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IMUNOESEJE

 tyto metody vyuzivaji vazebneé reakce mezi
protilatkou a ligandem (antigenem), informace
0 vazb¢ je zprostfedkovana pomoci znaCek

* mnozstvi znacene komponenty
v imunokomplexu je zavislé na koncentracich
vychozich neznaCenych komponent.
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e Primeé

- kvalitativni metodika k prukazu antigenu
- Ag — Ab*

* Nepfime

- prukaz protilatek v s€ru
- Ag — Ab — Ab*




Kompetitivni
limitované mnozstvi reaktantu (protilatka), aby mohlo dochazet ke kompetici
znaceny 1 neznaceny ligand soutézi o vazebna mista protilatky

neznaceny antigen blokuje vazbu znaceného antigenu, mnoZzstvi vzniklého
produktu je nepifimo im. konc. neznaCeneho ligandu v testovaném vzorku

¢im vic se navaze znacené¢ho ligandu, tim méné neznacencho

Ab-Ag Ab-Ag*

% +GD +*<]D—><]D{>;+*G

http://imunologie.lf2.cuni.cz/soubory vyuka/imunoreakce.pdf

Nekompetitvni (sendvicova)
protilatka je v nadbytku, vSechen analyt je vyvazan
analyt je vazan mezi dvéma specifickymi protilatkami
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 Homogenni
- neni potfeba oddélovat Ab-Ag od volného Ag*

e Heterogenni

- jedna z komponent je navazana na pevnou fazi

- nutnost separace navazanych slozek reakce od volnych slozek reakce
(detekcni protilatka, konjugat)

Legends:

Antigans

Figure 1: Generally used formats: (a) a homogeneous competitive immunoassay. (b) a heterogeneous
non-competitive mmmunoassay, (c) a heterogeneous competitive immunoassay and (d) a heterogeneous

compeiiinve mImunometric assay.
http://www.scielo.br/img/revistas/bjce/v26n2/a01fig01.jpg




vizualizace sekundarni faze interakce AgxAb navazanou znackou:
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RIA

- kompetitvni heterogenni metoda

- odd¢leni nuklearni mediciny

- detekce reakce Ag-Ab pomoci radioaktivniho 1zotopu jako
znaCky navazané na jednu ze slozek reakce , nejéastéji 1271

- m¢ii se intenzita radioaktivniho zafi¢e — neni tieba pridavat
substrat

- vySetrovani hladin riznych hormoni a jejich metaboliti,
vitaminu a jejich metabolitu, specifického IgE, nékterych

autoprotilatek — napr. vysetieni Ab proti acetylcholinovému




* FIA —jako znacka se pouziva molekula
fluorochromu, detekce signalu se provadi
fluorimetricky

* LIA — znaCka — luminofory (pi1 oxidaci
vyzaiuji svétlo), detekce na luminometru

pi. bioluminiscence - oxidace luciferinu (enzym luciferdaza) —




EIA

 kovalentni vazba enzymu na néktery z reaktantu

 heterogenni usporadani — skupina metod

(' nzyme-! inked 'mmuno orbent ' ssay)




ELISA-schéma

sensitize plate
with antigen

wash

add test antibody enzyme
portion

wash ‘
L=

add |Igand Ilgand

wash

add chramugen

8 develop plate 0g0



1.Potazeni jamek
antigenem

2.Pridani vzorku séra

3.Pfidani enzymem
znacené
T =i @ protilatky(anti-human

+ substrate [e[€)

*}‘ *)\ 4.PFidani substratu

5.0decteni barevné
reakce

http://virus.usal.es/web/demo_microali/enterotoxina/set.html



EIA-ELISA 1

* ] reaktant imobilizovan na povrch destiCky
» detekovany antigen musi mit 2 ruzné epitopy

» vysledkem je pfeména bezbarveho substratu na
— tato premeéna
pomoci enzymu na Ab
e ¢im Intenzita , tim
zjistovancho Ag ve vzorku

 zabarveni se zjiStuje



EIA-ELISA 11

* nejen kvalitativni, ale 1 kvantitativni metoda
 lze stanovovat Ab 1 Ag (pozor na poymy!!)

» k prukazu latek s nizkou koncentraci ve
vySetrovanych vzorcich v mikrobiologicke serologii a
imunologii:




ELISA-1.“kautovani‘

prazdna jamka p olystyr én @




4. Ab s enzymem — krenova peroxidaza,
alkalicka fosfataza,

beta galaktozidaza,...

S. substrat — napr. tetrametylbenzidin



6. barevny vysledek
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ELISA reader




