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Imunoanalyticke metody

Vizualizace reakce antigen-protilatka pomoci znacky

Rozdéleni metod dle typu Rozdéleni metod dle
Znacky: usporadani:
oEIA — znackou je enzym oHomogenni ° o
oRIA - radioizotop , 0@
oLIA - luminofor oHeterogenni
oFIA - fluorofor oKompetitivni

oNekompetitivni

You age the suvsteate to my enzyme
and nothing could ever denature us.




Imunoanalyticke metody

Heterogenni kompetitivni:

o Analyt ze vzorku + znaCeny analyt od vyrobce — soutez o0 omezené mnozstvi antigenu
o Méreny signal je neprfimo umeérny mnozstvi analytu

Heterogenni nekompetitivni:

o Detekcni protilatka / antigen v nadbytku —analyt ze vzorku vyvazan
o Méreny signal je primo umérny mnozstvi analytu

Substrate
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ELISA

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

oHeterogenni imunoanalyza — nutna separace nezreagovanych slozek

oVazba antigenu / protilatky na pevnou fazi (sténa desticky)

Substrate Product

oVizualizace - enzymaticka premena substratu na barevny produkt 5

o Kfenova peroxidaza (tetrametylbenzidin - tetrametylbenzimidin - 450 nm)
o Alkalicka fosfataza (p-nitrofenylfosfat - nitrofenol - 405 nm) g‘g{%

P

oVysoka citlivost — pg/ml




ELISA - usporadani

Neprima ELISA

Prima ELISA
oAnalyt (Ab/Ag) imobilizovan

oDetekce pomoci znacCené protilatky

oNa analyt se vaze primarni neznacena
protilatka

oNa primarni protilatku se vaze sekundarni
znacena protilatka
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ELISA - usporadani

Sendvicova ELISA

Kompetitivni ELISA
oDetekce analytu s malou Mr oDetekce analytu s vysokou Mr (proteiny)
3.3 E— ..
Saple g ow vl "~ Al Ve oVysoka presnost
of the target protein SRR RN
L YYYY YYYY ~ YYYY _?4
Yyyy, ., a— YYYY. ™ YYYY ‘r%r%% - Yiii
Samples including him?amls -{ (;1 — ‘ — Yﬁmbudy m Target protain —? Enzyme-labeled antibody Enzyme reaction
of the target protein YYYY ‘?‘??% \’??‘?
Yﬁmibudj.r m Target protein : Emzyme-labeled antigen Enzyme reaction
E
5 4
g 2
§ \ i
) ——— Antigen leveal

0 —— Antigen level http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/elisa.html




Sendvicova ELISA —vyssi senzitivita

oSystéem biotin — avidin/streptavidin — na jeden imunokomplex se vaze vice
molekul enzymu — silngjSi zbarveni (pro analyty s nizkou koncentraci)




Kautovani ELISA desky

olmobilizace Ag nebo Ab na plastovy povrch desky
1. Povrchova aktivace desky

° vazba NH, nebo COOH skupin — tvorba kovalentnich vazeb s protilatkou nebo antigenem
° Vhodné pro stanoveni malych molekul — napf. peptidy
2. Pasivni adsorpce
° Hydrofobni interakce mezi nepolarnimi strukturami proteinu a plastovym povrchem desky
° Protein ur€eny k adsorpci je rozpustén v alkalickém kautovacim pufru (pH 9,5) — naleptava plastovy povrch a

usnadriuje adsorpci Ag nebo Ab
Specific binding Specific binding

o Blokovani desky ‘\ T / l \

o Po navazani Ab/Ag zUstava ¢ast plastového povrchu

volna. Aby bylo zabranéno nespecifickym vazbam, je A f
nutno tato mista zablokovat inertni bilkovinou BSA \ W 4

— bovinni sérovy albumin

Plate well Without blocking With blocking




Systém zachytna + detekcni Ab

ProC je kazda protilatka od jiného zivoCiSného druhu?

&,

Tato kombinace vyznamné snizuje riziko zkrizené reaktivity,
ktera by mohla zpusobit vznik nespecifickych imunokomplexu
(zdroj faleSné pozitivity)!!!

Lidska monoklonalni protilatka — s vysokou Detekéni protildtka
specifitou vaze pouze konkrétni antigen lidska. monoklonalni

Zachytna protildtka — s vysokou senzitivitou vaze Zachytna protilatka
vSechny varianty daného antigenu mysi, polyklonalni




ELISA v rutine

oVyrobce dodava kity ,ready to use” / \
Co obsahuje ELISA kit pro rutinu?

+ Uspora ¢asu e L .
P | ELISA KIT e Kautovana desticka se stripy

* Plastova folie na zakryti desticky
» Kalibratory

* Pozit. a negat. kontrola

* Promyvaci roztok

* Redici roztok (pufr)

* Detekeni protilatka

e Substrat

k  Stop Cinidlo (obvykle 1M HZSOy

+ Uspora prace
+ Standardizace metody
- Drahé




ELISA ve vyzkumu

o Prazdné destiCky — nutno rucne kautovat
a blokovat /Co obsahuje ELISA kit pro V\’/zkumm

oKalibratory nutné rozpoustet

* Prazdné desticky — nemaji

oKit neobsahuje vSechny reagencie stripové usporadani
* Kit s reagenciemi:
l e Lyofilizované kalibratory
* Primarni protilatka
o ELISA pro vyzkum je pracnejsi a « Sekundarni protilatka
casove narocnha e Substrat
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Meéreni vysledku

Monochromator
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Hodnoceni vysledku

1. Kvalitativni hodnoceni

o Hodnotime vizualné pritomnost / nepfitomnost reakce - ano / ne
(napf. srovnani vzorku s blankem)

2. Semi-kvantitativni hodnoceni
o |P (index pozitivity) = absorbance vzorku / absorbance cut-off kalibratoru

3. Kvantitativni hodnoceni
o Kalibracni krivka — redeni kalibratoru o znameé koncentraci analytu

o Vysledek (absorbance) se odecita z kalibracni krivky
- Prepocet absorbance na koncentraci (Lambert-Beertv zakon)
o Vysledek ma Ciselnou hodnotu s udanymi jednotkami (napr. U/ml, ug/ml)




Vyuziti ELISA v imunologii

oAntiinfekCni imunita
o Stanoveni protilatek proti nékterym infekénim agens

oAutoimunitni onemocnéni
o Stanoveni autoprotilatek




ELISA a antiinfekéni imunita

oProtilatky proti tetanickému toxoidu

o sledovani odpovédi na vakcinaci (snizeni u humoralnich imunodeficienci — CVID,
AIDS)

oProtilatky proti difterickému anatoxinu
o kontrola oCkovani (pfedevsim u starych osob a pacientu s poruchou imunity)

oProtilatky proti kapsul. antigenu Haemophilus Influenzae
o Sledovani uspésnosti vakcinace, humoralni imunodeficience

oProtilatky proti specifickému pneumokokovému kapsularnimu
polysacharidu (anti-PCP)
o Sledovani uspesnosti vakcinace (zejména déti), humoralni imunodeficience




Autoimunitni onemocneni

oCela skala autoprotilatek (organové nespecifické, organove specifické)
o ANA — proti jadernym antigenum (SLE)

o ENA — proti extrahovatelnym nuklearnim antigeniim (SS-A, SS-B, Jol atd. —
Sjogrenav sy.)

o AMA — proti mitochondriim (primarni biliarni cirhéza)

o ASMA, LKM, LC — autoimunitni hepatitidy

o ANCA — proti cytoplazmé neutrofilu

o Anti-TTG —tkanova transglutaminaza (celiakie)

o Anti-TG-tyreoglobulin, anti-TPO-tyreoidalni peroxidaza (tyreoitidy)
o RF — revmatoidni artritida

o EMA —proti endomysiu — celiakie

o ASCA — proti Sacharomyces cerevisiae — Crohnova choroba




