Imunologicke laboratorni
metody



POLYKLONALNI a MONOKLONALNI PROTILATKY

- POLYKLONALNI PROTILATKY

o Smés imunoglobulinovycg molekul, jejichz g/azebné
mista nesou specificitu vuci ruznym epitopum na celé
molekule antigenu

o Ziskavayji se obvykle imunizaci zvirat

- MONOKLONALNI PROTILATKY

o Produkt jednoho klonu B-lymfocytd, vykazuji jedinecnou
specificitu proti jednomu epitopu na molekule antigenu

o Ziskavaji se obvykle metodikami in vitro



Priprava monoklonalnich protilatek
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Vyuziti monoklonalnich protilatek

» V diagnostice, jedna se o vysoce specificka
diagnosticka agens pouzivana v riznych
oblastech predevsim imunologie a
mikrobiologie.

* \/ terapii, k zacileni bunék a molekul ddlezityc
patogenezi nemoci. Tvori velkou cast tzv.
biologickych terapii.

* Ve vyzkumu




Typy monoklonalnich protilatek
pouzivanych k terapii

Mouse hybridoma In vitro antibody libraries
Transgenic mouse
Human hybridomas

|

Mouse Chimeric Humanized Human

Genetic engineering
V gene cloning

CDR grafting
Eukaryotic expression

Hohlfeld R et al. (2005) Drug Insight: using monoclonal antibodies to treat nature
multiple sclerosis; Nat Clin Pract Neurol 1 34-44 [doi: 10.1038/ncpneuro0016] S'F;L'\(':'ﬁé'é




Priklady klinického vyuziti monoklonalnich
protilatek v lécbé imunopatologickych chorob

Imunosuprese: anti-CD3 (OKT3),
e anti CD25 (basiliximab, daclizumab),
e anti CD20 (rituximab)

Blokada prozanétlivych cytokinu:

e anti —TNF-a (infliximab, adalimumab) — revmatoidni
artitida, Crohnova choroba,

Blokada adhezivnich molekul:

e antiintegrin a4bl (natalizumab) — roztrousena
mozkomisni skleroza

* Anti-CD11a (efalizumab) - psoriaza

Protialergicka lécba:
 anti-IgE (omalizumab): tézké formy astmatu



Priklady vyuziti monoklonalnich protilatek
v |[écbé zhoubnych nadoru

e Protilatky proti anigenum bilych krvinek:

» anti CD-20 (rituximab) [é¢ba lymfomd,

e anti-CD52 (Alemtuzumab) —[écba lymfomd
* Anti-receptorové protilatky:

* anti-epidermal growth factor (receptor HER-2) (trastuzumab) — mamarni
karcinom

* anti-epidermal growth factor (receptor EGFR) (cetuximab) — kolorektalni
karcinom



Dalsi priklady vyuziti monoklonalnich protilatek v mediciné
e Antiagregacni lécba:
* trombocytarni receptor gpllb/llla (abciximab)
e Antivirova lécba:
e RS virus (palivizumab),
SAR-Cov?2

RANKL (Denosumab)

protein PCSK9 (alirocumab, evolocumab)

CGRP nebo jeho receptor (Eptinezumab Erenumab
Fremanezumab Galcanezumab)



Imunologicke laboratorni
metody



ZAKLADNI DELENI IMUNOLOGICKYCH
LABORATORNICH VYSETRENI

- Serologicka vysetreni
« zakladnim materialem pro vysetreni
- SERUM

« Bunecna vysetreni
« zakladnim materialem pro vysetreni
 PERIFERNI ZILNI KREV

- Dalsi zdroje materialu pro imunologické vysetreni

« mozkomosni mok, lymfatické uzliny, bioptické vzorky organd, kostni
dren, bronchoalveolarni lavaz



ODBER MATERIALU K IMUNOLOGICKEMU
VYSETRENI

SEROLOGICKA VYSETRENI — proces ziskdvdni séra

1. odbér venozni 2. centrifugace 3. preneseni séra
srazlivé krve do jiné zkumavky

4. uchovani séra k dalsimu pouziti
« 2 tydny pri teploté 4 °C

« meésice pri teploté -20 °C

 roky pri teploté -80 °C



ODBER MATERIALU K IMUNOLOGICKEMU
VYSETRENI

BUNECNA VYSETRENI — proces ziskdvdni bunék

protisraZzlivé Cinidlo EDTA

Krev odebranou pro bunécna
vysetreni neni vétsinou
mozno skladovat delsi dobu.

Vysetreni je nutné provést do
nékolika desitek minut
(vysetreni fagocytarnich funkci)
az nékolika hodin (vysetreni
poctu a funkce lymfocyt().




PRIMARNI A SEKUNDARNI FAZE SEROLOGICKE
REAKCE

Primarni faze serologické reakce

- pokud je zkoumana protilatka v séru pritomna,
dochazi k vazbe protilatky na antigen

- neni patrna pouhym okem

Sekundarni faze serologické reakce

- uplatnuje se multivalence antigenu a polyvalence
protilatek

« vznika prostorovy komplex velkého poctu molekul
gnt/gtenuta protilatek o vysoke molekulove
motnosti



PREHLED METOD PRO STANOVENI ANTIGENU
NEBO PROTILATKY

 vizualizace pomoci sekundarni faze reakce

o AGLUTINACE - korpuskularni antigen ( erytrocyt,
bakterie, latexova castecka)

o PRECIPITACE - antigen je rozpustny, molekularni

- vizualizace pomoci nasledné detekce

o IMUNOFLUORESCENCE
o IMUNOANALYZA (ria Eia, #ada modifiac)
o IMUNOBLOT, IMUNODOT



aglutinace

princip reakce

antigen KORPUSKULARNI POVAHY

Vazbou dvoj a vicevazebnych protilatek na povrch antigenu dojde
k prekonani odpudivych, zplsobenych negativhim nabojem na

povrchu ¢astic (zeta potencial), a vytvori se mezi nimi mdstky ...

. vznikd AGLUTINAT

« snadna vizualizace
probehlé reakce

o diky velikosti antigenu
o diky pribé&hu reakce v tekutiné




aglutinace

prima a neprima

prima aglutinace
antigeny se nachazeji primo na zkoumané castici

prikaz krevnich skupin, pfimy Coombsiv test, ur¢ovani

izolovanych bakterialnich kmen( (zejména ze skupiny

enterobaktérii), Widalova reakce, Weil-Felixova reakce,
priikaz nékterych zoondz, ...

neprima aglutinace
zkoumany antigen je navazan na povrchu vhodnych
makromolekularnich castic

latex-fixacéni test, neprimy Coombsuv test, rychlé testy pro
ambulantni vysetreni (ASLO), ...



aglutinace

urcovani krevnich skupin

ANTIGENY NA POVRCHU ERYTROCYTU

polysacharidové
skupinovy system ABO (antigen A, antigen B)
skupinovy system Lewis, P a li

glykoproteinové
skupinovy system Rh (antigen D)
skupinovy system MNSs, Lutheran, Kell, Duffy, Diego



precipitace

... V kapalinach

viditelné
svétlo

"7 NEFELOMETRIE

méreni rozptylu
viditelného svétla

TURBIDIMETRIE

méreni ubytku proslého svétla
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ELISA

enzyme-linked immunosorbent assay
princip reakce

ke zjisteni koncentrace antigenu nebo protilatky

k detekci reakce mezi antigenem a protilatkou se pouziva enzym

(konjugat zvireci protilatky proti lidské protilatce IgG, IgA nebo IgM znacené enzymem)

Pouziti v klinické praxi:

e V soucasnosti zrejmé nejvice pouzivana laboratorni metoda
v imunologickych a klinickych laboratorich

e prikaz protilatek (antibakterialnich, antivirovych, autoprotilatek) nebo
antigend

e vysoka citlivost testu umozZnuje prikaz analyti o nizké
koncentraci

e ELISA neni vhodna k detekci analytl o vy$si koncentraci (napfr. koncentrace
sérovych imunoglobulin) - vzhledem k nutnosti vysokého fedéni vzorkd
moznost velké chyby stanoveni!




ELISA

enzyme-linked immunosorbent assay
princip reakce

ke zjisteni koncentrace antigenu nebo protilatky

e vazba antigenu na pevnou fazi (jamka mikrotitracni destiCky)
e inkubace a nasledné promyti desticky
e aplikace séra s predpokladanym vyskytem protilatek proti vysetfovanemu
antigenu (dojde k vazbé protilatky na antigen)
e inkubace a nasledné promyti desticky
e aplikace konjugatu zvireci (mysi, krali¢i, ...) protilatky proti lidskemu IgG, IgA
nebo IgM konjugované s enzymem

e inkubace a nasledné promyti destiCky

e aplikace substratu (bezbarvy substrat — enzym — barevny produkt)
e inkubace

e zastaveni probihajici enzymatické reakce

zméreni absorbance jamek spektrofotometricky (intenzita vysledného zbarveni
je v urc¢item rozmezi koncentraci pfimo umeérna mnozstvi navazané protilatky)



Stanoveni Ag metodou ELISA
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Stanoveni Ab metodou ELISA
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ELISA READER




imunofluorescence
princip reakce

zjisteni pritomnosti antigenu nebo autoprotilatky

k detekci pritomnosti antigenu nebo protilatky se pouziva fluorochrom
(konjugat zvireci protilatky proti antigenu nebo proti lidské protilatce ve tridé IgG, IgA nebo

IgM znacené flourochromem)

PRIMA IMUNOFLOURESCENCE

e detekce pritomnosti antigenu nebo protilatky ve tkanich pomoci

protilatek znacenych flourochromem
e diagnostika puchyrnatych chorob, SLE, porfyrii, vaskulitid, glomerulonefritid a podobné

NEPRIMA IMUNOFLOURESCENCE

e detekce pritomnosti specifickych protilatek v séru tak, ze protilatky
pritomné v séru pacienta jsou po vazbé na antigen darcovské tkané
oznacené zvireci protilatkou proti lidskym IgG, IgA a IgM
imunoglobulinim znacenou flourochromem

e detekce pritomnosti autoprotilatek
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elektroforéeza
princip metodiky

nabité castice se pohybuji v elektrickém poli

rychlost pohybu castic je zavisla na velikosti celkového
povrchového naboje, velikosti a tvaru molekuly a jeji
koncentraci v roztoku

NATIVNI GELOVA ELEKTROFOREZA BILKOVIN

bez denaturacnich cinidel

proteiny migruji gelem podle svého celkového naboje,
velikosti a tvaru (citlivost elektroforézy je dana charakterem
pord gelu)

elektroforéza sérovych bilkovin (rozdéleni proteinii plazmy na
5-6 frakci)

Vyuziti elektroforézy v klinické praxi:

analyza a déleni smési bilkovin, charakterizace povrchi organizmi
(bakterii, virG a podobné), diagnostika monogennich chorob a
podobné



Aplikace séra

elektrOforéza pacientd do

elektroforetickych
drah ...
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elektroforéza sérovych bilkovin
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albumin
alfa 1 globulin
l l alfa 2 globulin
— — — — beta 1 globulin

gama globulin




Western blot

i

munoblot

princip metodiky

elektroforetické déleni bilkovin a jejich nasledni preneseni na povrch
membrany a typizace specifickymi protilatkami

1. faze

rozdéleni antigen( elektroforézou na gelu

2. faze

prenos rozdélenych antigen na vhodnou matrici

imobilizace antigen( a zablokovani nespecifickych vazebnych
mist

vizualizace antigen( radiograficky, barevnou reakci,
fluorescencné (specifické protilatky — immunoblotting)

Vyuziti v klinické praxi:
testy na HIV pozitivitu, definitivni test pro BSE, konfirmacni test pro
hepatitidu B, diagnostika boreliovych infekci




RO/SS-A60
Jo1
RO/SS-A52
La/SS-B45
Histon1
rRNP38
RNP33
SmB'
PM/Scl
SmB

RNP22

SmD
ACA17

Date: Th 18. Jul 2013
Patient: 13711

Antigene: ANA
Antibodies: 1gG

Positive Bands:

~ La/SS-B45: B% | o«
)/' RO/SS-AB2. 5% | =
\/' M2-74- % | =

Cutoffs:
0%- 14 % = negative

15 % - 24 % = (+) indetemminate
25 % - 49 % = + weakly positive
50 % - 99 % = ++ positive

100 % = +++ highly positive



Bunécné laboratorni imunologickeé techniky



DIFERENCIALNI KREVNI OBRAZ

odbér nesrazlivé krve do EDTA

kojenci deti dospéli
LEUKOCYTY 9-15x10°/1 8-12x10%/1 4-9x10°%/I
GRANULOCYTY/POLYMORFONUKLEARY % % %
neutrofilni granulocyty 25 - 65 35-70 55-70
* segmenty 22 - 65 25 -65 50-70
- tyce 0-10 0-10 3-5
eozinofilni granulocyty 1-7 1-5 2-4
basofilni granulocyty 0-2 0-1 0-1
MONONUKLEARNI LEUKOCYTY % % %
lymfocyty 20-70 25 -50 25-40
monocyty 7-20 1-6 2-6



CD klasifikacni systém
(Pariz 1982)

CD znaky (CD = cluster of differentiation)

« molekuly bunécnych membran prokazované monoklonalnimi
protilatkami (metodikou pritokové cytometrie)

- dnes znamych vice nez 400 CD znaki

- Vyuziti v klinické praxi: vysetreni absolutniho a relativniho
zastoupeni bunéénych subpopulaci pomoci pritokové cytometrie
(v imunologii rutinné vysetreni T-lymfocytarnich, B-lymfocytarnich
subpopulaci a NK bunék)

« Odbér: nesrazliva krev (EDTA)



LYMFOCYTARNI
SUBPOPULACE

T lymfocyty
Th lymfocyty
Tc lymfocyty
B lymfocyty

NK bunky

CD ZNAKY

CD3"

CD3*CD4~

CD3*CD8*

CD19

CD16*/56*

PROCENTUALNI
ZASTOUPENI Z LYMFOCYTU

58-85%

30-60 % z CD3"

15-35 %z CD3"

71-23%

6-20%



Vysetreni relativniho a absolutniho
zastoupeni lymfocytarnich subpopulaci

PRUTOKOVA CYTOMETRIE

e Vvyuziva principu primé imunofluorescence

« bunky jsou inkubovany s protilatkou proti
konkrétnim CD znakum na povrchu bunék
imunitniho systéemu, ktera je oznacena
fluorescencnim barvivem

- bunky laminarné proudi tryskou pristroje
vystaveny laserovému paprsku sveétla



Prutokovy cytometr




Prutokova cytometrie
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Funkcni vysetreni lymfocytarnich
subpopulaci in vitro

PROLIFERACNI SCHOPNOST LYMFOCYTU

jeden z fyziologickych jevi bunééné aktivace

- Lymfocyty aktivovany
« Polyklonalnimi mitogeny
pro B lymfocyty
pokeweed mitogen (PWM)
pro T lymfocyty
phytohemagglutinin (PHA)
konkanavalin A (ConA)
- Specifickymi antigeny
« tuberkulin
 tetanicky toxoid



