspenze an

50l Fedéného séra - |

mEL |
|

 PRIKLAD:
| pacient XY

posledni pozitivni reakce
probiha ve zkumavce
s Fedénim séra 1:32

=2 TITR = 32

RS TR




Precipitacni imunochemicke metody

Screeningove metody — jednoduché precipitacni testy terénni kazetove

testy pracujici v oblasti ekvivalence, imunochromatograficka
moc¢, vytér z nosu, pochvy, konecniku, krev jen vyjimecné ! Stanoveni Ag
nebo Ab a jejich vizualizace barevnou sloZkou

N T C N T C
Negativni vysledek Pozitivni vysledek

Za pritomnosti drogy ve vzorku moce reaguje s Ag drogy
protilatka za vzniku imunokomplexu (precipitat) se v
misté testu T. (S — vzorek, C — kontrola)



Rychlé chromatograficke testy — stanoveni pritomnosti
drogy v telesnych tekutinach,

Ab (na desce pritomny antigen)

nebo Ag (na desce pritomna protilatka, napf.u infekCnich
nemoci (Chlamydie, Streptococcus pneumoniae,
Adenovirus, Rotavirus, Helicobacter pylori, Influenza A,B
hormon gonadotropin u tehotnych zen)



- specificka reakce Ag s Ab - precipitace

/- AGAR 'més polysacharidu

extrahovanych z Cervenych morskych ras

-l’rodnl’ agar nutno precistovat .rakcionaci
vznikaji 2 sIoZky:‘garéza
- neobsahuje vedlejsi aniontoveé skupiny - pro difuzi vice
vhodna
- Standardnéjsi slozeni nez agar a nizsi schopnost
nespecifické adsorpce

‘garopektin
- obsahuje aniontove skupiny -o difuzi nevhodny



Imunodifuze

e rozvareni agarozy v pufru na vodni lazni
* naneseni na skleneneé destiCky — ztuhnuti ve vodorovneé
poloze /prl teploté pod 42°C/

¢ - vzajemna volna difuze Ab a Ag v gelu na zﬂadé
koncentracniho spadu aZ mlsta S uti gi
vznikaji precipitacni lini louck stenc uhy

[zalezi na pouzitéem materialu/
* - vzniklé precipitaty

( - zakal

4 — Coomassie blue, amidocern

u, Ag,
- vznik precipitatu je déj postupny!!!
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- rozdéleni imunodifuznich
metod:

.ednoduché Iimunodifuze — gelem difunduje pouze jedna
slozka —Ag nebo Ab
vojita imunodifuze — gelem difunduji obé slozky— Ag i Ab

— slozka putuje v gelu jednim smerem
/radialni/— slozka putuje vice smeéry

Ag a Ab si neodpovidaji — nevytvori se precipitacni linie

Smes vice typu Ag a Ab — pocet linii odpovida poctu
sobé si odpovidajicich paru Ab a Ag



roztok s Ag
gel s Ab
olej

precipitacni
lirae

- migruje 1 slozka:
1. slozka se smicha s gelem uz pri jeho pripravée
(nemigruje)

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

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

- ¢im je Ag koncentrovanejsi, tim dale od roztoku s Ag
vznikaji precipitacni linie  /odedcitatelnejsi/

ljetekce poctu Ag paru



kalthracni

- na sklenen sticku se nalije gel, ktery vzorhy
obsahuje Ab migruje

inkubace ve vihké komurce ve vodorovné
poloze — difuze vSemi sméry (radialni)
o obarveni - modré precipitacni prstence Frrinlozic ks
m je vzorek koncentrovanéjsi — vetsi roztok
prumer prstence

— zméreni druhe mocniny pramérd prstencu —
vyneseni kalibracni krivky a odecet koncentrace

nezrlé,mého VZOrKu- yziologicky roztok —blank
VYUZIL: zorky o neznamé
d/ koncentraci
P zorky o znamé koncentraci
stanoveni koncentrace (E;,,-b,a‘gm)

IgG, IgA, IgM, IgD, slozek
komplementu a proteinu akutni faze



_Jrecipitaini

« dvojita imunodifize
e - gelem difunduji obé slozky

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

e -ve zkumavce agarozovy gel s Ab a agardzovy gel s
Ag
* -mezi nimi ¢isty gel — v misté vyrovnani koncentraci se
vytvori precipitacni linie-
Bk valitativni dikaz Ag
ljréem’ imunochemickeé pribuznosti ¢i odlisnosti Ag



na sklenéné desky nanesen Cisty gel
mensSi jamky — ruzné Ag Ci ruzné
koncentrace jednoho Ag
vetSi prostredni jamka — Ab
koncentrovanéjSi Ag — precipitacni
obloucky blize jamky s Ab
inkubace ve vihké komurce
pocet precipitacnich linii odpovida poctu
odpovidajicich si part Ag a Ab

— prukaz Ab pfi alergickych
alveolitidach, prukaz Ab proti
nékterym patogenum, napf.




1 a2 castecné wentické mélkters
deterruriantsy navic

2 a3 wenticke
2 nekteré deterrnanty navic nez 4

_‘?.I afslneo dp i :I.]l

koncentrace Ag
urcuje umisténi
precipitacni linie
ljt‘]kaz pritomnosti Ab
l)orovnévém’ identity a
neidentity Ag smési
-nistén/'

precipitacni linie

- mensi molekula se dostane dale do gelu



Souhrn vyuziti ID

« Kvalitativni | kvantitativni stanoveni Ag, a
Ab, porovnani Ag smesi

» stanoveni koncentrace IgG, IgA, IgM, IgD,
slozek komplementu a proteinu akutni
faze

» prukaz Ab pfi alergickych alveolitidach,
prukaz Ab proti nékterym patogenum,
napr.



kombinace metod elektroforetickych a imunodifaznich

Bilkoviny se déli v zavislosti na molekulové vaze a elektrické
naboji jednotlivych molekul. Pri bézné elfo se sérum déli na
z6énu albuminu, a -1, a - 2, 8, y globulinti. Stanoveni
zastoupeni jednotlivych frakci miize mit vyznam pri hodnoceni
stadia zanétlivého procesu. Pri akutnich zanétech stoupa
zastoupeni a — 1, pozdéji i a — 2, pri chronickcych zanétech
dochazi ke zvySeni zastoupeni y globulinu a poklesu albuminu.
imunoelektroforéza
imunoelektroforéza
imunoelektroforéza
imunoelektroforéza

- 1953 Williams a Grabar
- 2 stupné: 1. naliti desticky ( agardzni gel s pufrem )
vytvoreni 2 Zlabkl a naneseni Ag mezi né
po rozdéleni elektroforézou se do zlabku 2. napipetuji protilatky
inkubace 48 hodin v lednici [ lbchazi k DIFUZI
Bl iste ekvivalence se vytvaii PRECIPITAGNI oblouéky




+ Ag + Ab Bl oAb
» aglutinogen aglutinin aglutinat

- princip : KORPUSKULARNI / &asticovy / Ag,
- solubilni je vazan na castice
* pri reakci dochazi ke shlukovani Ag a Ab na zaklade vytvareni
mustkd - Ab mezi bunkami za vzniku shluku
— pouziti bakterii, bunéek
— na jejich povrch je Ag uméle navazan,

 Predpoklady ke vzniku vazeb:

1. dostatek Ab

2. pritomnost Ab proti riznym epitopim

3. vzdalenost mezi ¢asticemi co nejvétsi 4. Ab funkcné

jednovazebné nevytvari aglutinaci (IgA mono, IgE, IgG) —
inkompletni Ab viz hemaglutinace



ke stanoveni Ag, Ab, H (viz precipitacni
metody)
1. K urCovani izolovanych bakterialnich kmenu

2.K prukazu Ab proti patogenum —\idalova reakce —
prukaz (Salmonella typhi),
(Salmonella paratyphi) A,B,C, \Welil-Felixova —
skvrnitého tyfu (Rickettsia prowazekii) Proteus
vulgaris, Ab proti Francisella tularensis

3. K prukazu Treponema p., brucelézy (Brucella sp.),
listeriozy (Listeria sp.), EBV — mononukle6za

4. Neprima - Ab proti autoAg, pf. k prukazu auto Ab
proti stitne zlaze



PRECIPITACE
Rozdil mezi aglutinaci a precipitaci e RoAT

o

VZNIKLY PRECIPITAT

SPECIFICKA
PROTILATKA i

g

Hodnoceni aglutinace:

kvalitativhe - odecteni
okem

kvantitativne :

a) zjisténim mnoZstvi
aglutinatu

b) zjiStenim mnozstvi Ag
v aglutinatu Ci
supernatantu




rychlé kvalitativni stanoveni

Ag nebo Ab imobilizovan na latexovych
kulickach

Stanoveni Ab proti IgG — revmatoidni
faktor

Prukaz patogennich Antigenu
(Helicobacter pylori, Adeno- a
Rotavirus atd)



Latexova aglutinace, latex-fixacni
test

- solubilni Iataxova latexova d¢astice
antigeny - Cdstice s antigenem
&

{ a {"? + ¢ .
bR




T'vfus - Salmonella typhi

Paratyfus - Salmonella paratyphi A,B,C
podobne priznaky jako tyfus

Skvrnity tyfus, blechy, ves satni, kliste -
Rickettsia prowazekii -Proteus vulgaris,
horecCka, tresavka, vyrazka

Adenovirus, Rotavirus gastrointestinalni
Infekce



Ag + Ab B g-Ab
hemaglutinogen  hemaglutin hemaglutinat
- savCi krvinky (i Casti)

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

Ke zviditelneni aglutinacnich reakci pri pouziti
inkompletnich Ab je mozno pouzit

aglutinaci v bilkovinném prostredi b) v prostredi s
proteolytickymi enzymy c) pouzitim antiglobulinoveho
Coombsova séra - kraliCi ab proti lidskym Ig



K zjistovani krevnich skupin a prukaz Ab proti
krevnim elementum. — k prakazu
navazanych antierytrocytarnich Ab, reakce pacientovych
ery s Coombsovym antisérem, pritomnost navazanych
Ab se projevi hemaglutinatem

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
Vyuziti pfi 2 reakcich:
l — komlement fixacni reakce
BT — hemaglutinaéné inhibiéni test :



« Patri take mezi metody serologicke, zalozené na
inhibici biologickych ucinku antigenu

« Ery pak aglutinuji — shlukuji se jen v pritomnosti
specifické Ab

.)dpowda-ll protilatka Ag, po pridani obalenych
ERY Antigenem se na Ag navaze a vznikne
HEMAGLUTINAT

Ab + Ag - Ery -emaglutinét,




HIT

neodpovida-li protilatka virovému (bakterialnimu) Ag,
nedojde k hemaglutinaci

 situace, kdy pridame stejny Ag do reakce

« Ab + Ag -emaglutlﬁ + stejny Ag -

prldanlAg+Ab Ag - Ery

« Metodou inhibice pasivni hemaglutinace Ize dokazat
velmi malé mn. rozpustneho Ag nebo H (metoda je velmi
citliva)

pro vyhodnoceni muzeme pouzit i optické metody

Prakaz Ab proti patogenni Ag jako Candida
Albicans, Aspergillus fumigatus, Treponema pallidum



* slozky reakce: Ab, Ag, C, ERY, hemolyzin
./yéetfované Ab - vysetrované sérum

- chceme v ném prokazat protilatku / komplement
v séru je tepelné inaktivovan / o bhemeluzin

.zna’my specificky Ag
- jsou-li v séru Ab, vytvori se imunokomplex IK

OMPLEMENT - zdrojem nejCastgji serum
morcCete (vaze se na IK a aktivuje protilatku)

hemolyticky kgmplex: komplex Ag /berani ERY/
a protilatky g ARMBOCEPTORu /hemolyzinul,
ziskaneho imunizaci kraliCiho séra beranimi
erytrocyty

y doslo k hemolyze je nutna spoluucas
KOMPLEMENTU a inkubace 30 minut pfi 30




B> oZITIVNI e vysetiovaném séru je Ab
protilatka v séru vytvori komplex s Ag — na néj se

navaze komplement. Po pridani hemolytického
Sistému nezbyva jiz komplement do 2. casti reakce

hemolyze NEDOJDE:
EGATIVNI e vysetiovaném séru neni Ab

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

IOJDE k hemolyze:

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



KFR - vyuziti

* pouziti:
lﬁagnostika nemoci prijice /syfilis/, stanoveni
Ab proti patogennim Ag bakterie (Bordetella, Brucella,

Borrelie, Campylobacter,...), viry (Adenov. Cytomegalov.,
EBV...), prvoci (Toxoplazma...)

l/e virologii prukaz protilatek témér vSech
virovych nakaz

'ypizace neznamych Ag nove izolovanych
vird

l)n"lkaz protiorganovych Ab



e Stanovuji se

a) hladiny jednotlivych slozek K v séru —

za pomoci antisér, vetsinou proti C3, C4, C1q
b) celkova aktivita komplementove kaskady-

Se provadi testem CH50 — (50% hemolyza zpusobena
komplementem), stupen hemolyzy zavisi na mnozstvi
pridaného K, neprima umera

K detekci poruch nedostatecnéh mn. nebo defektu
slozek K systemu

ReakCni smes:

2%nalev krvinek, Ab (hemolyzin), C komercni (vysetrované
sérum)

Vysledek: lyze bunek, vycCereni



Vysetreni cirkulujicich a
deponovanych IK

* Principy metodik

« Ag+Ag=IK, CIK, DIK

1. Vyuzivajici fyz — chem viastnosti — CIK-
nejvetsi makromolekuly sera mohou byt
preciptovany pomoci PEG
(polyetylénglykol). Precipitat je umérny
mn. cirkulujicich CIK



e Stanovuji se

a) hladiny jednotlivych slozek K v séru —

za pomoci antisér, vetsinou proti C3, C4, C1q
b) celkova aktivita komplementove kaskady-

Se provadi testem CH50 — (50% hemolyza zpusobena
komplementem), stupen hemolyzy zavisi na mnozstvi
pridaného K, neprima umera

K detekci poruch nedostatecnéh mn. nebo defektu
slozek K systemu

ReakCni smes:

2%nalev krvinek, Ab (hemolyzin), C komercni (vysetrované
sérum)

Vysledek: lyze bunek, vycCereni



Vysetreni cirkulujicich a
deponovanych IK

* Principy metodik

« Ag+Ag=IK, CIK, DIK

1. Vyuzivajici fyz — chem viastnosti — CIK-
nejvetsi makromolekuly sera mohou byt
preciptovany pomoci PEG
(polyetylénglykol). Precipitat je umérny
mn. cirkulujicich CIK



« 2. CIK na sebe vazi C1 — C3 slozky K. V prvni fazi se
odstrani nenavazany C1q. V druhe fazi se stanovi
koncentrace C1q, jez odrazi i hladinu CIK (totez pro
C3,C4)

« 3. prukaz vazbou na bunky, které exprimuji receptor pro
Fc gragment IgG. Lze vyuzit trombocyty, zirne, fagocyty

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



pri reakci Ag a Ab vznika zakal-precipitat, jehoz
intenzita je pfi konstantnim mnozstvim mn. Ab umeérna
koncentraci vySetfovaného Ag

INEFELOMETRIE — rozpty ' n ORI ETRE
viditeIneho svetla mereneho 11t
od Uhlem il sho | MEFELOMETRIE
URBIDIMETRIE - ubytek
viditelného svétla pfi pruchodu
vzorkem mereného ve stejné

rovine

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




Imunoblotting

SOUTHERN BLOTTING

vyvinut v r. 1970, k detekci DNA, molekuly DNA se prenaseji z
agarozového gelu na membranu k nalezeni casti sekvence
DNA Ci konkretnino 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:

Difuzni blotting: v prenosovém pufru
Vakuovy blotting: prenos pomoci vakua
Kapilarni blotting: prenos kapilarnimi silami
pres filtracni papir

Tankovy elektroblotting: k prenosu vyuzito el.
pole (2-3 | pufru), na boku nadoby - elektrody
yoemi dry® blotting: vyuziti plosnych elektrod
(100 ml)

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:

1. SDS PAGE (gradientova elektroforéza) 2. BLOTTING
3. IMUNODETEKCE



* Nejpouzivanéjsi metodou je PAGE — SDS elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti (sodium dodecyl
sulphate). Umoznuje nasledné urceni relativnich molekulovych
hmotnosti jednotlivych proteinovych frakci.
* Polyakrylamidové gely se pripravuji kopolymeraci polymert —
a
(BISu).

* Polymeraci akrylamidu vznikaji dlouhé retézce polymeru,
zarazeni BISu zpUsobuje zesileni ,mustky*“, které vznikaji
z bifunkénich zbytkl 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 1,4 SDS na 1 g bilkoviny. Molekuly SDS bilkoviné udeli
negativni naboj. Na molekulu bilkoviny se navaze takové
mnozstvi molekul SDS, ze jeji vlastni naboj pozbude vyznamu a
déleni muize 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

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

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.

Stanoveni Ab proti spec. proteinum , prukaz
pritomnosti spec. Antigenu (Borrelia burgodrferi s.l.)




Imunochemicke metody

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

Ag + Ab IK
- imunokomplex

-jeden z reaktantl nese znacku a tim je vizualizovdn vysledek. Detek¢nisystem tak
zvysuje citlivost reakce a umoznuje modifikace, které prostou precipitaci reakce
nejsou dosazitelné.

-enzym EIA, EMIT enzyme multiplyed immunoassay technique

geneticky upraveny enzym CEDIA

radioizotop RIA

fluorescenéni latka FIA

chemiluminiscen¢ni latka LIA



Charakteristika reaktantu

makromolekuly (polymery: proteiny,

polypeptidy...)

v" navozuji specifickou imunitni opovéd”

v' specificky reaguji s protilatkami

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

bilkoviny (glykoproteiny) télnich tekutin

v' vykazuji specifickou vazebnou schopnost viuci antigenu, na
jehoz
podnét se vytvorily, mohou byt cilené pfipravené jen proti
jedné chemické skupiné ktera je spoleCna pro vice
strukturné chemicky pribuznych latek



moderni imunologicke diagnostické metody, vznikly

v 80.letech min. stoleti

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

— separace molekul
znaceneého reagens vazaneho v imunokomplexu od
volnych molekul znaceného reagens v roztoku
(radioimunometody, ELISA) — vysoka citlivost

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



zavedena 1959
Princip metody: spojuje jednoduchou
imunologickou reakci Ag s Ab s metodikami

radiochemie, ktera pouziva Ag nebo Ab znacene
radionuklidy

- citlivost: 10-9- 10-17 mol/| JImi vyznamné,
nejcitlivesi
- Je mozné stanovovat latky i v telesnych tekutinach

/krev, mo¢, mozkomisni mok.../ i v pg10-
12(pikogramech)

- stanovujeme jakékoliv latky, proti nimz Ize
vytvorit protilatku

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




- POSTUP:

V metode je vyuzito kompetice, kdy stanoveny Ag a zname
mn. tehoz Ag znaCeneho radioaktivhim izotopem soutezi pri
tvorbe imunokomplexu o omezeny pocet vazebnych mist
specificke Ab ({g.je v lim. mnozstvi)

2> imunizace @riprava Ab:

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

>X znaceni radioaktivnim prvkem (Ag = X...znacka)
- 3 prvky: 3H, 1 251, 131/

- oznaceny Ag

vlastni reakce:

- 4 slozky:.



& oddéleni IK:

.munochemické — Sekundarni protilatka Abs
- vyrobi se proti prvotni protilatce Ab .\b pak
vystupuje jako Ag

s + Ab ...vznikaji srazeniny IK

) ¢ SR znaceny Ag

Ab Ilim60%........ protilatka ze zvirete /je
limitovano lnémo Jeji mnozstvi/
XN............. neznamy antigen
XS, standardni antigen

= -imunochemicky — Abs, fyzikalné - filtrace, centrifugace...
molekularni metody — elektroforéza, chromatografie ...

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

molekul Xx se bude moc navazat s protilatkou



Vyhodnoceni:

odet rmpulsi

za rinutn

koncentrace () rolfl

./ysoké citlivost, specificnost, presnost,
automatizace

rocesu
iﬂikromnoz"stvi latek primo v bioloogickych kapalinach
l7akladne' zarizeni, drahé pristroje-scintilator, draha

scintilacni tekutina
ladioaktivn/' material — zdravotni riziko, y nebo 3 zareni, zvl.
bezpecnost pri  praci, likvidace radioakt. materialu
lastnosti radionuklidu lnehodnocovéni kratkym poloCasem
rozpadu — ¢asova naro¢nost (musi se provést hned), u izotopu
vydavajicich y zafeni (,712581, 1311, 75Se) je omezena expirace souprav
kratkym poloCasem rozpadu



. vyuziti v kriminalistice, soudnim lekarstvi (detekce
jedovatych latek), stanovovani velmi malého mnozstvi
latek (nizko i vysokomolekularnich) napr.:kardiotonika,
cytostatika (Iecba infekCnich onemocnéni, nadorovych
onemocnéni), hladiny hormonu, I€€iv, vitaminu, drogy,
minoritnich slozek séra, ve virologicke diagnostice,
vysetreni specif. autoprotilatek napr. proti
acetylcholinovemu receptoru pri myastemia gravis,



v alergendiagnostice: RAST test
(radioallergensorbent test)je vyvinuty pro
detekci Ab proti specifickemu alergenu,
RIST test (radioimmunosorbent test) je
testem vyvinutym pro zjisteni antigenu,
Radioimunoprecipitace je pokladana za
nejpresnejsi metodu pro stanoveni IgE v
sérech



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

navazanim fluoresceinu — fluorochromu na
bilkovin séra (Ag nebo Ab), podminkou je neztratit
Imunologicke vlastnosti. Vysledkem je spojeni vysoke
specifity imunologickych reakci s citlivosti prukazu
fluorescence pomoci fluorescencéniho mikroskopu-
citlivost: 70-9- 10-12 mol/l

fluorescencni barviva:
TMRITC........ tetramethylrodaminizothiokyanat

FITC ............ fluorescein izothiokyanat,
PE..... ...... phycoerythrin

- podstata: molekula prechazi ze zakladniho
energetického stavu pri absorbovani energie do stavu
EXCITOVANEHO, kde je nestabilni a vyzarenim
energie ve forme tepla Ci svetla (emise) se vraci zpet

- energie dodana lampou v pristroji

ENNI




- vlastnosti SONDY:

ntenzita fluorescence dostatecné vysoka
luorescencni signal odlisitelny od pozadi
azba na sondu nesmi deformovat vazebneée
viastnosti Ag a protilatky

nenavazane barvivo musi byt lehce
odstranitelne

! biologjcky material sam o sobé vyzaruje
energqii zadi

- 2 druhy: )

*x HOMOGENNI

% HETEROG



¢ * .- vlastnosti:

lntenzita fluorescence se pfi vzniku konjugatu meni

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

.1emusime oddélovat IK od volnych reaktantu
* - vlastnosti:
lntenzita fluorescence se v prubéhu reakce neméni
.stanovenl' vysokomolekularnich latek
.1utné oddeéleni IK od volnych reaktantu
- 2 zpusoby oddélovani.
BPRECIPITACE IBrazeni v imunologi
- PEG [bolyethylenglyko! |k azi se
.1avézéni na pevny nosic



. - tiistupfiovy proces u FLUOROFORU a FLUOROCHROMU
» - schopny absorbovat urcité mnozstvi svétla /struktura — ar. kruh/

SINGLETOVY STAV

S energeticky vy

stav

2. FAZE
- trva 10°s jlelmi kratka

onformacni zména
isipace energie ‘st energie se ztraci
prechazi na nizsi stav

3.FAZEE

- vyzareni energie, prechazi na zakladni
stav [l zéieni EMISNi ENERGIE
nergie emisniho spektra/

enerqgie EXCITACNI se NErovna EMISNI !1!

EexjilEem e 3 EE )

-x . m - délka excita€ni je mensi nez emisni



Maji schopnost absorbovat svétlo v UV oblasti a vyzarovat ve
viditelne.

Jsou vhodné k vizualizaci sledovanych objektd. Jsou latky schopné
vyzarovat (emitovat prebyteCnou E jako zareni o vySSi vinové delky.
Na konjugaci jsou vhodné pouze fluorochromy obsahuijici
chemickou skupinu, ktera se € vaze na bilkovinu. (Specificky se
vazi na ygité struktury v BB ozni jejich zviditelnéni a dalsi
analyzu ¢ ysSsi fluorescence = vice fluoroforu = vice latky v BB)

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

- 2 slozky : l
flavoprot., NADH.../

l [ fluorofor se navaze tam, kam
nema, Ci se nenavaze tam, kam ma /

se jevi ve fluoresc. Mikroskopu vyzarovanim
svétla urcité barvy typické pro pouzity fluorochrom

Viastnosti sondy:

navazane barvivo musi byt lehce odstranitelné

musi mit vysokou intenzitu fluorescence,

fluorescenéni signal musi byt dobfe odliSitelny od pozadi,

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

samotného vzorku /flavony,



heterogeni techniky
homogenni techniky

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, stupnovane fluorescence, excitacni
prenos fluorescence, fluorescencne znaceny substrat.

Podstata: volné oznacene Ag se musi oddelit od Ag
vazanych v imunokomplexech ( nebo volné znacene Ab od
Ab v komplexech) jesté pred uskuteCnénim meéreni.

precipitaci imunokomplexu,

pouzitim znaceneho reaktantu Ag nebo Ab vazaneho
v tuhée fazi



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

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

F Ag + AbF  — || mé&feni fluorescence

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 — |} méfeni fluorescence



« Tkan se znamym Ag nebo bunécna kultura
(suspenze jader. bunek) fixovanou na sklicku
prevrstvime vysetrovanym serem i koltrolnimi
vzorky, nasleduje inkubace a promyti. Pridame
konjugat (sekund. Ab) s fluorochromem, opét

Inkubujeme a promyjeme a pak pozorujeme v
mikroskopu

F Ag + Ab + AbSF — | méfeni fluorescence
prukaz proti Ag bunécénych jader




Er"istroje :

Fluorescencni: jako zdroj excitace vyuziva lampu s vybojkou
pro UV zareni. Obraz fluoreskujiciho objektu na tmavém pozadi
ziskame pomoci 2 komplementarnich filtru:

propoustgjiciho kratkovinné zareni a
zadrzujiciho emitované primarnim
filtrem pouze viditelné zareni objektu.

meéri fluorescenci vztazenou na cely preparat



prukaz a titrace Ab (proti patog. Ag
— Bordetella, Borrelia, Legionella, Treponema,
EBV, prukaz Ag napr. ANA test — protilatky proti
_mékle)érm'mu Ag (fluorescencni reakce v oblasti
jader

k prukazu Ag v tkanovych fezech (napfr.
deponovaneé IK) nebo v dalsi biolog. vzorcich,
pro rychly prukaz patogenu ve sputu Ci
Rré)ncc)hoalveolérm’ lavazi, stanoveni CRP, RF,

L

K prukazu autoprotilatek jak a)
organove nespecifickych (antinuklearnich Ab
proti mitochondriim, hladkému svalstvu b)
organove specifickych (ab proti parietalnim b.
zaludku, B bunkam pankreatu, bazalni
membrané glomerulu, slinnym zlazam a pod)



