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ZAKLADNI TERMINY

antigen — jakakoli latka, se kterou specificky reaguje protilatka

imunogen — latka schopna vyvolat v organismu obratlovce obrannou reakci
imunitniho systému, jejiz soucasti je produkce protilatek aktivovanymi lymfocyty

¥ imunogen ma vzdy vlastnosti antigenu, zatimco ne vSechny antigeny vyvolavaji
tvorbu protilatek

imunogenita antigent — mnoho faktoru
— velikost molekuly
— chemicka pestrost molekuly
— pozadavek ,cizosti“ cilovému organismu
— dobré - bilkoviny, glykolipidy
— Spatné - nukleové kyseliny, polysacharidy, malé molekuly (<5 kDa)

determinanta — mensi oblast makromolekuly imunogenu, ktera je rozpoznavana
imunitnim systémem

hapten — “nepravy antigen” — nékteré nizkomolekularni slou€eniny, proti kterym lze
vytvorit protilatky (nutna vazba na nosic)

protilatka (imunoglobulin) — bilkovina (glykoprotein) krevniho séra, ktera specificky
vaze antigen, na jehoz podnét byly organismem vytvoreny

- déleny dle fyz-chem, biol. vlastnosti do 5 tfid: IgM, IgA, 1gG, IgD, IgE
- vétSina protilatek pouzivanych v imunotechnikach jsou IgG (Mr 150 000)
2 téZké + 2 lehké fetézce, spojené SS mustky, char. tvar pismene Y
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. polyklonalni protilatky —- NEHOMOGENNI smés protilatek
ruzné afinity a specifity, vytvofené v organismu po vpraveni
cizorodého imunogenu
- cela rada determinant na antigenu + slozitost imunitniho
systému (vice lymfotyckych mater. bunek na jednu
determinantu) + individualni odlisna reakce kazdeho jedince

 monoklonalni protilatky — chemické individuum, vSechny
molekuly naprosto identicke, se stejnou afinitou i specifitou
(fuze slezinnych bunék imunizovaného zvirete s nadorovymi
bunkami — vznik hybridomove linie)
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imunochemické metody - podstatou je interakce antigen-protilatka in vitro za tvorby
imunokomplexu antigen — protilatka — antigen (dvojvazna protilatka)
- dovoluji stanovovat protilatky nebo naopak antigeny

- vysoka specifita interakce, vysoka citlivost
- déleni zaloZeno na tom, zda vznika precipitat ¢i pouze imunokomplex
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imunochemické metody
1) imunoprecipitacni metody
1.1) imunoprecipitace a aglutinace v roztoku
1.2) imunoprecipitace v gelu
1.2.1) dvojita imunodifuze
1.2.2) jednoducha imunodifuze
2) neprecipitacni imunometody
ELISA
nekompetitivni
kompetitivni
prima
neprima



1) IMUNOPRECIPITACNiI METODY

vyuziti sekundarniho jevu imunoprecipitace (vznik imunokomplexu
zpusobi precipitaci z roztoku)

rozpustny imunokomplex je tvoren pfi jakémkoli pomeru koncentraci
antigenu a protilatek v roztoku, obvykle ma Mr 160 000 — 1 500 000
i&néjr;oprecipitét (mnohem vétsi) se tvori jen pfFi uréitém pomeéru

-19
zona ekvivalence — oblast optimalnich koncentraci pro tvorbu
imunoprecipitatu
s obvyklym antigenem (kazdeé determinantni misto je jedineCné)
budou precipitat tvorit jen polyklonalni protilatky
monoklonalni protilatky mohou vytvaret precipitat (vétveny retezec)
jen s antigenem, v némz je prislusna determinanta vicekrat

hapteny nevytvareji precipitat (mala molekula — malo mista pro
vazbu dvou molekul protilatky)

imunoprecipitace muze probihat bud v roztoku nebo v gelovém
prostredi (imunodifuze)



1.1) IMUNOPRECIPITACE A AGLUTINACE V ROZTOKU

-z experimentalniho hlediska nejjednodussi zpusob sledovani
Imunoreakce

» tvorba nerozpustného precipitatu z rozpustného AG a Ig
|ze sledovat zmenou optickych vlastnosti roztoku

Ize kvalitativné posuzovat pritomnost pfislusného AG €i Ilg pouhym
Zzrakem

kvantitativni stanoveni — nefelometrie, turbidimetrie, fluorimetrie
(intenzita rozptyleného svétla je zavisla na koncentraci precipitatu v
roztoku a ta je z urC. podminek umerna puvodni konc. sledovaného
Imunoreaktantu

aglutinace principialné podobna imunoprecipitaci (rozpustna Ig,
nerozpustny AG) — vznika aglutinat

antigen soucasti povrchové struktury bunék, nebo muze byt
ucelové navazan na povrch nerozpustné castice

charakteristicke je, ze AG se vyskytuje na jedne Castici opakované
mnohokrat — aglutinacCni reakci Ize provést i s monoklonalnimi
protilatkami



1.2) IMUNOPRECIPITACE V GELU

zalozeno na difuzi obou nebo jednoho partnera
Imunoreakce gelovou vrstvou

vznikaji precipitacni linie v mistech, kde
koncentrace reaktantu odpovidaji zonée
ekvivalence

nekdy se rychlost pohybu zvysuje viozenim
elektrickeho pole

agar, agarosa

po odmyti volnych imunoreaktanttu se nékdy
Imunoprecipitacni linie barvi

déleni dle zpusobu provedeni



IMUNOPRECIPITACE V GELU —
ROZDELENI|I METOD DLE PROVEDENI

« dvojita imunodifuze
- do gelu difunduje AG i Ig
- kvalitativni Ci semikvantitativni
- dvojita radialni imunodifuze
- imunoelektroforéza
- protismérna imunoelektroforéza

« jednoducha imunodifuze
- pohybuje se AG, Ig je v gelu homogenné rozptylena
- kvantitativni ¢i semikvantitativni
- jednoducha radialni imunodifuze

- elektroimunodifuze
- dvourozmeérna imunoelektroforéza



Dvojita radialni imunodifuze

AG se pipetuje do jedné a Ig do druhé
kruhove jamky vytvorene v gelu

oba reaktanty radialné difunduji do gelu,
vytvari se gradient koncentrace

2
po 16-36 hod se mezi obéma jamkami b L)
vytvori charakteristicka precipitacni linie
v praxi vhodnée pouzit jednu konc. Ig a SO\ O3
ruzné konc. AG do vice jamek (abychom 4
trefili zonu ekvivalence nékde v tom -,

gradientu a ne az vjamce (falesné

negativni vysledek))

kvalitativni hodnoceni, semikvantitativni
(konc. Ize odhadnout dle vzdalenosti
precipitacni linie od pfislusne jamky)



Imunoelektroforéza

« dve etapy

- nejprve se rozdéli smés antigend v gelu : @ Antigen
elektoforézou dle naboje e )
- pak se do zlabku podél rozdelenych B
antigenu nanese smés protilatek FRaray
ey s : v, et 3
 dvojita imunodifuze, vytvori se G~ "
precipitacni linie C -
- opét asové narocna technika, ale |
umozfiuje soudasnou detekci vice =
angtigenu %z f -




Protismerna imunoelektroforéza

« obmena metody dvoijité difuze, pohyb AG i Ig urychlovan
el. polem

« precipitacni linie uz za 30 min.

* problém s nabojem — pracuje se v pH 8,6, kde Ig maji +
naboj => tato metoda pouzitelna jen pro antigeny nesouci
pri pH 8,6 zaporny naboj
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Jednoducha radialni
Imunodifuze

|g pridame do roztoku agarosy v pufru, roztok nalejeme
na sklenénou desku

roztok AG se nanasi do vykrojené jamky

radialni difuze kolem jamky, precipitacni prstenec v zéne
ekvivalence

obsah kruhu uvnitr prstence je pfimo umerny koncentraci
AG, strmost kalibracni pfimky Ize ovlivnit koncentraci Ig
v gelu
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Elektroimunodifuze

tzv. ,raketkova technika“

podstatou je neustalé rozpousténi imunoprecipitatu prebytkem putujiciho AG
(hnany el. polem) a tim posouvani precipitacni linie ve smeru elektromigrace
AG az do okamziku, kdy je vSechen AG vyvazan protilatkou

precipitatem vymezena plocha je umeérna koncentraci antigenu

ﬁca 30x citlivejsi nez jednoducha radialni imunodifuze, navic rychlejSi (cca 12
od)

problém u AG s velkou molekulovou hmotnosti nebo s katodickou pohyblivosti




Dvourozmerna
imunoelektroforéza

vlastné kombinace imunoelektroforézy a elektroimunodifuze
nejprve rozdélime elektroforeticky smés AG v gelu

pruh s rozdélenymi AG vyfizneme (bez detekce), preneseme na okraj
sklenéné desky s agarosou obsahujici homogene rozptylenou smeés
protilatek

druha elektroforéza ve sméru kolmém na puvodni elektroforézu
vhodna pro posuzovani vzorku s vice antigeny — semikvantitativni
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2) NEPRECIPITACNi IMUNOMETODY

detekce nizkych koncentraci AG, které neumozniuji vznik imunoprecipitatu

citlivost stanoveni komplexu AG-lg Ize zvysit navazanim vhodné znacky na
jednoho z imunoreaktantu jesté pred uskuteCnénim imunoreakce

takovou vhodnou znackou muze byt enzym (enzymova imunoanalyza EIA),
fluorescencni nebo chemiluminiscencni latka (fluorescencni imunoanalyza FIA),
radionuklidy (radioimunoanalyza RIA)

oznacené Ig Ize pouzit bud k lokalizaci pfislusnych AG
- na elektroforeogramech, resp. na jejich otisténych stopach na membrané (imunoblot)

- v histologickych preparatech a na bunécnych sténach (imunohistochemie,
imunocytochemie)

velmi pestra Skala variant pouzivajicich znaCku ke stanoveni AG Ci Ig v roztoku

déleni podle toho, zda je celkovy signal znaCky (napf. enzymova aktivita,
fluorescence aj.) v reakCnim objemu pred interakci AG-Ig shodny s celkovym
signalem po této interakci (neboli zda interakce ovliviiuje celkovou intenzitu
signalu znacky)

jednoznacné nejpouzivanejSi znackou jsou ENZYMY — bezpecné, citlive,
jednoduché stanoveni — méfeni zmény absorbance (fluorescence,
chemiluminiscence) reakéniho roztoku, kterou zpusobil vznikajici produkt
enzymove reakce

peroxidasa, alkalicka fosfatasa



NEPRECIPITACNI
IMUNOMETODY - ROZDELENI

homogenni imunoanalyza - navazani lg na AG OVLIVNI intenzitu
signalu, neni duvod pro separaci, protoze zména intenzity signalu
muze byt monitorovana v celém objemu reakce

- jednodussi a rychlejSi varianta, ale vhodné jen nékteré fluorescencni

znacky (velmi drahé), enzymova varianta velmi zfidka

heterogenni imunoanalyza - interakce NEOVLIVNUJE intenzitu
signalu, po dosazeni rovnovazneého stavu imunoreakce musime
separovat molekuly znaceneho reagens, ktere jsou vazany
v imunokomplexu od molekul znaCeného reagens, které zustaly
volné v roztoku, intenzitu signalu pak mérime v jedné z téchto frakci

- |ze sestrojit pro kazdou dvojici Ig-AG, proto daleko Castéji pouzivano

- problém separace feSen chromatograficky, srazenim imunokomplexu,
sorbci haptent apod., nej¢astéji primarni zakotveni neznaceného
imunoreaktantu na pevnou fazi a po imunoreakci prosté volny znaceny
Imunoreaktant odlejeme



ELISA

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

hodnota koncentrace analytu se urcCuje z kalibracCni krivky
sestrojeneé s pomoci standardu

obrovska citlivost umoznuje stanovit analyt v mnozstvi 10-°
az 1012 gramu

nejCastejsi nosicC je stena jamky mikrotitracnich destiCek
(polystyren) — vetsi soubor vzorku, miniaturizace analyzy,
automatizace

velmi vhodné pro screening stovek vzorku denné, malo
vhodné pro ojedinelé pripady (vzdy potreba kalibrace)
dve zakladni provedeni
- nekompetitivni
- kompetitivni
- pfimé
- nepfimeé



Nekompetitivhi enzymova
analyza (sendvicova)

|g zakotvena na pevny nosic interaguje s AG
v analyzovaném vzorku

po ustaveni rovhovahy se system promyje a na protilatkou
zachyceny AG se navaze dalsi Ig (znacena)

po promyti se meri enzymova aktivita zachycena
zprostredkované na pevne fazi

Ize pouze u AG, jejichz molekula umoznuje vazbu dvou a
vice molekul protilatek (nelze pro hapteny)

imobilisovana stanovovany protilatka
protilatka antigen Znacena enzymem
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Prima kompetitivhi enzymova
analyza

|g zakotvena na pevny nosic interaguje soucasne s AG ve
vzorku a se znaCenym AG

znaceny AG tedy soutezi (kompetuje) s neznacenym AG o
omezené mnozstvi vazebnych mist na protilatkach

po ustaveni rovnovahy se system promyje a meri se
aktivita zachycena na pevne fazi

cim vice AG obsahuje analyzovany vzorek, tim nizsi enz.
aktivita bude nameérena

vhodna metoda pro stanoveni haptenu

imobilisovana stanovovany naceny
protilatka antigen antigen




Neprima kompetitivhi enzymova
analyza

prvni ¢ast analyzy je kompetitivni — AG zakotveny na pevny nosic
soutézi se stanovovanym nezakotvenym AG ve vzorku o omezeny pocCet
vazel?(nych mist na molekulach protilatky pridavané do systému v
roztoku

cim vice AG v analyzovaném vzorku, tim méné Ig se navaze na
zakotveny AG a naopak

po ustaveni rovnovahy a promyti se zjistuje mnozstvi takto
zprostfedkované zakotvené protilatky v dalSi fazi (nekompetitivni)

pouziva se znacena lg proti protilatce aplikované v prvni Casti analyzy
|ze | pro hapteny

vyhodou proti pfimé ELISA je universalnost pouziti znacené protilatky pfi
stanoveni jakehokoli analytu

imobilisovany specificka stanovovany protilatka proti protilatce
antigen protilatka antigen Znadena enzymem
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DALSI IMUNOCHEMICKE
METODY

« Imunoafinitni chromatografie — navazani Ig na
nosiC — vznika imunosorbent vhodny pro izolaci
prislusneho AG vsadkove Ci na kolone

- uvolnéni specificky navazaneho AG nespecificky
(zména pH apod.) — po regeneraci Ize kolonu pouzit
ZNnovu

 protilatkove elektrody — biosenzory — vazbou AG
na imobilizovanou Ig se zmeni urcity fyzikalni
parametr materialu, na nemz je Ig ukotvena —
prevedeno na meritelny signal



