Specialni imunologické metody zimni semestr 2007
Prednaska 2 hod, ukoéeni :k

cvi¢eni 2 hod, ukoteni:z

formou cvEeni v blokucelé 4 dny (28 hod)

Teorie bude pouzita z vyukovyckiabnic kombinovana s pouzitim metod v
praxi z diagnostickych laborafo

Prednasky:

1. p‘rednaskaSeznameni se s programerfegnttu a cvieni, organizace
piednasek a cveni.

Metody pouzivané v klinické praxiSérologické reakce

2. prednaskaDoc. J. Michalek, fakultni nemocnice Brno

Moznosti bugc¢né imunoterapie a jeji uplatmi v klinické medicig.

3. prednaska:

-imunoeseje, RIA, FIA, EIA

4. prednaskaPodrobgiji metoda EIA, ELISA

5. prednaskaELISA, stanoveni postuigednotlivych druld ELISA, sestaveni
vlastni ELISY, stanoveni koncentraci jednotlivytbrek

6. prednaska:

a) stanoveni leukocytarnich populaci a jejich funkc

b) specialni in vitro testy- testy na vy&etani lymfocytarnich funkci, testy na
proliferaci lymfocyfi, test blastické transformace lymfogyt

7. prednaska Alergologické vySeeni

8. prednaskazaklady interpretace vysledkmunologickych laboratornich
testi, metody pouZzivané v klinickych laboré&ich, druhy laboratié a které
techniky na jaké vysigni se pouzivaji

9-11.prednaskaExkurze do laboratd

Predbszné jsou domluveny: TEST LINE, BIOPLUS, VUVL

Napi blokového cuieni:
metoda ELISA, metoda blastické transformace lymtibcy



01 METODY POUZIVANE V KLINICKE PRAXI

Serologické metody
A. Precipitaéni metody
V kapalinach
V gelu
B. Imunodifuzni metody
» Jednoducha imunodifuze
» dvojita imunodifaze
C. Imunoelektroforetické metody
Kombinace s elfo
* Imunoelektroforéza podle Williamse a Grabara
* Raketova imunoelektroforéza
* Protismérna
* Dvojrozmérna
* D. Aglutinaéni metody
E. Hemaglutina¢ni
F. Komplementové
G. Immunoblotting
Zékalové reakce
* Imunonefelometrie
* Imunoturbidimetrie
H. Imunochemické metody
a) RIA
b) FIA
C)EIA

Casové rozdeni metod
Metody l.generace
» Nékteré techniky v roztoku — precipita¢ni, aglutinaéni, KFR
Metody ll.generace
« Kvantitativn & i slozité sn&si antigenu,
* Imunodifize, imunoelfo
Metody lll.generace
* Velmi citlivé metody, stanovi Ag, Ab i hapteny
* Imunoanalyzy — pf. RIA, FIA, EIA, imunoturbidimetrie
* —nefelometrie, -fluorimetrie, pop¥ jejich kombinace
Metody IV.generace
» Kontinualn é méri Ag, Ab i hapteny
e imunosenzory

Imunoprecipitaéni kfivka (Ag — antigen, Ab — protilatka)
Oblast ekvivalence
Precipita¢ni metody
Oblast nadbytku protilatky
Nekompetitivhi metody

o zakalové nefelometrie

turbidimetrie

* s markerem EIA, IRMA..
Oblast nadbytku antigenu
Kompetitivni metody

* heterogenni RIA, ELISA..



* homogenni FPIA, EMIT...

faktory ovlivijici precipitaci:

 typ Ab /nap®. IgG/

» teplota— se zvysujici se teplotou se urychluje precipifaeg. 38°C/
 vzajemn& koncentracég a Ab

. pH

* iontovynaboj

* tvar a velikostasti
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PRECIPITACNI metody:
* Ag + Ab - Ag-Ab
e precipitinogen precipitin predi@gi srazenina
* solubilni /rozpustny/

o -delime:
e A)vkapalinach :
* |. prstencova

. — prstenec sraZeniny precipitatu Ab

* |I. skli ¢kova — ukeni pod mikroskopem /.?/

* B)vgelu:

 IMUNODIFUZE ag

* vyuziti :kestanoveni Ag, Ab, H Ik

» praxe — 1. zji&ni vyskytuci stanoveni Ab v sérurpinf. onemocrni 2. laenurnkace
patogena

« Koncentrace Ab se vyjadie jakoTITR SERA.

. =>nejmensSizdni Ab, které jegtreaguje s Ag

* - hodnoceni kvalitativné — odé&teni okem
» kvantitativné :



e a, zjiSEnimmnozstvi precipitatu

* b, zjiS€nimmnozstvi Agv precipitatwei supernatantu
» ¢, zmenaoptickych vlastnostivzorku — 2 metody :

e NEFELOMETRIE —OTURBIDIMETRIE

Screeningové metodyjednoduché precipitai testy
terénni kazetoveé testy pracujici v oblasti ekvinaée

Negativni vysledek Pozitiwysledek

Za nepitomnosti nebo nedostatku drogy ve vzorkweneytvai protilatka imunokomplex
(precipitat) se zngenou drogou vazanou v nigestu T. (S — vzorek, C — kontrola

IMUNODIFUZNi METODY

- specifickéreakce Ag s Ab

- zakladem jemunoprecipitacev gelovém prosedi/vyrabi se z agaru a agarozy/
- AGAR Osmes polysacharitl extrahovanych Zervenych miskychras

Ozakladni jednotkouagaroglykosidazd 1,3-5-glykosidicka vazba

Onavazany vedlejSi skupiny- nag. sulfatova, fosfatovalsnizujicistotu, zgisobuji
zvySenou absorbci agaru prékteré latky - zabraiuji migraci latek

- precistenim Ofrakcionizaci vznikaji 2 slozky:

* agardza
- neobsahuje vedlejSi skupiny - pro difuzi vice dihé
- standardmjSi sloZzenheZ agar a&tSi schopnostespecifické absorpce
* agaropeptin
- obsahuje aniontoveé skupiny pro difuzi nevhodny
- priprava
rozvaeni v pufru na vodni lazni
naneseni na skléné destiky — necha se zatuhnouti/feplot pod 42°C/
- princip:

- vzajemnaolné difaze Ab a Ay gelu na zaklatlkoncentra’niho spaduaz do mista
stretnutiCIvznikaji precipitaéni linie - oblou¢ky — prstence- kruhy /zalezi na pouzitém
materiélu/

- vzniklé precipitatydetegujeme

(okem- zakal
Obarvenim- commasy blue, amideri
Osekundarnimi protilatkami
Oradioizotopy

- vznik precipital je dé&j postupny!!
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napged evazuje Ag nad Allkomplexy se rozpadaji
/doché&zi k rozmivani sraZzenin — jedna latka natéadruhé/

- faktory ovliviujici precipitaci:
* typ Ab /nap®. IgG/
* teplota— se zvysujici teplotou se urychluje precipitaag/n38°C/
» vzajemn4 koncentracég a Ab
° pH
* iontovynaboj
* tvar a velikosttastic

- rozdéleni metod:
Ojednoduché&- difunduje pouze jedna sloZzka —dbAg ¢i Ab
Odvoijita— difunduji okt — Ag i Ab

* jednorozndrna — putuje jednim sgmem
« dvojroznerna /radialni/— putuje vice séry

Ag a Ab sineodpovidaji nevytvdi se linie
vice typ - tolik linii, kolik bude mitpari solk¥ odpovidajicich Ab a Ag

Ojednoducha imunodifuze
- migruje 1 slozka
1. sloZzkase smich& gelemuz g@i jeho pipraw
2. sloZzkase dava do wgzanych jamek MIGRUJE - vzniképrecipitacni linie

O jednorozn#rna [7dle OUDINA
- ve spodntasti zkumavky agarézovy gel s Aligprstveno gelem s Ag
- zalito parafinovym olejem — zabrana oftpaani
- Ag difunduje 1 snérem do gelu s Ab
- ¢im je Ag koncentrovagjsi, tim dale vznikaji precipitacni linie /odeitatelngjSi/



olej ~—_

gel s Ag —

precipitani
linie

gel s Ab

- vyuziti « detekcepoctu Ag pani

O radialni /dvojrozn#rn&/ imunodifize ZRID Jdle MANCHINIOVE
- na sklegnou destiku se nalije gel, ktery obsahuje Ab nemigruje
- jamky - vzorky:

Ofyziologicky roztok- blank kalibratni
s s . “ o vzorky
Ovzorky oneznamé koncentraci
vzorky oznamé koncentraci o o
vzork
fyziologicky
roztok

po obarveni modré precipitai kruhy — zr¥i se —druhé mocniny kridh
- ¢im jevzorek koncentrovajsi — kruh mavetsi primer

- kalibracni kfivka:

- vyuzitt « ke kvantitativnimu stanoveni Ag
* klinicka praxestanoveni koncentrackyG, IgA, IgM, IgD vice sloZzekomple-mentu
aplazmatickych proteih

[ dvojita imunodifuze
- difunduji ol slozky
- koncentraceby mely byt vzajemr ekvivalentni— jinak se budouigkryvat
- vyuziti:e kvalitativni stanoveni Ag
* uréeniimunochemické pibuznosti¢i odliSnostiAg

[ jednosnérna

- ve zkumavcegarozovy gel &b a agar6zovy gel Ag

- mezi nimidisty gel— v mist vyrovnani se vytvid precipitaéni linie
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O radialni Jdle OUCHTERLONYHO
- nasklerené deskyanasimeisty gel
- jamky —riizné At riizné koncentracgdnoho Ag
- precipita¢ni obloucky — koncentrovagjSi Ag — dale od Ag
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- VyuZziti:e titrace Ag— koncentrace Agircuje umiséni linie
* dukazprFitomnosti Ab
» porovnavanidentity a neidentity Ag sési — umiseni precipitani linie
prizkaz Ab pi alergickcyh alveolitidach, pikaz Ab proti ekterym patogedm, nap.
Toxoplazma gondii

1 a 2¢aste&ns identické
In&které determinanty navic/|
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5 a 6 si neodpovidaji
dva identické Ag

» porovnaniM, Ag a Ab - uréujetvar precipita‘ni linie

e . .
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Ab 0 - o
Mr(Ag) = Mr(Ab) Mr(Ag) << Mr(Ab) Mr(Ag) >> Mr(Ab)

- menSi molekula se dostane dale do gelu



Aglutina¢ni metody

Ag + Ab - Ag-Ab

aglutinogen aglutinin latnat

korpuskularni-

princip : KORPUSKULARNI / ¢asticovy / Ag

pii reakci dochazi ke shlukovani Ag a Ab na zaklagtvareni mistki - Ab mezi
bunkami za vzniku shluk

piima —pouziti bakterii, bugk

neprima, pasivni —na jejich povrch je Ag uste navazan, iplatex-fixatni test
Predpoklady ke vzniku vazeb:

1. dostatek Ab, 2.iftomnost Ab protiliznym epitogm 3. vzdalenost mezésticemi co
nej\etsi 4. Ab funkiné jednovazebné nevytiigaglutinaci (IgA, IgE) — inkompletni Ab viz
hemaglutinace

1.
2.

3.

- hodnoceni: kvalitativn € - odeiteni okem
kvantitativn € : a, zjiS€Enim mnozstvi aglutinatu
b, zjiS&nim mnoZstvi Agv aglutinatwi supernatantu
vyuziti :ke stanovernig, Ab, H (viz precipit&ni metody)
K ur¢ovani izolovanych bakterialnich kmien
K prikazu Ab proti patoganm —Widalova reakce — fkaz tyfu, paratyfu, Weil-
Felixova — skvrnitého tyfu, Ab prolrancisella tularensis
Neprima k pfikazu auto Ab proti Stitné Zlaze, Ab proti autoAg —

Latexova aglutinace, latex-fix&ni test

rychlé kvalitativni stanoveni
Ag nebo Ab imobilizovan na latexovych kikach
Stanoveni Ab proti IgG — revmatoidni faktor

Hemaglutinace

Ag +Ab - Ag-Ab
hemaglutinogen hemaglutin hemaglutinat
- sawi krvinky

(i ¢asti)

- dochazi keshlukovani krvinek vlivem komplementugi viroveé ¢astice pak
dochazi KLYZI.

Ke zviditelreni aglutin&gnich reakci fi pouziti inkompletnich Ab je moZno pouZzit a)
aglutinaci v bilkovinném proidi b) v prosedi s proteolytickymi enzymy c) pouzitim
antiglobulinového Coombsova séra - kb proti lidskym Ig

vyuziti: K zjiStovani krevnich skupin akaz Ab proti krevnim elemeinin.

Primy Coombaiv test —k prikazu navazanych antierytrocytarnich Ab, reakce
pacientovych ery s Coombsovym antisérefitopmnost navazanych Ab se projevi
hemaglutinatem

Neprimy Coombaiv test —k prikazu cirkulujicich antierytrocytarnich Ab

1. faze, pacinetovo sérum s ery od darce, navaddapbkud jsou fitomny, vymyti,
pridani Coomsova séra, kteréigpbi aglutinaci

p¥i 2 reakcich:



* [OKFR - komlement fixa'ni reakce
* [OHIT — hemaglutina®né inhibiéni test :

» Pati také mezi metody serologické, zaloZené na inhibatogickych &inka antigeri
* HIT - pasivni hemaglutinace
* Vychazime ze skudeosti, Ze viry (8které bakterie atd) maji schopnost se sportann
absorbovat n#ervené krvinky (rozpustny Ag). Ery pak aglutinujsklukuji se jen
v pritomnosti specifické Ab
» odpovida-liprotilatka Ag, po fidani obalenych ERY Ag se Ag vyvaze a vznikne
HEMAGLUTINAT
Ab + Ag -Ery - hemaglutinat, proléhne hemaglutinace

» neodpovidéa-lprotilatka virovému Ag, nedojde k hemaglutinaci
* situace, kdy pdame stejny Ag do reakce
e Ab+Ag -Ery - hemaglutindt + stejnAg - AgAb+Ag - Ery -
inhibice hemaglutinace
* Metodou inhibice pasivni hemaglutinace lze dokaglhi malé mn. rozpustného Ag
nebo H (metoda je velmi citliva)
pro vyhodnoceni tizeme pouzit i optické metody

K OMPLEMENTOVE METODY
METODY VYUZIVAJICI FAKTU AKTIVACE KOMPLEMENTOVEHO S YSTEMU
KOMPLEXEM —ANTIGEN -PROTILATKA , KFR
K OMPLEMENT -FIXA CNi REAKCE /KFR/
- paki mezisérologické metody
- sloZzky reakce
* vySefované sérum
- chceme v &m prokazat protilatku/ komplement v séru je tepélimaktivovan /
» znamy specificky Ag
- jsou-li v séru Ab, vytvi seimunokomplex IK
* KOMPLEMENT
vaze se na IK a aktivuje protilatku zdrojem nejastji sérum moéete
» hemolyticky komplex
- komplex Ag /berani ERY/ a protilatkgZEMBOCEPTORu /hemolyzinlj ziskaného
imunizaci kralkiho séra beranimi erytrocyty
- aby doslo k hemolyze je nutspolulfast KOMPLEMENTU a inkubace 30 minut
pii 30 °C
- prubeh reakce:
OPOZITIVNI Ove vySetovaném sérije Ab

protilatka v séru vytvid komplex s Ag- na ®j senavaze komplemenPo gidani
hemolytického systémmezbyv§iz komplementlo 2.¢asti reakce




- k hemolyze NEDOJDE:

A hemolvzir

ONEGATIVNI Ove vySetovaném sérmeni Ab

- v 1. fazi reakce seevytvd@i IK —komplement se nevyvazezbyva do 2. faze reakce,
kdy aktivuje hemolyzin

- DOJDE k hemolyze:

hemolvzir

=

C

- velmi zalezi na mnozstvi komplementikazdy vzorek se musi titroyaby bylo mnozstvi
komplementu konstantni

- pouziti:

« diagnostikapiijice /syfilis/, brucedzy, pasteurely
* ve virologiiprikaz protilatek térér vSech virovych ndkaz
* typizace neznamych Agow izolovanych vifi
* prizkaz protiorganovych Ab

VySetireni komplementového systému

e Stanovuji se
a) hladiny jednotlivych slozek K v séru —
za pomoci antisér,&Sinou proti C3, C4, Clq
b) celkova aktivita komplementové kaskady-

Se provadi testem CH50 — (50% hemolyzéspbend komplementem), stuipe
hemolyzy zavisi na mnoZzstvfiganého K, neffma ungra

Vyuziti: K detekci poruch nedost&eeh mn. Nebo defekislozek K systému



VySetreni cirkulujicich a deponovanych IK
Principy metodik

1. VyuZivajici fyz — chem vlastnosti — CIK- n&$i makromolekuly séra mohou byt
preciptovany pomoci PEG (polyetylénglykol). Pre@pje ungrny mn. cirkulujicich
CIK

2. CIK na sebe vazi C1 — C3 slozky K. V prvni fégiodstrani nenavazany C1q. V
druhé fazi se stanovi koncentrace C1q, jez odidladinu CIK (totéz pro C3,C4)

3. prikaz vazbou na hiky, které exprimuji receptor pro Fc gragment Ig@e lvyuzit
trombocyty

Vyuziti: Pro monitoring jakychkoliv z&tlivych proces. Pro diagnostiku
imunokomplexovych chorob jeitkzitéjSi prikaz IK deponovanych v tkanich. To se
provadi po bioptickém odbu vzorku z tkaa (kize, svaly, ledviny) pomociifmé
fluorescence se prokazuje ulozeni IgG

Zakaloveé reakce
metoda probihajici v roztoku

Princip: @i reakci Ag a Ab vznika zakal-precipitat, jehoZentita je pi konstantnim
mnoZzstvim mn. Ab Ugrna koncentraci vysiivaného Ag

NEFELOMETRIE - rozptyl viditelného sétla méteného pod uhlem

O

TURBIDIMETRIE - Ubytek viditelného sitla pri praichodu vzorkem reného ve
stejné rovig

Vyhoda: moznost automatizace, rychlost proveddegnost, ale vysSi cena
e I v e detekior
zdroj |----» progred srozptylenymi 2223 orochéze icino
svetla [2Z22C - cagic ermni - S
[~ Zareni

i TURBIDIM ETRIE
Y
dete kiar

odraze ného | MEFEL OMETRIE
Zar eni







02| MUNOELEKTROFORETICKE METODY
- kombinace metod elektroforetickych a imunodifi@mni

Prehled metod:

O imunoelektroforézaodle WILLIAMSE a GRABARA
[0 RAKETOVA imunoelektroforéza

00 PROTISMERNA imunoelektroforéza

[0 DVOJROZMERNA imunoelektroforéza

Pro pirednésku v ramci Specialni imunologické metody
je tieba znat jen metodu prvni a jeji vyuziti: +

O imunoelektroforéza podle WILLIAMSE a GRABARA: .
- 1953 Williams a Grabar
- 2 stupg: « naliti destitky ( agarézni gel s pufrem) :

vytvieni 2 Zlabk a naneseni Ag mezén i

* po rozaleni elektroforézou se do Zlabk
napipetujiprotilatky
inkubace 48 hodin v lednici +

- dochazik DIFUZI

- VvV misg ekvivalence se vyt¥a

PRECIPITACNI oblou¢ky

. -}:- .,:: -
1 .. -

[P

- pricné ......... ¢leni podle velikostimolekul a jejich tvaru
svisle.......... @¢lenipodle naboje

- jednotlivé oblodky znamenaji jednotlivé bilkoviny

- detekce az 35 sérovych protiiidnes s€astji pouziva ELISA/

0 RAKETOVA imunoelektroforéza:

- Laurell 1966

- kombinace jednoduché radialni imunodifuze s etd@tézou
- monospecifickd\b + jeden Agdi smes Ag/
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- UuZiva se praji&’ovani koncentrace Ag koncentrace jefpmo untrna vysce ,raketky"
kalibracni kfivka:

0 PROTISMERNA imunoelektroforéza:
- obmena jednosmrné dvojité imunodifluze, kdy jpohyb urychlovan el. proudem

+ 2 rady jamek:
AR oo Ab...vzdy k (-)
e o5 o Ag...pouze ty se (-) nabojem

- v misg€ ekvivalencevzniknou precipitani obloucky

0 DVOJROZM ERNA imunoelektroforéza:
- vypracovana nezavisle na gab 1965 Laurell a Laurellova
1966 Clair a Frieman

- postup: cisty gel + Ag —elektroforézarozieze se:

* nanese naisté skitko a zalije se gelem, ktery obsahtgeptylené polyspecifické
protilatky:
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» v misg ekvivalence se vytwbprecipitani Gtvary— vySka a plocha uUtvaru je
ameérna koncentraci Ag:
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.
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- V Séru Ize detegovat az 50 protein

- vyuZiti metod
Metoda | KVALITATIVNI | KVANTITATIVNI
1. ++ -
2. - ++
3. ++ -
4. ++ +
ELEKTROFOREZA

- bilkoviny —AMFOLYTY — obsahujkyselé i bazické skupiny

legenda:
++...velmi vhodna
+.....vhodna

—.....nevhodna

- urtity pocetlabilnich protoni (urcitd hodnota K = disocia’hi konstanta)
- z individualnich pak Ize vypdtat hodnotu pH pri které jepocet kladnych nabaj roven

poctu zapornych- pl ...izoelektricky bod

- pH = pl - molekulaneméa naboj
- nerovnaji-li se molekula naboj m#&po vliozeni deel. pole se pohybuje rovh@mé

zrychlerw

- proti zrychleni isobiodpor proskedi
- molekuly s(-) nabojem- k anod? (+)

(+) ndbojem- ke katod (-)

- pohyblivosimolekul je dana:
O velikosti povrchového nédboje
- elektrochemicky se uplatji pouzeskupiny na povrchu globulEKONFORMACNI

STRUKTURA

- velmi silng se néni vlastnosti pi denaturaciClna povrch se dostanou dalSi skupiny
- meni se elektrochemické vlastnosti

O velikosti molekul

- VétSi se pohybuji pomalejiodpor prostedi
- zalezi i navelikosti sita nose



[ tvaru molekul
- kulovitése pohybujrychleji

00 podminkéch prostedi
(typ noste [lagardza, polyakrylovy gel
Ohodnota pH tlumivého prastdi/pufru/
Oiontové slozeni prosdi

[ sila el. pole

- 2 zpisoby elektroforézy:
* volna Ovolny elektrolyt, elektrody vokav roztoku
- po vypnuti proudumolekulydifunduji zgt
- nakladné a neépsné
 zOnovallzvySeni viskozity progtdi ve kterém se elektroforéza provadi
( ve vod@ vetsi rychlost difuze nez ve Skrobu )
- vytvari se tedyporovité gely Skrob, acetylceluléza, agar, polyakrylamid,
agardza
- sm¢s bilkovin se nanese do mist startu, pusti sedud - bilkoviny se deteguji barvivy

POROVITE NOSICE jsou pongenydo vodivého roztoku /pufru/
- funkce:prenos el. proudu
- udrzovani konst. pH- délené molekuly Bhem elektroforézy neéni naboj

elektroforéza globulik
- kvalitativni a kvantitativni weni, pop. i pro preparativni separaci

déleni: » podle naboje
* podle velikosti molekul (M

pouZziva se SDS-page

- SDS —sodium dodecylsulfat TENZID, vaze se v po#nu 1,4 g SDS/ 1 g bilkoviny
— udili bilkovinam UNIFORMNI n&boj

KALIBRA CNIi KRIVKA:

snis bilkovin 1 bilkovina
se specifickymi hmotnostmi

Izoelektricka fokusace

- pccet (+) nabaj se rovna (—)» molekula ztraci nabgjprestane se pohybovat v el. poli
- pouziva se gel gradientem v pH



pH pla
gradient I pls

vyuZziti: odliSovani podid IgG a IgM

Vyuziti: Imunoelfo séra podVILLIAMSE a GRABARA se v sotasné dob
pouziva vyhradéik prikazu monoklonalniho imunoglobulinu v lidském séru —
paraproteinu. Je vZdy produkovan klonemdkuwychazejici z jedné plazmatickeé b.,
majici genetickou informaci pro tvorbu jedné vaili@itoblasti lehkych a&kych
fetézal a jednéitidy Ig molekuly. Na rozdil od imunoglobutirbéZzného séra s velkym
mn. Riznych variabilnich oblasti Ig molekul.

Paraprotein se nachazi. 1. u nemocnych s myelofmédor vychézejici z
plazmatickych bu&k) 2. @i jinych malignitach lymfatického systému, 3i p
chronickych za&tech 4. ve vysSich&k. skupinach

Vznika neobvykly pruh $ klasické elfo séra, nelbgaraprotein se pohybuje
uniformné (stejny nadboj a Mr). V @itém mist elektroforetického pruhu #Zgobi
vysokou koncentraci Igifslusnétidy. Fi nasledné precipitaci gidanym antisérem
je v oblasti, kam paraprotein doputoval, vyrazite antigenu, precipitai linie je
deformovanda a posunuta blize ke Zlabku s antisérem.



03 BLOTTING

SOUTHERN BLOTTING
byl vyvinut Edwardem M. Southernem v roce 1970 (Edinburghska Univerzita)

s v 7z

slouzi k detekci DNA, najiti ¢dsti sekvence DNA ¢i konkrétniho genu v genomu
— molekuly DNA se pi‘enaseji z agar6zového gelu na membranu

NORTHERN BLOTTING

slouzi k detekci RNA

prrenos ndm umoZiiuje zjistit pritomnost, nepritomnost a relativni mnoZzstvi
specifickych RNA sekvenci

zpiisob urcovani, kterym zjistime ktery gen byl pirepsany na mRNA anebo za
jakych podminek je exprese regulovdna

WESTERN BLOTTING

slouZi k detekci bilkovin
touto metodou dokdZeme najit jednu bilkovinu v mnoZzstvi jinych, pricemz urcit i
délku daného proteinu

metoda je vsak zdvisld na pouZiti velmi kvalitnich protilatek zamérenych na
vybranou bilkovinu

PODSTATOU BLOTTINGU : IZOLOVANA LATKA (OBVYKLE SEPAROVANA ) SE
PRENASI NA MEMBRANU .
PODLE TYPU PRENOSU SE BLOTY LISi:

Diftizni blottiny: v pirenosovém pufru

Vakuovy blotting: pirenos pomoci vakua

Kapildrni blotting: prenos kapildrnimi silami pres filtracni papir

Tankovy elektroblotting: k prrenosu vyuZito el. pole (2-3 I pufru), na boku ndadoby -
elektrody

,Semi dry“ blotting: vyuZiti plosnych elektrod (100 ml)

Kapkovaci dot blotting: bilkoviny nejsou rozseparovdny - imobilizace jednotlivych
vzorkii

PoOuUZiVANE MEMBRANY

PVDF (polyvinyliden difluoridovd) - hydrofilni interakce



® Nitrocelulosovd - hydrofilni interakce

® Nylonovd - elektrostatickd interakce

WESTERN BLOT

® 3 kroky:
—SDS PAGE (gradientova elektroforéza)
—BLOTTING
—IMUNODETEKCE

SDSPAGE
NejpouzivangjSi metodou je PAGE — SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v pfitomnosti SDS (sodium dodecyl sulphate). UmoZniuje nasledné urceni relativnich
molekulovych hmotnosti jednotlivych proteinovych frakci.
Polyakrylamidové gely se pfipravuji kopolymeraci polymert — akrylamidu a
N,N—methylen-bis-akrylamidu  (BISu).
Polymeraci akrylamidu vznikaji dlouhé fetézce polymerd, zafazeni BISu zplUsobuje
zesileni ,mustky", které vznikaji z bifunkénich zbytk( BISu. Vytvofena
polyakrylamidova matice nese elektricky ndboj a je chemicky dost inertni.
Polyakrylamidovy gel je tedy struktura skladajici se z otevienych p6ru obsahujicich
pufr.
Pro stanoveni M, se pouziva detergent SDS. VSechny bilkoviny shodné vazou SDS
v poméru 1,4 SDS na 1 g bilkoviny. Po navazani na bilkoviny ve vzorkovém pufru
s alkalickym pH udéli molekuly SDS bilkoviné negativni ndboj. Na molekulu bilkoviny
se navaze takové mnoZzstvi molekul SDS, Ze jeji vlastni naboj pozbude vyznamu a
déleni mize probihat podle velikosti molekul.
Molekula urcitého proteinu postupuje v gelu az do momentu, kdy velikost péru je
mensi nez velikost molekuly a ta se v tomto misté gelu ,zasekne”.
Pouzitim smési standardnich bilkovin se znamou M; a po sestrojeni kalibraéni kfivky
je mozné vypocitat M, jednotlivych frakci.

*  Pripravime gel - tvoren separacnim gelem a hiebinkovym gelem. (nechat
vyzrdt do druhého dne)

* Do jamek, které vytvoril hirebinek nandsime vzorky.

*  Gel umistime do elektroforetické vany. Do anodového i katodového prostoru
nalijeme Runnig pufr.

*  Asi 1 hodinu nechdme vanou prochdzet stejnosmérny proud (200 V). Dokud
zona bromfenolové modri nedoputuje ke spodnimu okraji gelu.

*  Po sjeti elektroforézy odstranime hiebinkovy gel.

WESTERN BLOTTING

*  Sestavime blotovaci zarizeni pro semi-dry blotting.

*  Na grafitovou elektrodu umistime 3 filtracni papiry navlhcené transferovym
pufrem. Ndsledujici vrstvy jsou: nitrocelul6zova membrdna, gel s proteiny a
dalsi 3 navlhcéené filtraéni papiry.




Celou aparaturu zkompletujeme priloZenim horni elektrody a zapojime ke
zdroji (proud 100mA, 50 min).

IMUNODETEKCE
Z membrdny odrizneme sjezd s proteinovymi standardy a obarvime amidovou
cerni.
Propldachneme membrdnu v promyvacim roztoku.
Inkubujeme 60 - 120 min. s primdrni protildtkou v blokovacim roztoku.

Promyjeme a inkubujeme 60 min. se sekunddrni _protildtkou v blokovacim
roztoku.

Opét promyjeme a vloZime do substrdtového roztoku, dokud se neobjevi bandy.
Vyvoldvani ukoncime namocenim membrdn do vodovodni vody.




04 | MUNOHISTOCHEMICKE METODY
- STANOVENIAG CI AB V HISTOLOGICKYCH PREPARATECH TELNICH TEKUTINACH,
A JINYCH VZORCICH, IMUNOESEJE REAKCE TRETI GENERACE
- moderni imunologické diagnostické metody
- vznikly v 80.letech min. stoleti
- vychazi z poznatkimunologie, enzymologie, fotometrie a radiochemie

SLEDUJE REAKCE AG SAB
- stanoveni Agfi Ab — but’ v biologickych tekutinach nebo histologickych paieditech

—

Ag + Ab IK
- imunokomplex

- jeden z reaktafitnesezna’ku — MARKER a tim je vizualizovan vysledek. Detek systém
tak zvySuje citlivost reakce a umaie modifikace, které prostou precifikd reakci nejsou
dosazitelné:
Oradioaktivni (RIA)
Ofluoresceréni (HA)
Oenzymatickou (EIA)
antigeny Ag— makromolekuly (polymery: proteiny, polypeptidy...)
v" navozuiji specifickou imunitni oped”
v specificky reaguji s protilatkami
v" hapten — nizkomolekularni latkadi¢a, drogy) navazana na
vysokomolekularni nosi
protilatky A b — bilkoviny (glykoproteiny) télnich tekutin
v vykazuji specifickou vazebnou schopno&ti\antigenu, na jehoz
podrit se vytvdily, mohou byt ciles ptipravené
a) jen proti jedné chemické skupin
b) kterd je spolaa pro vice struktugnhchemicky pibuznych latek

» Heterogenni imunometody separace molekul zé@ného reagens vazaného v
imunokomplexu od volnych molekul z&eného reagens v roztoku
(radioimunometody, ELISA) — vysoké citlivost

* Homogenni imunometody bez separace frakci, jsou jednodussi, rychlejsi jéz
automatizovat (enzymova, fluores¢ana chemiluminiscemi imunoanalyza)

RIA //RADIOIMMUNOASSAY
ZAVEDENA 1959

Princip metody: spojuje jednoduchou imunologickou reakci Ag s Ahetodikami
radiochemie, ktera pouziva Ag nebo Ab &rae radionuklidy
- citlivost 10°- 10% mol/l - velmi vyznamné, nejcitligjsi
- je mozné stanovovat latky i ¥lésnych tekutinactkfev, m@, mozkomisni moK.i.v pgl10
4(pikogramech)
- stanovujemgakékoliv latky, proti nimz Ize vytvd protilatku

protilatku ziskame komémeé nebo injikaci Agti haptenu do kralika nebo niete

-POSTUP



V metod je vyuZito kompetice, kdy stanoveny Ag a zname t@noz Ag zn&ného
radioaktivnim izotopem sokiti pii tvorbé imunokomplexu o omezeny et vazebnych mist
specifické Ab (ta je v lim. mnozZstvi)

1) imunizacellpriprava Ab

- injekceAg ¢i haptenu do zviete /kralik, mate/
- nekompletni Ag — je p@tba navazat makromolekularni nosi

2) znaceni radioaktivnim prvkem(Ag = X...zn&ka)

- 3 prvky:*H,C 23, 3
- ozn&eny Ag - X*

3) vlastni reakce

- 4 sloikyxx, Abiimeoss/AbS/, XN, Xs
- 2 sady zkumavek, odlisSné koncentrace v jednotlivglalmavkach
- Xs slouzi jako kontrola pro reakci X

LB UL

X*Ab XA X*Ab X*Ab XAb X*Ab X*Ab X*Ab X*Ab X*Ab

X}{"'Jﬁ\lag;m"' XN(S) A — X}{'Jﬁbyﬂ +AEM:XN(5) t XN(sj + XK

) T znéeny Ag

ADjim60%%.-evee- protilatka ze zxéte /je limitovana/znamo jeji mnozstvi/
D (T neznamy antigen

) ST standardni antigen

4) odd¥leni IK:

* imunochemické-sekundarni protilatk&bs
- vyrobi se proti prvotni protilatce AGAb pak vystupuje jako Ag
— Abs + Ab ...vznikaji sraZzeniny IK



><K+Ab;.m+ Ay =—— X}{'Abm—m' LETANED U VS XK
| |
Abs Abs

- izolace IK ilt, centrifuga..
» molekularni metody-elektroforéza, chromatografie, centrifugace

5) vwhodnoceni:

- ¢im vice molekul Xse bude v kazdé zkumavce nachazetntiéné molekul X se
bude momavézat s protilatkou

% X" 100%

v imunokomplexu
nebo

pocet impulsi

za minutu

koncentrace (X) mol/l

- VYHODY: [vysokacitlivost, speciffnost, gesnost, automatizace proges
Omikromnozstviatek @imo v bioloogickych kapalinach

- NEVYHODY: [nakladnézaizeni, drahéfistroje, draha scintitmi tekutina
Oradioaktivnimaterial — zdravotni rizikg, nebop z&eni, zvl. bezpéost i
praci, likvidace radioakt. materialu
Ovlastnostiradionuklidi Oznehodnocovani kratkym pobsem rozpadue

¢asova narénost (musi se provést hned), u izdgtoydavajicichy zaeni
(,*23, ¥, "Se)je omezena expirace souprav kratkym pagem rozpadu

VYUZITI:
vyuziti v kriminalistice, soudnim lékstvi (detekce jedovatych latek)
stanovovani velmi malého mnozstvi latek (nizkosokomolekularnich) nap
kardiotonika, cytostatika (®a infelkénich onemoc#ni, nadorovych onemoéni)
hladiny hormo#, |&civ, vitamini, drogy, minoritnich sloZek séra, ve virologické
diagnostice, vyS&tni specif. autoprotilatek nagoroti acetylcholinovému
receptoru fi myastemia gravis,
v alergendiagnosticeRAST test (radioallergensorbent test)je vyvinuty pro
detekci Ab proti specifickému alergerRIST test (radioimmunosorbent test) je
testem vyvinutym pro zjishi antigenuRadioimunoprecipitace je pokladana za
nejpresrEjSi metodu pro stanoveni IgE v sérech



Fluorescertni analyza - FIA— FLUORESCENCE IMMUNO-ASSAY

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

Princip: navazanim fluoresceinu — fluorochromu na bilkaéna (Ag nebo Ab), podminkou
je neztratit imunologické vlastnosti. Vysledkenspmojeni vysoké specifity imunologickych
reakci s citlivosti pikazu fluorescence pomoci fluoreséeiino mikroskopu

- stejny princip jako RIA a EIA
- znaku, kterou se ozrgaje molekula Ab nebo Ag, t¥bfluorescetini sonda
(neiastji fluoresceintiokyanat = FITC — vyvolava Zlutozeta fluorescenci nebo
tetrametylrodaminizotiokyanat = TMRITC — oranZ@ervena, Phicoerythrin PE -
oranzova
- detekce se provadi fluorimetry nebc:fiaci fotoni
pFistroje :
* SPEKTROFLUOROMETR
- méti fluorescenci vztazenou na cely preparat
« FLUORESCEN'Ni MIKROSKOP
* FLOWCYTOMETR - princip fluorescence je vyuzivainaek detekénich systém nag.

Podstata:

FLUORESCENCE

- t¥istupiovy process FLUOROFORU a FLUOROCHROM U
- schopny absorbovatdité mnozstvi sstla /struktura — ar. kruh/

1, FAZE - EXCITACE

SINGLETOVY STAV

laser » N
S
obl. Lampa S, eneraetickv vvss

r EFNFRGIF 74 ;
rn

D 7l

R

Sn

2, FAZE . DOBA EXCITOVANEHO STAVU
- trva 10% Ovelmi kratka
» konformani zngna
* disipace energie- ¢ast energie se ztraci #gghazi na nizsi stav



3, FAZE - EMISE
- vyz&eni energie, fechazi na zakladni stav vyz&eni EMISNI ENERGIE
/Oenergie emisniho spektra/

N
%ﬁ'; §
i@
energie EXCITACNI se NErovna EMISNI 1!
Eex> Eem h.(8L) > h .(CAem)

= Aex< Aem= Vl. délka excitani je mensi nez emisni

- zakladni poznatek FLUORESCENCE

mira
excitage Eov Eem

& [\
A, Ao
Ay A

STOKESiv SHIFT /A, -

FLUORESCENCE

- je cyklicky proces110"- 10° * moznost opakovani — podle fotostability fluresirs barvy
malo stabilni= dojde kvysviceninasledujérreverzibilni destrukcEPHOTOBLEECHING

DETEKCE FLUORESCENCE :

0 externi zdroj s¥tla — LASER, OBLOUKOVA LAMPA
0 FLUOROFOR

O FILTRY Oseparace vl. délek &la zaji'ujiciho detekci



Fluorescertni: jako zdroj excitace vyuziva lampu s vybojkou pné kbreni. Obraz
fluoreskujiciho objektu na tmavém pozadi ziskanmagm 2 komplementarnich fiitr 1.
primarniho excitaéniho propoustjiciho kratkovinné zé&ni a2. sekundarniho okuladrového
zadrzujiciho emitované primarnim filtrem pouze tattié zéeni objektu.

FUNKCE FLUOROFORJ :
Maji schopnost absorbovatého v UV oblasti a vyz#ovat ve viditelné.
Jsou vhodné k vizualizaci sledovanych ohjeldsou latky schopné vyizavat (emitovat
piebyt&nou E jako zéeni o vysSi vinové délky. Na konjugaci jsou vhogonéze
fluorochromy obsahujici chemickou skupinu, kterpee® vaze na bilkovinu. (Specifickse
Vvazi na ueité struktury v BB umozni jejich zviditeltni a dalSi analyzl vyssi
fluorescence = vice fluoroforu = vice latky v BB)
- backround fluorescencélfluorescence pozadi — je nezadouci, musi se raufit
- 2 slozky :» AUTOFLUORESCENCEsamotného vzorku /flavony, flavoprot., NADH.../

* REAGENT BACKROUNDUOreagetini pozadi / fluorofor se navaze tam, kam

nemagi se nenavaze tam, kam ma /

Pozitivni reakce: se jevi ve fluoresc. Mikroskagaarovanim s¥tla urité barvy typické pro
pouzity fluorochrom

FIA
- heterogeni techniky
- homogenni techniky
Mikroskopicka IFA ma 2 modifikacel. PFimé a2. negtima IFA pati mezi heterog.
techniky
Primé&
a) detekce Ag

VySetovana tké je fixovana na sktku (Ag), pidame znamou zianou protilatku AbF,
inkubujeme a promyjeme. Ve fluores¢aim mikroskopu pak pozorujeme pozitivitu vzorku -
z&eni na skkiku

F Ag + AbF — || meteni fluorescence

b) detekce Ab

znamy zn&eny Ag nebo hapten fixovan na gkii HF nebo AgF fevrstvime vySébvanym
sérem. Po inkubaci a promyti pozorujemecgklipod fluor. mikroskopem

F AgF, HF + Ab — |} m&teni fluorescence

Neprima — prikaz Ab ve vyS&bvacim séru

Tkan se znamym Ag nebo bétna kultura (suspenze jader. Bpfixovanou na skiiku
pirevrstvime vySébvanym sérem i koltrolnimi vzorky, nasleduje inkaba promyti. Rdame
konjugat (sekund. Ab) s fluorochromem gbmkubujeme a promyjeme a pak pozorujeme v
mikroskopu

F Ag + Ab + AsF— |} meteni fluorescence

Pouziti: prakaz proti Ag buscnych jader

Vyznam vyuZziti: prikaz a titrace Ab, filkaz Ag nap. ANA test — protilatky proti
nuklearnimu Ag (fluoresceéni reakce v oblasti jader)

Prima: k prikazu Ag v tk&ovychiezech (nap deponované IK) nebo v dalSi biolog.
Vzorcich pro rychly pikaz patogeinve sputwi bronchoalveolarni lavazi



Nepiimd: k prikazu autoprotilatek jak a) organomespecifickych (antinuklearnich Ab proti
mitochondriim, hladkému svalstvu b) orgaa@pecifickych (ab proti parietalnim b. Zzaludku,
B bunkam pankreatu, bazalni memb¢giomerut, slinnym Zlazdm a pod)

Imunofluorometrické analyzy (IFMA)

Pouziti: na detekci Ag, Ab, mikroorganignreceptoll v tkaiovychiezech.

Podstata: na tuhou fazi se imobilizuje primarni Riera ze zkoumaného vzorku navaze
specificky Ag (mikrob, virus, protein atd.) . Mnd¥snavazaného Ag se kvantifikuje pomoci
znaené sekundarni Ab.

V piipadt stanoveni Ab se na tuhou fazi navaze Ag, ktenyzoeku vychyta Ab. Ty se
kvantifikuji pomoci antiizotypovych zganych Ab.

Tuhd faze: polyakrylamidové kidky, disky z polymetakrylatu.

F Ag(Ab) + Ab(Ag) + Aby(znaiena)— meteni fluorescence
enzym

Fluorescertné — polarizaéni imunoanalyza (FPIA)

- vyuziva ozéovani fluoroforu polarizovanym stlem. Absorbovana energie s pavratu
molekuly do neexcitovaného stavu uugje ve forn¢ polarizovanych fotol Tato sekundarni
polarizace je nafmo un&rna dok fluorescence a rotaimu pohybu fluoroforového
konjugatu. Pokud se fluorofor navaze na malou mdlekaptenu, jeho ndhodné rotace
sniZuji polarizani signal. Po vazbna Ab se jeho rotace zpomali adskkdku toho se
polarizani signdl zesili (& se tedy zvySeni fluorescence po waaly na Ab) — rychl4,
presna kvantifikace latek s niz§im Mr jak 20 000.



05 PrRINCIPY A APLIKACE METODY EIA, ELISA PRI DETEKCI AG A AB

Je to prakticka realizace poznatku imunologie, enzymologie a fotometrie.

Vznik imunohistochemickych metod:

V pribéhu 70tych let s rozvojem klinické imunologie, virilogie, farmakologie a dalSich
oborU

Se zvysily naroky na rychlost a kvalitu poZzadovanych laboratornich vySetfeni. Klade
se ddraz na vysokou citlivost, specifitu a moznost automatizace.

Do té doby slouzily k detekci Ag a Ab klasické metody: KFR, neutralizace Ag pomoci
specifické Ab, svételna &i elektronova mikroskopie, prosta ¢i elektroforeticka
imunodifuze, které byly nahrazeny imunohistochemickymi metodami: FIA, RIA, EIA

IMUNOENZYMOVE METODY

Podstata: tyto metody pracuji také s antigenem a protilatkou, které vSak stanovuji na
zakladé oznaceni jednoho z reaktanti enzymem.

Vyhody: ekonomi&t&jsi (levn&jsi nez RIA), asové méné naroéna, stejné citliva (102
mol/l), vysoka specifita jako u RIA (napf. Ag s Mt 10 000 Ize ur€ovat uz pfi
koncentraci 10pg/ml). Jsou vhodné pro automatizaci a vyhodnoceni pfes pocitac,

v,

Podminky, které se musi splnit:
- pro kazdy typ EIA se musi zvolit nejvhodnéjsi enzym
- musi se pouzit nejvhodnéjsi zplsob jeho vazby na Ag nebo Ab
- ve vzniklém konjugété musi zlstat zachovana specificky reagujici mista, tj.
determinanty na molekule antigenu nebo vazebna mista na molekule Ab
- musi vytvaret dostatecné intenzivni barevnou reakci se substratem v prostfedi

chromogenu

déleni EIA: podle toho, zda aktivita enzymu v konjugatu zGstane nezménéna nebo
jestli se zméni
- homogenni EIA: katalyticka aktivita v konjugatu (AgE nebo HE) po vazbé nebo
ve vazbé s Ab se méni
- heterogenni EIA: katalytick& aktivita v konjugatu (AgE nebo HE) po vazbhé
nebo ve vazbé s Ab se neméni

Homogenni EIA_ (EMIT — enzyme multiplied immunoassay technique):

- pfi této metodé se nemusi oddélovat volny reaktant od reaktantu vazaného v

v imunokomplexu — metoda ma 1 krok — je homogenni

- enzymova aktivita konjugatu se po vazbé na Ab mulZze snizit nebo zvysit
Princip: enzymova aktivita volného konjugatu enzymu je jina nez aktivita komplexu
konjugat-protilatka ( v pfipadé, Zze konjugat je tvofen AgE nebo HE).
Nechame-li zreagovat smés znamého mnozstvi enzymem znaceného haptenu (Ag) a
neznamého mnozstvi neozna¢eného haptenu (Ag) s limitovanym mnozstvim Ab,
aktivita enzymu je pfimo umérna mnozstvi konjugatu navazaného na protilatku.




HE + H + Ab — HE-Ab + H-Ab
limit.mnoz. aktivita E je amérna mnoZstvi konjugéatu
navazaného na Ab

Schéma homogenni EIA

Enzymova aktivity konjugatu po vazbé na Ab se inhibuje:
substrat se muzZe vazat na katalytické misto enzymu a Ize tuto aktivitu
méfit

HAPTEN
SUBSTRAT
KATALYTICKE MISTO

E + H+ S — aktivita

protilatka se navazala na konjugat E + H. Zabranila tak pfistupu substratu
ke katalytickému mistu enzymu. E aktivitu nelze méfit (inhibice).

PROTILATKA

EH + Ab = EH-Ab — bez aktivity

Pfidany volny H vytésni z vazbovych mist protilatky konjugat EH a tim se
uvolni katalytické misto pro S a Enzymova aktivita se obnovi

\.
A Y
EH - Ab +H — EH + H — Ab — aktivita se obnovi

Enzymova aktivita konjugdtu po vazbé na Ab se aktivuje

substrat se nemuze navazat na katalytické misto enzymu, nebot vazbou H
vznikly v molekule enzymu také konformacni zmény, které znemoznuji
vazbu. E aktivita je neméfitelnd.



(3

EH + S — nereaktivita

Vazbou haptenu na Ab vznikly opét konformacni zmény, které umoznuji
pristup substratu ke katalytickému mistu. E aktivita je méfitelna.

g

EH + S + Ab — aktivita se obnovi

Pouzity enzym: lysozym, malatdehydrogenéaza, gluk6zo-6-fosfatdehydrogenaza.
PouZiti: na kvantitativni stanoveni pfedevsim nizkomolekularnich latek (haptent),
napf. ur€eni koncentrace antibiotik, omamnych latek, hypnotik, sedativ, kardiotonik,
cytostatik a hormonu jako tyrozin, trijodtyronin, kortizol aj.

Vyhoda: jednoduchost, rychlost (trva nékolik minut) — heterogenni trva nékolik hodin.
Nevyhoda: niZsi citlivost, slozita pfiprava reagenci

Heterogenni EIA

Zde se musi oddélit volny oznaceny reaktant od znac¢eného reaktantu vazaného
v komplexu s Ab. Technika je dvoustupriova — heterogenni.
Zpusob oddéleni: -
1. precipitaci imunokomplexu polyetylenglykolem
2. pomoci druhé — sekundarni Ab
(sténa zkumavky, jamka destic¢ky). Oddéleni volné a vazané oznacené slozky
se uskutecnuje promytim. Jde o princip imunoadsorbentové analyzy =
ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY - ELISA



PoZadované vlastnosti enzymu: malé reaktivni hmotnost, vysoka stabilita a
enzymova aktivita, kovalentni vazba na Ab a (hapteny) Ag, produkt enzymové
reakce musi byt barevny €i jinak detekovatelny.

Pouzivané enzymy: peroxidaza (kfenova), alkalicka fosfataza, p-D-galaktozidaza atd.

Zakladni slozky systému ELISA

Imunosorbéni povrch (pevna faze): pouziva se upraveny polystyrén ve formé
mikrotitracnich destiCek, kuli¢ek, hfebend, pruhl. Dulezit4 je vhodna polymerizani
teplota a dlka polymerizace. Pfi pfehnané vysokych sorb¢nich vlastnostech by
dochazelo k navazani nezadoucich latek, a tim ke snizZeni citlivosti a specifity reakce.
Pfi nizkych sorbCnich vlastnostech by nezabezpecovalo dostate¢né souvisly a
stabilni imunosorbéni povrch (nestabilita a nespolehlivost systému vede k snizeni
citlivosti a reprodukovatelnosti).

Konjugéat: specifickd Ab (mono- nebo polyklonalni) navazana na enzym tak, aby
nebyl poruSena puvodni schopnost Ab vazat se s Ag. Pouzit se da enzym, ktery po
reakci se substratem vytvari v pfitomnosti vhodného chromogenu dostate¢né
intenzivni barevnou reakci (nejvhodné;jSi enzymy: kfenové peroxidaza a alk.
fosfataza).

Substrat: pfi pouziti konjugatu s peroxidazou jako chromogen slouzi ortofenylén-
diamin hydrochlorid = OPD, ktery v pfitomnosti peroxidu vodiku jako substratu —
katalyzatoru vyvola barevnou reakci.

Pristroje: ELISA — reader je spektrofotometr upraveny na odecitani absorbance

v reakénich jamkach. Filtry jsou nastavené s volitelnou vinovou délkou optimalni pro
urc€ity ELISA systém (obvykle mezi 405 az 570 nm) v zavislosti na typu pouzitého
konjugatu a substratovo - chromogennim roztoku.

Typy ELISA:
- kompetitivni ELISA pro Ag a hapteny
4. sendviCova ELISA pro Ag (kompetitivni a nekompetitivni)
5. nepfimé ELISA pro Ag
6. sendviCova ELISA pro Ab = nepfima pro Ab
7. ELISA pro zachyceni IgM
Pouziti:
1.) pfi prikazu neinfekénich Ab (Ag) — inzulin, hormony, a- fetoprotein
2.) Stanoveni autoprotilatek
3.) Pfi diagnostice onemocnéni vyvolanych obtizné kultivovatelnymi ptvodci (viry
hepatitidy, borrelie, mykoplazmata atd.)
4.) Prikaz virQ, bakterii a parazitickych nakaz



Kompetitivni ELISA pro Ag a hapteny - stanoveni Ag
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Pak se pfida znamé
mnozstvi enzymem
znageného Ag (AgE) a
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Pak se pfida roztok
substratu, ktery enzym
pfitomny

v imunokomplexech
rozloZi za vzniku
barevného produktu.

Intenzita (absorbance) zbarveni roztoku s produktem enzymoveé reakce se méfi
spektrofotometricky. Z hodnot absorbanci naméfenych v jamkach se znamym
(standardnim) mnoZzstvim Ag se sestroji analyticka ¢ara (kalibra¢ni kfivka), pomoci
které se ur€i koncentrace analyzovanych roztokd Ag.

Pouziti: na kvantitativni stanoveni nizkomolekularnich latek (stanoven hormonu:
tyrozin, trijodtrozin, prolakton, inzulin atd, I€kd: teofylin, digoxin aj., a proteind: IgE,
AFP, CEA)

Sendvicova ELISA pro antigeny

Ab Ag

X

Ab Ag

Ab-E

Inkubace inkubace

* > + promiytl
é pramyt §:E _——
r& [&{é) pfidani S

PFida se substrat na

Ab. znamé nebo neznamé znacend Ab, ktera reaguje  detekci enzymové aktivity.
mnoZstvi antigenu. s volnymi hapteny
Promyti. antigenu imobilizovaného

Na tuhou fazi se navaze Na ni se potom navazuje  PFida se volna enzymem

vazbou do komplexu s Ab.
Inkubace, promyti, pfidani
S.



Z naméfenych hodnot standardnich vzorku se sestroji analyticka ¢ara (kalibracni
kfivka), podle které se vyhodnoti vzorky s neznamou koncentraci zkoumaného Ag.

Vyhoda: nemusi byt k dispozici znaceny Cisty Ag. Staci jen standardni Ag tfeba i ve
slozité smési jinych Ag (napfiklad lidské sérum). Musi v ném vSak byt pfesné znamy
obsah analyzovaného Ag. Ab se muze oznacovat enzymem vzdy tou stejnou
konjugacni reakci.

Nutnost: obé Ab musi mit stejnou specifickost. Ag musi mit nejméné 2 determinanty
(reaguji s nim 2 molekuly Ab).

NeprFima ELISA pro antigeny (kompetitivni) __, vyjadfuje se jako % inhibice
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Ag se navaze na tuhou fazi a Zkoumany roztok, ve kterém se Inkubace, promyti a pfidani
reakéni prostor se promyje. Pokud predpoklada pfitomnost Ag, se substratu, ¢imz se vyvola barevna
jde o maly Ag, navaze se pfedem na micha se specificky znatenou Ab a  reakce.
vétsi nosi¢, napf. BSA-bovinni smeés se inkubuje s imobilizovanym
sérovy albumin. Ag.

Rozdil naméfrené absorbance ve vzorku s volnym Ag a v kontrolni jamce (bez
volného Ag) ur€uje mnozstvi Ag ve zkoumaném vzorku. Je to kompetitivni ELISA, ve
které o vazbova mista Ab soutézi Ag ve zkoumaném vzorku (volny) a Ag
imobilizovany. Cim vic Ag bude ve vzorku, tim méné& Ab se mdZe navézat na
imobilizovany Ag a tim mensi barevna intenzita bude v reak&nim roztoku. Nejvice
zbarveny roztok bude v kontrolni jamce, kde reakéni smés neobsahovala volny Ag.
Modifikace: misto oznacené Ab se pouzije neoznacena Ab (napf. kralici IgG) a
imobilizované Ag se detekuji pomoci ozna¢eného Ig ve funkci sekundarni Ab (napf.
praseciho 1gG proti kralicimu IgG).

Vyhoda: moznost pouziti komercéné dostupné oznacené Ab.

Modifikace: Ag + sérum +AbE + S —barevna reakce

virus + 1gG +anti IgGE + S —barevna reakce

Sendvicova ELISA pro protilatky



Neboli nepfima ELISA na detekci Ab — slouZi na dukaz neboli titraci Ab specifickych
pro urcity Ag. Antigen se navaze na tuhou fazi a promyje. DalSi postup ukazuje
obréazek:
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Ab, ve zkoumaném vz. Ab,E o‘
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Antigen se navadze  Pfida se zfedéné Inkubace, promyti — PFfid4 se enzymem  Pfida se enzymovy

na tuhou fazi a sérum, ve kterém pfitom dochazi znaCena sekundarni substrat a zméfi se

promyje. se ma urcit k navazani na Ab, promyti intenzita barevné

pritomnost Ab. imobilizované Ag reakce.

Pouziti: na titraci Ab tfidy 1gG a IgM.

ELISA na zachyceni protilatek IgM
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Na tuhou fazi se navazi anti-igM A tou se z vySetfovaného séra PFida se roztok antigenu, ktery se
Ab vychyta IgM. navaze ny ty imobilizované Ig,

které maji pro né specifické
vazbové misto, promyti
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PFida se specificky znacena Ab proti Ag. Inkubace, Aplikaci substratu se vyvola barevna reakce. Jeji
promyti intezita je tmérna mnoZzstvi antigenné specifického

IgM imobilizovaného v druhém kroku metody.

V praxi pouZziti: na dikaz Ab proti nékterym virovym Ag, napf. proti viru hepatitidy A.

Teorie k zakladnimu cvi €eni z imuny

IMUNOENZYMOVE METODY

Podstata: tyto metody pracuji také s antigenem a protilatkou, které vSak stanovuji na
zakladé oznaceni jednoho z reaktanti enzymem.

Vyhody: ekonomi&t&jsi (levn&jsi nez RIA), asové méné naroéna, stejné citliva (102
mol/l), vysoka specifita jako u RIA (napf. Ag s Mt 10 000 Ize ur€ovat uz pfi
koncentraci 10pg/ml) Jsou vhodné pro automatizaci a whodnocenl’ pres pocitac,

v,

Podminky, které se musi splnit:
8. pro kazdy typ EIA se musi zvolit nejvhodnéjsi enzym
9. musi se pouzit nejvhodnéjsi zplsob jeho vazby na Ag nebo Ab
10.ve vzniklém konjugaté musi zUstat zachovana specificky reagujici mista, tj.
determinanty na molekule antigenu nebo vazebna mista na molekule Ab
11.musi vytvaret dostate¢né intenzivni barevnou reakci se substratem v prostredi

chromogenu

déleni EIA: podle toho, zda aktivita enzymu v konjugatu zGstane nezménéna nebo
jestli se zméni
12.homogenni EIA: katalyticka aktivita v konjugatu (co je konjugat-vysvétlit) s Ab
se méni
13. heterogenni EIA: katalytick& aktivita v konjugatu s Ab se neméni

Homogenni EIA_ (EMIT — enzyme multiplied immunoassay technique):
14.pfi této metodé se nemusi oddélovat volny reaktatnt od reaktantu vdzaného v
v imunokomplexu — metoda ma 1 krok — je homogenni
15.enzamova aktivita konjugatu se po vazbé na Ab muZe snizit nebo zvysit




Princip: enzymova aktivita volného konjugétu enzymu je jina nez aktivita komplexu
konjugat-protilatka.

Nechame-li zreagovat smés znadmého mnozstvi enzymem znaceného haptenu (Ag) a
neznamého mnozstvi neoznaceného haptenu (Ag) s limitovanym mnozstvim Ab,
aktivita enzymu je pfimo umérna mnozstvi konjugatu navazaného na protilatku.

HE + H + Ab
limit. mnoz.

HE-Ab + H-Ab
aktivita E je tmérna mnoZzstvi konjugéatu
navazaného na Ab

—

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Enzymoimunosorbentova analyza, patfi mezi heterogenni EIA (enzyme immuno
analysis).

Vlastnosti: musi se oddélit volny oznaceny reaktant od znaCeného reaktantu
vazaného v komplexu s Ab (Ag). NejcastéjSim zpusobem déleni je imobilizace jedné
z dvojice reaktantl navdzanim na tuhy nosi¢ (jamka desti¢ky). Voln4 a vdzana slozka
se oddéli promytim.

Rozezndvame 5 typl metody ELISA.

NEPRIMA ELISA pro Ag — (kompetitivni)

# % pfidi s sakunddmi
7 probil&aks rnatonh
e
7 fe = (ikEbacn ETEYTTHEFT
2 + L 4 ;
- E— = P
: nangsen| kiiflovace
: iy dastickii piroyl|
Eﬁ +Abs + E

Ag na desti¢ce se navaze

na tuhou fazi a reakéni
prostor se promyje. (Maly
Ag se navaze na vétsi.
Nosi¢ = BSA)

Ve zkumavce se pfipravi
smés Ag a Ab o urgité
koncentraci a nanese na
desti¢ku. Pokud si
odpovidaji, dojde pfi
kultivaci k reakci. Po
kultivaci se smés Ag a Ab
nanese na destic¢ku.

+ 00000 S

bezbarva chem. latka se

probéhne chem, reakce a P o
zabarvi ;:-'6-533 (

Pokud si Ag s Ab ve
zkumavce neodpovidaji,
Ab se navaze na Ag na
desti¢ce. Jde o
kompetitivni metodu
ELISA, protoZe o vazebna
mista Ab soutéZi s Ag ve

Cim vice Ag bude
odpovidat Ab, tim méné
Ab se navaze na
destickovy Ag a tim mensi
barevna intenzita se
nachazi v reakénim
roztoku (tj. nejvétsi

zkoumaném vzorku (volny) procento inhibice)

a imobilizovany na
desticce.

o

+ barvicka

Substrat (H,05)
v pripadé peroxidazy




Nejvyssi intenzita barvy bude v kontrolnim vzorku (davé se na imobilizovany Ag jen
Cista Ab), a to je 0%. NejmensSi hodnota bude v blanku (tj. prostfedi reakce), to je
100%.

PRIMY TEST ELISA

Pro zjiSeéni max. mnozstvi Ag, ktery sethe navazat do jamek desty, pro idealni zjigni
zied®ni konjugatu

Reakce:
Ag + AbE
5 25 1,25 |0,675 bez
Mg — |Ug — | g — | g — Ag
1/400 |A
1/800 |B
1/1600|C
D
E K
F K
G BL |I
H BL
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12
Priprava Ag:

Jako Ag vystupuje sérum a sekundarni protilatka s enzymem (konjugat) nebo
jakykoliv antigen a proti nému protilatky s navazanym enzymem

- 50 ug karbonéatoveho pufru do kazdé jamky predem

- nafedit Ag v karbonatovém pufru do vysledné koncentrace — 10 pg/ml

- pfipravit 50 ul fedéného Ag do sloupce 1 (8x promichat)

- pFenos 50 ul do sloupce 2, atd az do sloupce 11

- 12. sloupec neobsahuje Ag.

- nechat pfes noc

Prlprava AbE:

konjugat nafedit v pomeéru 1/200 v blokovacim roztoku (1 ml blokovaciho pufru
+ 5 pl konjugatu)

- do kazdé jamky nanést 50 ul blokovaciho roztoku

- do fady A nanést 50 ul fedénéh konjugatu 1/200 (vysledna koncentrace je
1/400 v fadé A

- pfenaset 50 pl z fady A - B — C atd.
nezapomenout na Bl a K

K kontrola je 100% reagujici Ag s Ab

Bl=bez AbE nebo Ag jen s fyziologickym rozotkem




Vysledek:

1.5

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
k1 — ko.logio(Fedeni)

Vyhodnoceni:
KFivky reprezentuji titraci rozdilného fedéni konjugatu proti kazdému fedéni Ag.
MuUzZeme zjistit:

Maximalni mnoZstvi Ag, které se mlize navazat na sténu jamek (vazebna
kapacita plastu — kolisa od proteinu k proteinu).

Konec¢ny bod titrace konjugatu v urcitém Fedéni ukazuje stejna hodnota pfi
Ve sloupci bez Ag barva znamena nespecifické adsorpce konjugatu (pfi
nizSich fedénich vznikaji problémy nespecifickych vazeb). V ostatnich
koncentracich hodnoty A charakterizuji pozadi desticek.

PFi nizkych koncentracich Ag dochazi ke ztraté citlivosti (schopnost reagovat
s AQ).

VyZaduje se:

1.
2.
3.
4.

Takto

vysoké hodnoty (kolem 1,5 A)

hodnoty bez nespecifickych vazeb konjugatu
optimalni fedéni konjugatu

optimalni fedéniAg -uA=1-150D

muzeme zjistit optimalni fedéni Ag a Ab pro nepfimy test ELISA. Konjugat

v8ak musi byt zaméren proti Ag nebo antigenem musi byt sérum.

»BOX titrace” primy test ELISA

Tato technika se pouziva pro stanoveni optimélni koncentrace vazebného Ag a

konjugatu

Red.séra

100

o|w




50

25

O 0ONw

12,5

tj Ab proti AbsE
seérum

Ab= Ag = sérum

P = pozitivni sérum
N = negativni sérum

- do fady A se aplikuje sérum v koncentraci 100 pg/ml

- do fady B se aplikuje sérum v koncentraci 50 ug/ml, atd, do posledni fady H
se nedava sérum

- do sloupce 1 se dava pozitivni kontrola (sérum)

- do sloupce 2 se dava negativni kontrola (sérum) (Pozn.: pozitivni kontrola
musi obsahovat pomérné malo Ab (Ag), aby jejich hodnota byla uprostfed
kalibra¢ni kfivky. V praxi to byva okolo 10 — 20ng/ml

Konjugat

- do sloupcli 1 — 2 se aplikuje konjugat o urcité koncentraci

- do sloupcl 3 — 4 se aplikuje konjugat o polovi¢ni koncentraci

- do sloupcl 5 — 6 se aplikuje konjugat o c&tvrtinové koncentraci (optimalni
koncentrace konjugatu se pohybuje v rozmezi 0,1 — 10 pug/ml)

Co se vyzaduje:
- musi se nalézt podminky testu tak, aby negativni kontroly mély absorbanci
0,05 — 0,150 a maximalni pozitivni hodnoty nad 1,0.
Dodrzovani podminek: vzdy pouzit blank
a) bez Ag, s Abg
b) bez Abss Ag

NepfFimy test

Reakce: Ag + Ab + Abs

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

+
+
+
+
+

10x " |°

50x

100x

150x

200x

250x

300x

X

ITIOMMoO|m >

350x X X

1:100 1:500 1:1000 1:2000 1:5000 nic

1.) Naneseme na desticku Ag o znamé c: + s Ag (1-2 pg/ml), - bez Ag
2.) Redéni Ab (séra) 10x, 50x, 100x, 150x, 200x, 250x, atd. do jamek A, B, C, D
3.) Redéni Abs: 1:100, 1:500, 1:1000, 1:1500, 1:2000




4.) Blank x : 1.) bez Abg 2.) s Ab (sérem), 3.) bez Ag

Vysledek: pokud kfivka stoupd, Ab vykazuje dostate¢nou specifitu a afinitu

OD (A)

opt.
hustota

| |
101 Fedéni Ab 1072

NepfFimy test ELISA
Kompetitivni inhibice mezi antigeny
Reakce: Ag; + Agz + Ab + Abg

1.) Nanést Ag na desti¢ku (pf. B. afzelii) v optimalni koncentraci navazat, pak 2
kroky

a) 50 pl kompetitoru (druhy Ag, napf. B. garinii) o rizné koncentraci: 500
pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml .... V Fadcich A, B, C, 1 hodina kultivace

b) nanést 50 ul Ab (ve spravném fedéni dle pfedchoziho pokusu)

c) Abs v optimalnim fedéni (ve spravném fedéni dle pfedchoziho pokusu)

1 2 3 12
A 500 pg Ag | 500 500 BL
B 250 pg 250 BL
C 125 pg BL
D 62,5 BL

Hodnoceni:




Cim vy3si % inhibice (nizsi OD), tim siln&jsi druhy Ag a naopak: &im vy$3i OD, tim
silngjSi Ag na destiCce uz navazany.

Pouziti mléka na vysyceni: 3%
roztok ve vazebném roztoku, v blok.
pufru je 0,3 %

% inhibice

15 30 62 125 250 500 cinhibitoru

STANOVENI IDEALNi KONCENTRACE AG NEPRIMOU METODOU ELISA

Pozn.: v pfipadé stanoveni Ab proti borreliim a pouZiti borr. Ag na desticky muzeme
testovat optimalni koncentraci pomoci nepfimé metody ELISA. Po zjiSténi optimalni
koncentrace Ab a AbsE ,box titraci“ naneseme na desti¢ku s riznou koncentraci Ag
tyto optimalni hodnoty

Ag + Ab + Absk

10

pg/mi

pg/mi

2,5

pg/mi

1,25
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pg/mi
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10 pg S ug 2,5 U9 125ug 0,6 ug 0,3 ug




06 ALERGOLOGICKE VYSET RENI

Alergie

Stav precitlivélosti (hypersenzitivity) organismu na urcitou latku - alergen.
Podstatou je porucha fizeni imunitniho systému wvedouci k nadmérnym
reakcim poSkozujicim organismus ¢i urcité organy.

Pdsobeni alergent se musi kombinovat s dalSimi faktory wnitfnimi (geny) a
wnéjSimi (zewni prostredi).

V prwni fazi alergické reakce dochazi k senzibilizaci, wtwofeni pamétowch
lymfocytd B pro tvorbu specifickych IgE protilatek. Pfi druném a dalSim setkéni
s alergenem jiz tato reakce probihd boufliveé s typickym alergickym az

anafylaktickym pribéhem.

Typy hypersenzitivnich reakci

Samotné rozdéleni je problematické, protoze se rizné typy prekryvaji (az 6
rGznych typa).

I. typ - staw wvolané anafylaktickou (€asnou, protildtkovou) precitlivelosti

Il. typ - staw wwolané cytotoxickou protilatkovou precitlivélosti

. typ - stawy precitlivélosti wwolané imunitnimi komplexy

IV. typ - pozdni, oddalen& hypersenzitivita, DTH (delayed type hypersensitivity)

— stav wwolany pozdni buné€nou precitlivelosti




Hypersenzitivita I. typu - anafylaxe -
atopie - reakce ¢asneho typu

Je to nejbéznéjSi typ alergickych reakci, je pfedevSim zawvisla na IgE a v jejim
pridbéhu dochazi k masivimu uwlnéni produktd degranulace bazofili a
mastocytu.

1. Senzibilizace (induk ¢€ni faze)

a) Prezentace Ag (alergenu) Th2 Ilymfocytim prostfednictvim antigen
prezentujicich bunék (APC).

b) Vazba alergenu na molekuly MHC Il a nésledné sekrece IL-4 a IL-13, které
aktiwuji B lymfocyty k produkci IgE.

c) Vazba IgE (s navdzanym Ag nebo bez né&j) na membrany bazofilu a
mastocytl. Navazanim IgE jsou mastocyty a bazofily senzibilizovany a

pfipraveny k reakci, ktera nastane pfi dalSim setkani s alergenem.

2. Vlastni reakce €asného typu

a) Navazani alergenu na oblasti IgE, které jsou ukotveny na mastocytech a
bazofilech (napojit se mohou pfimo i protilatky s navazanym alergenem).

b) Pfemosténi sousednich na bufiku navazanych molekul IgE alergenem
(k aktivaci mastocyt muze dochazet i vznikem kfizove vazby IgE s alergen
specifickou IgG).

c) Aktivaci mastocytd a bazofild, exocytéza granul, uwlnéni histaminu,
heparinu aj. Béhem aktivace mastocytu se syntetizuji cytokiny, chemokiny a
lipidové mediatory. IL-4 indukuje isotypow presmyk a dalSi tvorbu IgE, ¢imz
dochéazi k amplifikaci reakce.

d) Nékolik hodin po expozici alergenem aktivace T-lymfocytd, €¢imz je zahajena
pozdni c&ast reakce - aktivace epitelowch bunék (predevSim v dychacich
cestach, pfi reakcich na aeroalergeny), chemotaxe a aktivace zanétliwch
bunék. Béhem reakce typu | vdychacim traktu wrazné statisticky vzrasta pocet

MHC Il pozitivnich T-lymfocyta.



Systemova reakce - anafylakticky Sok

Reakce antigenu a protilatkami v obéhovém systému a ve vSech tkénich.
Protilatky musi byt pfitomny ve velkém mnozstvi - projew az po mnohokrat
opakované imunizaci nebo u wsoce senzibilizovanych jedincu.

Antigenu musi byt mnoho, nebo musi byt wsoce ucinny (wsoka afinita
k protilatkéam).

Béhem anafylaxe se uplatiuji pfedevSim IgE u ¢loveka, psu, kralikl, krys a
mysi a IgG u morcat.

K anafylaxi maze dojit i po nahodném proniknuti alergenu do krewniho obé&hu

béhem hypaosenzibilizace, nebo pfi testovani precitlivélosti.

Hypersenzitivita ll. typu — cytotoxicka
hypersenzitivita

Typicka reakce autoimunitnich chorob a imunitnich eliminaci kninek a tkéni pfi
transfuzi a transplantaci.

Twrba IgG a IgM, které maji schopnost aktivovat komplement, nebo
zpusobovat na protilatkach zavislou buné€nou cytotoxicitu (ADCC). Fagocyty a
NK-buriky vazou Fc-Céasti IgG - rozpoznani buriky oznatené protilatkami a jeji
likvidace swmi cytotoxickymi mechanismy.

Mozné pfiCina jsou déje navazujici u nékterych precitlivélych jedincd na ndkazy
uritymi viry, bakteriemi nebo parazity. popf. odpovedi na podavani ur€itych
lékd (neimunogenni sloZzka infek€niho agens nebo Iékow metabolit se napoji
na bunénou membranu a vznikly komplex projevi imunogenni astnosti, jindy

se na membranu navaZze komplex cizorodych sloZzek s protilatkami).



Vlastni cytotoxicka reakce mize byt wwlana riznymi mechanismy.

a) Protiladtky proti powchowm strukturdm bunék aktiwji komplement, ktery
zpusobi lyzu bunék.

b) Destrukce cilowch bunék muaze byt zprostfedkovana ADCC, v niz
efektorové bunky s navazanou protilatkou prfes Fc fragment wwlaji
cytotoxickou reakci s produkci perforinu, TNF, pfipadné reaktiwnich radikal(
kysliku pfi ox. vzplanuti.

c) Protildtka muUZze puUsobit jako opsonin a aktivovat fagocytézu, ktera je
uskutecnovana predevsim neutrofilnimi granulocyty, v mensi mife makrofagy a

eozinofily, pokud maiji receptory pro IgM, IgG, nebo C3 slozku komplementu.

Klinické pfiznaky se projewiji, jakmile cytotoxickd reakce poskodi kritické
mnoZzstvi tkané a wwla dysfunkci atakovanych bunék ¢&i tkani. Prni reakce se

mohou objevit po 5 az 8 hodinach.

Hypersenzitivita lll. typu

1. Reakce stvorbou imunokomplex U

Podobna atopii (reakce typu I), ale zptsobena protilatkami IgG a IgM. Protilatka
s antigenem twofi imunokomplexy. V zavislosti na jejich mnozstvi, welikosti,
struktufe a fyzikalné-chemickych Jastnostech muze dojit misto eliminace
fagocytujicimi burikami k jejich ukladani do tkani. Imunokomplexy se pak
vazou na Fc receptor fagocytl nebo aktiwji komplement, ktery spousti
kaskadu poskozujicich reakci, v niz hlawi roli hraji pfilakané neutrofily a
pomocnou Ulohu maji aktivované mastocyty. Dochazi k zanétu, ktery mdze pfi
pretrvavani velkych nefagocytovatelnych komplext prechazet do chronického

staw.



2. Aktivace krewnich desti €ek a granulocyt @ imunokomplexy b éhem
vaskulitidy (zan étu cévy)

Zvastnim typem reakce je sérova choroba. Mlze se objevit po aplikaci velkych
dawvek antigenu (IéCebné pouziti heterolognich antisér). PFi€inou vzniku je
zwsSena tworba imunokomplext perzistujiciho antigenu a novw wtwienych
protilatek. Obwkle se objewje 5 az 15 dni po aplikaci a zpUsobuje vaskulitidy,
glomerulonefritidy a artritidy, tim mdzZe maskovat perzistentni infekci, proti niz
bylo |éCebné sérum pouzito. Morfologicky Ize v cévach postizenych oblasti
prokazat poskozeni imunokomplexove povahy. Masiwni ukladani komplexd je
pak provazeno granulocytopenii a poklesem komplementu. U ¢asti pfipadl se
GCastni i anafylaktické mechanismy podminéné faktory krewnich desticek,
mastocytll a granulocytd. Pfi znatném nadbytku antigenu v komplexech
probiha onemocnéni mirngji, pfi mirném nadbytku antigenu a pfi ronovazném

stawu mezi antigeny a protilatkami hrozi prudky pribéh.

Hypersenzitivita IV. typu — pozdni,
zprostredkovana bunkami

Tento typ lokalni reakce je zpusoben zanétlivou reakci zavislou na Thl
burikdch a monocytech. Po intradermalni, nebo kontaktni aplikaci antigenu
nastavd maximalni reakce po 24 az 72 hodinach proto, Ze do mista wichu
musi nejprve migrovat Thl bunky a makrofagy a vzajemné se stimulovat.

Senzibilizace spoivad v prezentaci antigenu Th lymfocytim a jejich pfeméné
v lymfocyty typu Thl. Senzibilizované lymfocyty po dalSi aktivaci antigenem
zahaji Mastni reakci produkci cytokind, které vtahuji do mista reakce makrofagy
a aktiwiji je ke zwsSené fagocytarni aktivité a lytickych enzyma. Vznika twdy
otok zpuUsobeny bunénou infiltraci. Tato reakce je normalné namifena proti
intracelularnim parazitim, které aktivované makrofagy dokazi usmrtit. Pokud
se tak z riznych didwodi nestane, dochazi pozdeji k lok&lnimu poSkozeni tkané

az k nekrézam.



Diagnostika alergii

Diagnostické postupy pouzZitelne v praxi pfi wsSetfovani alergickych
onemocnéni a pfi zvaZzovani indikace alergenove imunoterapie musi splfiovat
jisté pfedpoklady. Musi to byt testy:

- detekujici €asny typ alergie (IgE)

- relativn @ spolehlivé (co nejvysSi senzitivita a spedifita)
- vhodné pro rutinni prac (cena, rychlost)

- dostupné (naroky na vybaveni)

- bezpe éné pro pacienta.

Kozni testy

Kozni testy provadéné s urCitym alergenem zjistuji pfitomnost specifickych IgE
protildtek vici tomuto alergenu, navdzanych na koznich mastocytech. Pokud
se pfislusny alergen vaze na specifické IgE protilatky fixované na powchu
mastocytl, dojde k aktivaci a uwlnéni mediatord. Vazoaktimi mediatory
wwolavaji lokalni edém (koZni pupen), erytém (zarudnuti) a pruritus (svédéni).
Tyto pfiznaky se zpravidla zac¢inaji projevovat 5 minut po testu a maximalni

reakce je zjistovana mezi 10 - 20 minutami po provedeni testu.




Stejné jako u dalSich popisovanych diagnostickych postupl je nutno zduraznit,
Ze neplati rovnice: pozitivni kozni test = pr (kaz alergie. Senzitivila a
specifita koznich test 0 je WSak velmi dobra - pohybuje se obwkle mezi 80-90
%.

Kozni testy jsou zejména vhodné pro diagnostiku alergie na inhalacni alergeny
nebo alergie na hmyzi bodnuti. U potravinowch alergii byva senzitivita a

specifita koznich testl nizSi. U alergii lékowch je situace komplikovanéjsi

vzhledem k tomu, Ze se €asto nejedna o reakci zprostfedkovanou IgE.

Shieep Wool
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Expozi €éni (provoka €ni) testy

Podstatou tohoto testu je wwolat pfiznaky alergie tim, Ze wstavime pacienta
kontaktu s podezielym alergenem. Jestlize reakce vznikne, je to potwzeni toho,
Ze zkouSeny alergen je pficinou pacientowch obtizi.

Pfi expoziénim testu s potravinowm nebo s polétawm alergenem se provede
roméz slepy test s neSkodnou latkou. Ani pacient ani ¢lovek, ktery reakci
hodnoti, nevi, ktera latka je ktera (dwijité slepa kontrolovana studie
s placebem). Expozi¢ni test se wuziva pfi potravinove alergii jako nasledné
wSetfeni po koZnich testech. Test by se nikdy nemél provadét bez pecliwch
pfedbéznych zkousek na tvafi a rtech, a pfi Mastnim expozicnim testu je tfeba
zacCinat pouze s nepatrnym mnozstvim potraviny. Rowmnéz v oblasti 1ékowch
alergii je expozitni test mnohdy jedinym moZnym zpUsobem objektivizace

diagnozy.



K expozi¢nim testum patfi dale spojivkowy test, kdy se roztok alergenu vkapava
do spojikového vaku jednoho oka, intranaséalni test, ktery se provede
wkapnutim  roztoku alergenu do jednoho nosniho pradduchu a
bronchoprowokaéni test, kdy pacient wdechuje prostfednictvim inhalatoru
testovany alergen. Tyto testy jsou pouzivany méné Casto. Diwodem pro to
mohou byt otdzky na nezbytnost takowchto postupl pfi pomérné wsoké
spolehlivosti koznich testu a laboratornich diagnostickych postupl pro
inhala¢ni alergeny. Zejména u praduskowch specifickych prowokaci nastupuji
pochybnosti 0 bezpe€nosti (astmaticky zachvat) a mife senzitivity a specifity
tohoto testu. Pfesto maiji tyto testy sve opodstatnéné indikace, napriklad v

oblasti profesnich alerg6z.

Laboratorni metody

V rdmci screeningu miZe prwi informaci vedouci k diagnoze alergézy pfinést
stupen eozinofilie v krevnim obraze nebo hladina celkowch IgE protilatek.
Eozinofilie

VysSetfeni diferencialniho poctu leukocytll. Za zwsSené hodnoty se povazuje
pocet eozinofilll nad 0,35 x 109/.

Celkova hladina IgE

Kvantifikace celkove hladiny IgE protilatek je provadéna fadou laboratornich
metodik. Pouze nejkvalitn €jSi techniky (EIA, FEIA-enzymova imunoanalyza s
fluorescenéni detekci, chemiluminiscence) dosahuji prahové citlivosti kolem
0,5 U/ml (kU/l) (=1,2 ng/ml) a optimalni p fesnosti v rozsahu asi 7,5 - 50
U/ml (18 - 120 ng/ml) . To je tfeba mit na mysli zejména u wSetfovani
noworozenct a malych déti. U dospélych je naopak nutno sérum pfislusné

naredit.



Vypowvedni hodnotu hladiny celkowch IgE protilatek snizuje wsoka horni
hranice normélu, kterd byvd obwkle definovana v rozmezi 2SD. Distribuce
hodnot v populaci je velmi Sikma. Hladiny zaviseji na veku (vzestup do 5. - 7.
roku véku).

Za normalni u novorozenct se povazuji hladiny do 0,7 U/ml. U déti signalizuje
jiz hladina +1SD wrazné zwsSené riziko wwoje alergézy. Normalni hladina IgE
newlu€uje pfitomnost alergbzy. PFfi jiz stanowené diagnoze alergdzy

nepfinaseji wssi hladiny IgE Zadnou dalSi informaci.

Pramér + 15D + 25D
Novorozenec < 12 <12 <12
1- 11 més. < 12 12 56
1 rok < 12 16 83
2 - 4 roky < 12 33 130
5 - 80 let 20 85 367

Hladiny zwSené nad +2SD byvaji ¢asto u osob s polyvalentni alergii na vice
alergent a s wskytem riiznych alergickych symptomu. U osob alergickych na 1
alergen a s postizenim pouze 1 organu jsou €asto hladiny v normé. Vyskyt
alergickych projewi na kizi (atopicka dermatitida) a projevi gastrointestinalnich
zwSuje prawdépodobnost zwsSené sérové hladiny IgE. U atopické dermatitidy
nejsou vzacné extrémni hladiny. Frekvence zwsSené hladiny celkoveho IgE je
wSSi u alergie pylove neZz u alergie na rozto¢e a plisné. Pfi wlouceni
parazitarniho postizeni je specificnost zwsSené hladiny IgE pro alergézu velmi

wsoka (asymptomaticky pacient - prealergicky stav).

Stanoveni specifického IgE
Provadi se u pacientd, u kterych nelze provest koZzni test. Stanowjeme
specifické IgE protilatky proti Sirokému spektru alergend.
VySetfeni metodami wsokoafinitni FEIA (CAP systém), chemiluminiscencni
analyza (IMMULITE), ELISA.
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Stanoveni specifickych 1gG

Pozitivita specifickych IgG je dnes povazovana pouze za prikaz predchozi
expozice alergenu ¢i alergen( u pacientd, u kterych kozni testy i specifické IgE
tzv. newchazeji. U alergii na jed blanokfidlého hmyzu se nékdy setkavdme s
negativitou jak koznich testl tak specifickych IgE, navzdory téZkym alergickym
reakcim. TotéZz plati také pro alergie na plisné a potraviny, méné potom na
nékteré dalSi inhalacni alergeny . upfesnéni stanovenim IgG (EIA).

Hladina alergen-specifickych IgE protilatek

Prototypem téchto testl je RAST (radioalergosorbent test). Alergen je navazan
kovalentni vazbou na nitrocelulézovou pewnou fazi, kterou byva papirow disk.
Tento disk je inkubovan s wsSetfovanym sérem, pficemz dochazi k vazbé
specifického IgE ze séra na disk. Po promyti disku je provedena druha
inkubace s protilatkou proti IgE, kterda je znatena izotopem 1%, Intenzita
navazané radioaktivity je pak pfimo Umérna mnozstvi specifického IgE ve

wSetfovaném vzorku.



alergen navazany na pevne fazi

IgE z vy3etfovaného séra

sekundarni znacena
protilatka

U téchto technik jsou pouzivany rizné pewné faze k navazani alergent, razné
alergeny, ruzné enzymy k oznaceni protilatek proti IgE, rizné substraty a z
toho wplyvajici rizné systémy detekce wsledného signalu. RownéZz jsou
pouzivany rizné systémy standardd pro kalibraci. Z toho wplyva, Ze kazda
technika ma sva vlastni kiitéria pro hodnoceni

Prwni pouzivanou pewnou fazi byla nitroceluléza. Vazba na antigen je stabilni,
ale ma i sve newhody. Jednak muze dojit k zamaskovani nékterych epitopt
antigenu a jednak dochazi k nespecifické vazbé IgE na nitrocelulézu v pfipadé,
Ze hladiny celkového IgE jsou wsoké.

Navazani antigenu na pewnou fazi v trojrozmérné podobé je wznamnym
zlepSenim techniky. Alergen je v tomto pfipadé navdzan na hydrofilni derivat
celulézy. Tento systém ma schopnost vazat tfikrat vice bilkoviny alergenu nez

papirow disk. Tato technika je uvadéna pod ozna¢enim CAP System.



Jinym zlepSenim pavodni metody je navazani antigenu v kapalné fazi. Toho je
wuzito pfi technice AlaSTAT.

Jsou také pouzivany rizné enzymy ke znaceni anti-IgE protilatek. Napriklad
beta-galaktosidaza ziskana z E. coli pfi RAST Phadezym technice, alkalicka
fosfatdza z E. coli (FAST), kfenova peroxidaza (AlaSTAT) atd. Bylo prokazano,
Ze charakter enzymu hraje d dlezitou Ulohu pro detekci zejména protilatek
proti potravinovym alergen um. PouZiti alkalické fosfatdzy (napf. FAST)
sniZuje citlivost techniky zejména pro potravinové alergeny rostlinného piwvodu
(owoce, zelenina). Naopak galaktosidaza (napf. RAST Phadezym) sniZuje
senzitivitu pro potravinove alergeny Zivoc¢iSneho piwodu (zejména miéko). Je
velmi prawdépodobné, Ze charakter pouzittho substrdtu hraje rovn &z
nezanedbatelnou roli . Napfiklad substrat pouzity pfi FAST technice je

nevhodny pro stanoveni protilatek proticeleru a jiné kofenové zeleniné.

CAP AlaSTAT
Vazba IgE na alergen Vazba IgE na alergen
v pevne fazi v kapalné fazi
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- vazba je omezena na - reaktanty jsou mobilni a
povrch pevné fize viude v dobrém vzajemném
kontaktu



RGzné techniky pouzivaji rizné protilatky anti-IgE - monoklonalni i polyklonalni.
LiSi se i vsystému detekce: radioimunoassay, fluorescencni alergosorbent test
(FAST) atd. Dulezité hledisko modernich technik je trend k wsoké
automatizaci.

Vyznamnym problémem je wbér standardi pro kalibraci. Mohou to byt séra
obsahujici specifické protilétky proti pylu bfizy (RAST), jilku (FAST) apod. CAP
pouziva standard pro celkové IgE.

Vzhledem k témto wSe uwvedenym odliSnostem jsou i diskrepance ve
vysledcich u r Gznych technik velmi  ¢asté.

Specifita testu, tedy vlastnost testu, Ze neni faleSn & pozitini, nesmi byt
zaménovana s pozitivitou na zk Fizené reagujici alergeny (nejCastgji pyly,
ovoce, zelenina), ktera se nemusi projevovat klinicky. Specifita RAST testu je
whborna - kolem 95 %. Specifta FAST testu je o néco nizSi. Pfitomnost
specifickych IgE protilatek proti urCitému alergenu vSak neni wloucena ani u

asymptomatické osoby.

v s

Senzitivita (ciivost) testu se pohybuje u nejkvalitnéjsSich technik kolem 75 %.
Nékteré antigenni slozky mohou z komeréné dostupnych preparatl wmizet, a
tim zpusobit faleSné negativni wsledek.

Vysledkem test U nejsou skute €né koncentrace:

- obsah specifickych protilatek v séru je Casto wsSi nez vazebna kapacita
alergenu.

- nemusi byt vZdy zcela zajiSténo, Ze po vazbé alergenu na pewou fazi jsou
dostupné vSechny antigenni determinanty daného alergenu.

- béhem inkubace nemusi dojit k navdzani Sech specifickych IgE protilatek
(rdznd afinita protilatek proti rdznym epitopim) a nelze ani wloucit interferenci

specifickych IgG protilatek (napf. po imunoterapii).



Pfesto Ize pokladat mnozstvi navazané sekundarni znaCené protilatky za
uameérné (v ur€itém rozsahu) mnozstvi specifického IgE ve wsSetfovaném séru.
KFivky vyjad Ffujici zavislost vazby na mnozstvi specifickych protil atek
byvaji paralelni pro r Gzné alergeny i pro celkové IgE. Proto Ize takowou
kfivku pouZit jako kalibracni i pro jiné alergeny. Kone énym vysledkem je tedy

spise relativni nez absolutni  €islo.

Testy detekujici uvoln éni mediator G po expozicialergenu

Test uwlnéni histaminu - kvantifikace histaminu uwlnéného z bazofili po

inkubaci s alergenem. Kvantifikace histaminu se dnes provadi prakticky pouze
ELISA nebo RIA technikou s wuzitim monoklondélni protilatky proti histaminu.
Tento test m& Sak jistd omezeni vzhledem k pomérné wsokému spontannimu

uvolnovani histaminu z leukocytu.

CAST test (Cellular Allergen Stimulation Test) - mérfeni hladiny leukotrient
po stimulaci leukocytl IL-3 a alergenem in \itro. Principem kvantifikace
leukotrienu je opét ELISA technika s monoklonalni protilatkou proti spolecné
determinanté leukotriena.

Tyto testy jsou v soucasné dobé urceny predevSim pro wzkumné Gcely. Jejich
rutinnimu wuziti brani pomérné wsoka cena a naroky na wbaveni laboratofe.
RowéZ senzitivita a specifita téchto testt mdze byt v urCitych situacich
problematicka. Perspektivné by testy detekujici uvolnéni mediatorll mohly najit
uplatnéni i v oblastech, kde reakce nejsou zprostfedkovany IgE mechanismem

(nékteré léky, potraviny).



Stanoveni ECP (eosinofilni kationicky protein)

Aktivované eozinofily degranuluji a uwoliuji do okolnich tkani silné bazické
granularni proteiny, které jsou schopny niit parazity. Mohou VSak zpUsobit
destrukci tkani spojenou s astmatem a jinymi zanétlisymi onemocnénimi. Mezi
granularni proteiny patfi i ECP. ECP naruSuje bunénou membranu a
umoZznuje prunik enzymi do bunék a jejich nasledné poskozeni a poSkozeni
tkani podslizni¢niho vaziva, bazalni membrany respiraCni sliznice i hladkého
svalstva bronchu.

Existuje wsoka korelace mezi koncentraci ECP a klinickymi astmatickymi
symptomy.

ECP odrazi sezonni zmény aktivity atopického onemocnéni, nezévsle na
koncentraci IgE.

Koncentrace ECP koreluje s aktivitou atopické dermatitidy.

Stanowveni hladiny ECP se nabizi jako vhodny diagnosticky ukazatel tze zanétu
u astmatu, ale v praxi se ukazuji urcité limitace wuziti tohoto ukazatele.
Metodika stanoveni je velmi citlivd, je moZno ji provadét pouze na urcitych
typech laboratornich analyzatord ve specializovanych imunologickych
laboratofich. Doporu¢eny ¢as na zpracovani vzorku je 1-2 hodiny pfi uchovani
krve v pokojove teploté, nebo okamzité oddéleni séra a hluboké zamrazeni
pfed Mastnim zpracovanim. Ne ve \Sech ordinacich alergologu a pneumologut
Ize tyto podminky zajistit.

VySetfovaci metoda: wsokoafinitni FEIA (CAP systém), chemiluminiscenéni
analyza (IMMULITE)

Referen éni hodnoty: < 20 ug/l



Test aktivace bazofil G (BAT)

Test aktivace bazofild s wuzitim pritokove cytometrie byl wvinut jako
alternativni metoda pro in vitro diagnostiku IgE zprostfedkované alergické
reakce pro rizné alergeny. Po expozici alergenu dochazi k aktivaci bazofill
s navazanymi molekulami alergen-specifického IgE na powchu bunky. Tento
proces je charakterizovdn mj. i zménou exprese nékterych powrchowch
struktur téchto bunék. Prakticky je pro tento G€el wuZito sledovani zmény
exprese antigenu CD63 na bunkach nesoucich IgE (bazofilech) pomoci
pratokove cytometrie. CD63 je proteinovd molekula exprimovana na
cytoplazmatickych granulich rdznych klidowch bunék. Bylo prokazano, Ze
lidské bazofily aktivované in wvitro (alergenem nebo anti-IgE protilatkami)
prostiednictvim jejich wsokoafinitniho receptoru pro IgE nov exprimuji znak
CD63 také na sve membrané. Exprese CD63 na powchu bazofili tak velmi

dobre koreluje s jejich degranulaci.

PIna krev (event. suspenze leukocytu) je inkubovana s alergenem. Soucasné
je inkubovdna tzv. negatiwni kontrola, kde misto alergenu je pfidan pouze
fedici roztok a pozitivni kontrola, kdy je pfidana latka zpUsobujici aktivaci co
nejyétSiho poctu bazofili (kultivace s anti-IgE protilatkou nebo N-formyl-
methionyl-leucyl-phenylalaninem tzv. FMLP). Po inkubaci s alergenem jsou
vzorek, negativi i pozitimi kontrola smichany se dwema protilatkami,
protilatkou oznacujici bazofily (anti-lgE nebo anti-CD203) a protilatkou vazajici
se na aktivované bazofily (anti-CD63). Po inkubaci je provedena lyza
erytrocyt(.

Mérfeni je provadéno pomoci pratokového cytometru. Bazofily jsou tzv.
gatovany na zékladé boc¢niho rozptylu (side scatter) a specifického znaceni
bazofild (SS/anti-Ige nebo SS/CD203c). Na takto wbranych bazofilech je
méfena exprese aktivacniho znaku CD63. Vysledkem je procento
aktivovanych bazofilu tj. anti-lgg+/CD63+ nebo CD203c+/CD63+ v zawislosti
na typu pouzitych protilatek.



07 PRACE S BUNKAMI IMUNITNIHO SYSTEMU

Rada laboratornich technik moderni imunologie j@Zzaha na hodnoceni $ia a aktivity
jednotlivych tygi burek imunitniho systému,ifpadré na piikazu jejich produkt (cytokina,
reaktivnich radikal kysliku a dusiku, enzyimapod). Tyto testy slouzZi v experimentalni a
klinické imunologii k vyhodnoceni paramétnespecifické, ale i specifické ikami
zprostedkované imunity. Jedna se o pracné, materighiistrojow narané techniky.
Pro funkini testy bugk se odebira krev do heparinu bez konzémieh latek v utité
koncentraci. Vzorky jefeba dopravit do laborate do 2 hod od odiu. Fi delSi gepraw je
tieba krev zchladit na’€, aby se zpomalilo starnuti a sniZeni aktivitytregit.
Pro usgsné a pesné testovani je nutné v praci sikami IS dodrzovat celotadu zasad:
* Do laboratte je teba je dodat rychle (optimé&llo 2 hod) vzorek nesrazené krvé, p
odkzru je teba pouZivat protisrézlivé prostiky, vzorky odebirat asepticky.
* Bunky ve funkinich testech musiistat neporusené, @witalni — je teba pracovat
rychle, Setra.
e Pro zachovani plné futhkosti je teba uchovavat b. ve vhodném predi (pH 7,2), je
treba dodat z&kladni mineralni latkyiaglouhodobych kultivacich i Ziviny.
-pro kratkodobé kultivace pufrovany fyziologickyztok v tiznych modifikacich
-pro dlouhodobou kultivaci média &zanymi vlastnostmi (nap MEM s 5 — 10%séra)
» Je teba pracovat asepticky, kontaminujici bakterievawdji vysledek testu aip
vicedenni kultivaci vzorek zcela znehodnoti
* Pro rekteré testy se pouzivaji tky v plné krvi, pro jiné se izolujiiznymi postupy
* Pro dosaZeni standardniho vysledku ve ¢anith testech je pt#ba do testu nasazovat
Zivé buiky v urité koncentraci — hiky se pséitaji a sleduje se jejich Zivotnost
(>95%)

Izolace bunécnych populaci

Bunééné funkeni testy se provagi bud’ v pIné krvi, nebo po izolaci jednotlivych populaci
Existuje cel&ada sepatmich metod, které se uphaii v rizné mie pro jednotlivé testy.

1. Populaci viech leukoayize ziskat naip pomoci hypotonického Soku, tj
kratkodobému vystaveni bekhypotonickému prosedi, kterému leukocyty s vyssi
osmotickou rezistenci odolavaji, zatimco erytrogydglehnou hemolyze. Zbytek ery
po prvnim kroku hemolyzy Ize lyzovat 0,83% roztokentoridu amonného.

2. lymfocyty a monocyty se ziskavaji dagtji centrifugaci na denzitnim gradientu
(médium specifické hmotnosti 1,077g/ml), kdy lymfgca monocyty s nizSi
specifickou hmotnosti vyt¥aprstenec nad denzitnim médiem, zatimco granucssyt
dostavaji do sedimentu. Mono se od lymfo mohouedislodctlit na zaklad jejich
adherence ke sklu nebo plastickym hmotam.

Vlastni testy izolace buik z periferni krve.

1. V prvnim postupu izolujeme ssmononuklearnich b. (mono a lymfo) na denzitnim

gradientu. Test vyuZiva rozdilné specifické hmatinésy lehti lymfocyty a mono

zastavaji nad gradientem, zatimigrvené krvinky a granulocyty propadavaji.

OBR. SCHEMA 1IZOLACE MONONUKLEARNICH BUN _EK NA DENZITNIM
GRADIENTU

l. Pracovni postup:
1. Do zkumavky napipetujeme 3ml roztoku verogmafi
2. 1ml krve n@edime s 2ml média



3. Zkumavku naklonime a verografin opatprevrstvimeredinou krvi
4. Odstedime 30 — 40minip400G
5. Opatrreé odsajeme prstenec mononuklearnichéaun
6. pridame 4ml média, resuspendujeme
7. Odstedime 5min

8. Opatrre slejeme (odsajeme) supernatant

9. Pridame kapku séra, sediment resuspendujeme

10.Zhotovime natr

U izolovanych buik sledujeme:

« Cistotu suspenze na zhotoveném, obarvenémnat

« Zivotnost zbargnim trypnovou moti

» Koncentraci buék v suspenzi
2. Suspenzi vSech leukobytnag. testy fagocytarni aktivity) izeme ziskat n&ppomoci
hemolyzycervenych krvinek. Ty maji nizsi osmotiskou rezisiarez leukocyty, takZeip
kratkodobém vystaveni bék hypotonickému progedicervené krvinky lyzuji, zatimco bilé
zastavaji neporusené. Podminkou je rychle vyroviabgni izotonicitu progedi.

Obr. Schéma izolace leukocytii pomoci hemolyzy ¢ervenych krvinek
Doplnit!!
Il. Pracovni postup:
1. Do ozn&ené zkumavky napipetujeme 1ml krve
2. Pridame 2ml redestilované vody, smichame
3. michame 40s,ijame 1ml 2,7%roztoku NaCl
4. Odstedime 5min
5. Opatrre slejeme (odsajeme) supernatant
6. Pridame 4ml pufru, sediment resuspendujeme
7. Odstedime 5min
8. Opatrre slejeme (odsjeme ) supernatant
9. Pridame kapku séra, sediment resuspendujeme
10.Zhotovime natr

NejpresrEjSi metody separace vyuZzivaji specifickou vazbu aktomalnich protilatek na
povrchové molekuly buik. To se uskutai nagf. pomoci magnetické separace (v tom
piipadt se pouziji protilatky s navazanymi magnetickydsticemi) nebortdicem burk
v pratokovém cytometru.

Stanoveni koncentrace a zivotnosti 8lun

Bunky izolované z vySe uvedenych posiyp treba do testnasazovat ve vhodné
koncentraci. Proto se hikly po skoreni p@itaji bud’ v Biirkerow komirce nebo pomoci
pocitacovych automat. Princip se nijak neliSi od piani leukocyi v pIné krvi (tj. od
béZznych hematologickych posttip Do kultivatnich tesh (nag. testu blastické transformace
lymfocytt) se buiky nasazuji v koncentraci 1 — 2 mil./ml, ve fag@yich testech se
pouZzivaji sespenze neutrafv koncentraci 5 — 10mil./ ml.

Dal3i podminkou je plna Zivotnost a funk aktivita testovanych bek. Zivotnost se sleduje
ve s¥telném nebo fluorescénim mikroskopu (trypanova madoropidium jodid), které jsou
schopny proniknouties porusenou cytoplazmatickou membranu do mrtvychid) ale
nepro nikaji do butk Zivych. Zivotnost buéiné suspenze na §dtku testu by réa byt
alespa 95%.



K uchovani vitality a funéni aktivity se bus¢né suspenze uchovavaji v pufrovaném
fyziologickém roztoku (pH 7,2)asto s ionty vapniku, k&ku (nutné pro &které reakce)a
obohacené glukozou (nagHanksiv solny roztok). Pro vicedenni kultivace se pougziva
tekutd média s Zivinami &ipavkem bovinniho fetalniho séra, poddleko @i kultivaci
tkadnovych kultur.

Takto gipravené suspenze biknse pouZzivaji v testechiiazu nespcifické aktivity nebo
specifické buscné imunity. Funknim testim predchazi testy stanovenidbo, piipadré
morfologie danych buik, které maji zaklad v hematologickych a histol&gah technikéach.
Stanoveni p&u burek je také vadk testi predpokladem kiepaitu zjiS€né hodnoty funéni
aktivity na konkrétni peet burgk.

Testy pattu a aktivity bun ék imunitniho systému

l. Metody stanoveni giou morfologie buk
Celkové peéty — Birkerova koniirka, p&itaci automaty
Diferenciélni péet — krevni n&r hodnoceny mikroskopicky, automaty
Morfologicka charakteristika béhk krve, kostni #erg - hematologie
Morfologicka charakteristika bk v lymfatickych organech - histologie
RozliSeni budk podle rozdilnych vlastnosti (Zivé x mrtvé, nelaké x
apoptické) — sitelna a fluoresceaimi mikroskopie, pitokové cytometrie
Subpopulace podle povrchovych genotypickych arakek v suspenzich —
pratokova cytometrie
7. RozliSeni povrchovych nebo intracelularnich Znbkirek ve tkanich —
imunohistochemie
Il. metody stanoveni aktivity bék — funkéni testy
1. Prikaz povrchovych nebo intracelularnich zaaktivity — pritokova
cytometrie
2. Testy fagocytarni aktivity (adherence, ingescedpkae radikal, baktericidie)
3. Testy aktivity lymfocyti — bioeseje, ELISA, RT — PCR
4. Testy specifické buigné imunity — testy 1,3, a 4 po stimulaci specifitky
antigenem
5. Testy in vivo, nap kozni testasné nebo oddalenéegitlivélosti

agrwnE

o

VySetireni lymfocytarnich subpopulaci a jejich funkce

Stanoveni pétu a funkce lymfocyt, veetrg jejich subpopulaci, je nezbytnou géatni
celkového imunologického vy§eni pacienta ispiva ke stanoveni spravné diagnozy.
Lymfocyty u zdravého jedince reprezentu;ji v cirfidukrvi asi jednuietinu burk biléfady.
Prvni dilezitou informaci o p&tu a zastoupeni lymfodytziskame jednoduchym vy$ehim
krevniho obrazu. Diferencialni krevni obraz vSakirsehopen charakterizovat jednotlivé
lymfocytarni subpopulace, neboa zaklad buni¢né morfologie neni mozno rozlisit T — a B-
lymfocyty. Znalost pétu leukocyti a zastoupeni lymfoc§tie vSak nezbytnymipdpokladem
spravné interpretace imunologického vysei.

Prikaz povrchovych nebo intracelularnich znaki aktivity

Studium lymfocytarnich subpopulaci se stalo reabzelné poté,co bylo zji&to, Ze biiky
exprimuji na svém povrchu roztié specifické molekuly (znaky(. Tytoieme usptadat do
skupin, jeZ charakterizuji bagnou linii, stav diferenciace jednotlive fiky a jeji aktivace.
Vyrazny pokrok pinesla dostupnost monoklonalnich protilatek, kjso#& schopny rozpoznat
molekuly na povrchu hiky jako antigeny. Povrchovy znak definované stroktu
rozpoznatelny skupinou monoklonalnich protilatekg@azen do skupiny diferengiaich CD



znali. V sowasné dobje jiz na lidskych leukocytech charakterizovanmzaaeno vice nez
200 povrchovych znak

Jednotlivé znaky a jejich kombinace prokazujemeodhat Fimé fluorescence. Biky jsou
inkubovany s protilatkou ozsianou fluorescaemmim barvivem, fluoresce€ni mikroskop
umozni analyzovat vysledek vazby Ag a Ab a znatdaki burgéné populace, coz je ale
nesmirg ¢asow narane.

Pritokova cytometrie je metoda, ktera dokaze v kratkésovém intervalu analyzovat tisice
burgk oznaenych monoklonalnimi protilatky. Individuélni fiky jsou navic
charakterizovany i na zakladvé velikosti a granularity. &né¢ mizeme zji§ovat koexpresi
raznych antigefi (béZne dvou azit) na povrchu butk pozitvnichéi negativnich pro dany
znak, tak i intenzitu fluorescence. Zavedeiiiqkoveé cytometrie do praxe umage kvalitni
znazorrni a vySeteni lymfocytarnich subpopulaci.

Zakladni znaky pouzivané pro T- lymfocyty jsou CI[E%, je sodasti komplexu TCR — CD3
komplexu, CD4 a CD8, které charakterizuji pomocegtatoxické T — lymfocytarni
subpopulace

Zakladni znaky pouzivané pro B- lymfocyty jsou CDiEbo CD20

Zakladni znak pouzivany pro NK itky je CD56 bez koexprese s CD3. Aktinédm znakem
je CD25 (receptor pro IL-2). Na vSech leukocytealémame CD45, na monocytech CD14.

Testy aktivity lymfocytia

Proliferace je jednim z fyziologickych j@ébure¢né aktivace. Pouzitim radioakti&n
znaseného thymidinud-thymidin) jsme schopni v laboratgroliferaci lymfocyti
kvantitativre vySetit, neba’ thymidin se zabuduje do DNAlicich se budk a takto je
oznai. Tvorba nové DNA je Ugrnd mnozstvi bustnych cleni.

K déleni mizeme lymfocyty stimulovat in vitro polyklonaira nebo specificky. Lektiny,
rostlinné proteiny vazici se na membranové glyktging buiky, pasobi jako polyklonalni
mitogeny. Aktivuji lymfocyt nezavisle na jeho argigni specifici. Pro stimulaci T-bugk se
pouzivaji Phytohemaglutinin (PHA) a konkavalin AofCA), k aktivaci B-bugk pak
pokeweed mitogen (PWM). Monoklonalnich protilate& také pouZzit,ifkladem niize byt
anti-CD3 protilatka. Tetanického toxoidu (antigemylizivame ke specifické stimulaci,
podobr téZ E.coli nabo tuberkulinurifomnost busk prezentujicich antigen, jako jsou
monocyty, je zde nezbytna.

Pri vySeteni inkubujeme izolované hkly nebo plnou krev pacienta HguSnym
stimulantem. Pogkolikadenni kultivaci idame do suspenze triciem Zpeay thymidin a po
nékolika hodinach odélime burg¢nou suspenzi (s navazanym ozraym thymidinem) od
kultivacniho media (v &mz se nachazi thymidin, ktery nebyl do DNA inkoigpaan). Energii
radiace pevedeme na stelny signal, testované b&meé vzorky vyhodnocujeme ve
scintila&nim paitaci. Vysledky jsou vyjagkeny jako pdet swtelnych impulzi za minutu. Cela
metodika je nar&na na sterilitu i pesnost provedeni a je pouzivana zejmé&nayseteni
nemocnych s podegehim na zavaznou primarni nebo sekundarni imunodeti.

Cytotoxické metody

Zni¢eni cilovych budk maze byt dosazeno v imunitnich reakciéanmymi buikami:
cytotoxickymi Tlymfocyty (T.), NK buiami nebo makrofagy, neutrofity dalSimi
cytotoxickymi buikami v cytotoxické reakci zavislé na protilatkadhiye se biiky U¢astnici
se této reakce oztavaly K buiky).

V testu cytotoxickych lymfocyit (zavisly na MHC, nezavisly na protilatkach) se fwaji
lymfocyty z imunniho zvete, které se kultivuji vizném pondru k cilovym buitkam
(zpravidla nadorovym), jeZ byly ozéeny radioaktivnim chromem'Cr). Po inkubaci a
odstedni se supernatant testuje na radioaktivitu. Ned@sta cytotoxicka reaktivita se
nachazi u pacieits nedostataou funkci thymu, kombinovanou imunodeficiencikterymi



nadorovymi chorobami,fpimunosupresivni terapii a&hkdy i piéi mykobakterialnich
chorobach (naplepra), gkterych virovych chorobach a vaznych autoimunitrdbbrobach.
NK bunky jsou spontartcytotoxické proitzné buiky, maji Fc receptor, ale nemaiji
povrchoveé imunoglobuliny. Jejich aktivitaire byt testovana vySe uvedenym testem
uvoliovani'Cr.

Cytotoxicita zavisla na protilatkach (ADCC — antilyadependent cellular cytotoxicity) se
testuje tak, Ze se nejprve cilovéiky zpracuji sérem s protilatkami (ale bez kompletmgn
oznai radioaktivnim chroment{Cr) a pak exponuiji efektorovymi tkami. Tento typ
bunséné toxicity byl pozorovan u matek po opakovanyctopech dti téhoz otce, b
transplantani reakci, autoimuniti nadorovych onemoceni.

VySetreni HLA-antigena
Stanoveni HLA fenotypu vySe@tlvaného jedince nazyvame HLA typizace. TypizadZeme
provadt na dvou arovnich:
1. Historicky starSi sérologicka typizace definuje HaAtigeny, tj molekuly HLA
exprimované na biinych membranéch.
2. NowjSi molekularg geneticka typizace tumje HLA alely, tj sekvence nukleotid
kodujici HLA antigeny.
Metody molekularni genetikgasto ozn&vané jako DNA-typizéni techniky, jsou mnohem
presrgjSi nez tradini metody sérologické. Napv piipact sérologicky uteného antigenu
HLA-DR4 miazeme pomoci DNA typizace odhalit jednu z dvacetigdsl, které sérologicke
specifi¢ DR4 odpovidaji.
DNA techniky se pro svou preciznost, rychlost a pomnizkou cenu postugrprosazuji
v rutinni HLA typizaci. V sotasnosti jiz nahradily sérologickou typizaci HLA Tikidy
(HLA-DR, DQ,DP) a v dohledné délpravdpodobré specializovanéigjdou na DNA
techniky také fi typizaci HLA I. Tridy. (HLA-A,B,C).
Ackoliv se sérologicka typizace zda byt na UstupgpjfEme nejprve jeji princip. Na
uspdadani sérologického typigaiho testu se vystli obecna podstata HLA typizace’, az
se provadi na sérologické nebo na molekularni arovn

1. Sérologicka typizace HLA antigeni

tj urceni molekul HLA antigei exprimovanych na lymfocytech pomoci

lymfocytotoxického testu
K sérologické typizaci pouzivame soubor diagnosttkprotilatek (antisér), které reaguji
s jednotlivymi HLA antigeny, pap se skupinami antigénSestava anti-HLA protilatek (tzv.
typizacni panel) musi obsahovat takovycpoprotilatek, abychom mohli jednozmg urcit
jednotlivé sérologické specifity. Tak napanel olomoucké HLA laborate k typizaci HLA
|. T¥idy obsahuje f&s 50 protilatek k @eni 14 HLA-A natigefi, pies 100protilatek k deni
29 HLA-B natigerii a asi 15 protilatek k geni 10HLA-C natigefr. Paet protilatek je vzdy
vySSi nez peet antigennich specifit, protozekteré protilatky jsou polyspecifické, tj. reaguji
s vice antigennimi specifitami. Protilatky poch&nej aloimunizovanych daicVesnes ze
sér odebiranych matkam, u kterych doslaisiedku opakovanyckhotenstvik imunizaci
HLA-antigeny svého partneratiRestavovani panieke vyuziva také protilatek
monoklonalnich.
Pacientovi se odebere 10ml vendzni krve do zkumawvkgparinem (protisrazlivénidlo)
Laboratorni postup:
Krev je odeslana do labora&g kde se z ni izoluji lymfocyty. Zivé lymfocytyikapeme do
60-ti jamkovych destek, kde je v kazdé jamcégulkapana jina anti-HLA protilatka.
V pripact shody mezi protilatkou a natigenerfitpmnym na lymfocytarni membréise Ab
na testovanou kilku navaze. Pokud Ab 8ynatigen nenajde, k vazimedojde. Ke
zviditelnéni vazby piddvame do vSech jartek kralci komplement. Ten usmrti pouzertby



s navazanou Ab (pozitivni reakce), ostatnikyuziastavaji intaktni (negativni). Pozitivni i
negativni reakce hodnotime mikroskopicky po vit@ltiarveni bugk (zviditelni Zivé buiky
na ukor usmrcenych). Vzhledent&sté pospecifitprotilatek je k vyhodnoceni patba
zkuSenosti s reaktivitou panelovych Ab.

V n¢kterych laborattich pouZivaji pitokového cytometru k deni jednotlivého antigenu
(nap. HLA-B27) v ramci diferencialni diagnostiky.

2. Molekularn é-geneticka typizace HLA-antiger

tj. uréeni nukleotidovych sekvenci HLA alel pomoci PCR &fikpce se sekvemné

specifickymi primery (PCR-SSP)
Pri molekularni typizaci se pouziva , podéhako u typizace sérologicke, také panelovou
sestavu DNA diagnostik. Jedna se o oligonukleotitlsré byly gipraveny tak, aby byly
komplementarni k nukleotidovym sekvencim jednotiivilel, resp. Skupin alel. Typiad
soubor sestavé buze specifickych PCR-primerovych parebo ze specifickych
oligonukleotidovych sond. Ret pouzivanych typizmich oligonukleotid se pohybuje od
n¢kolika desitek do stovek v zavislosti na HLA-lokusna poZzadovanégsnosti rozliseni.
RozliSeni je mozné na urovni jednotlivych alel @%8) nebo na urovni skupin alel zhruba
odpovidajicich sérologickym specifitim (nizké). pemilustraci komemi kit Fy. Dynal
obsahuje 24primerovych pgak rozliSeni 44 HLA-DRalel, reps. Skupin alel, osdeka
metoda ,fototyp“ pouzivana v olomoucké laboratotypizaci HLA I.tfidy obsahuje 103
primerovych pat.
Pacientovi se odebird 10ml krve do zkumavky s EDTA.
Laboratorni postup:
V laboratdi se extrahuje z krve vy§etvaného pacienta DNA, kterou pouZzijeme jako substra
v fadk PCR reakci, z nichz kazda obsahuje primerovy pécicky k sekvenci wité HLA-
alely. Pokud vySébvané DNA sekvenciifslusné alely obsahuje, primery ji najdou a navazi
se k ni po celé sveé délcenkk tak probhnout PCR amplifikace, jejimz vysledkem je PCR
produkt (pozitivni reakce). Pokud dané alela veettg§ané DNA neni fitomna, k vaz¥é
primeri a nasledné amplifikaci nedojde (negativni reakiéeyitivni a negativni reakce
hodnotime nepstji elektroforézou PCR produlkt elektroforeticky gel obsahuje barvivo
etidium-bromid, které se vestavi do DNA; po i&rd UV swtlem toto barvivo zviditelni
pozitivni reakce jako svitici prouzky na gelu. Hakely vySetovaného pacienty time podle
toho, se kterymi PCR primery jeho DNA pozitéreagovala.



08 ZAKLADY INTERPRETACE VYSLEDK U IMUNOLOGICKYCH LABORATORNICH
TESTU

Vyseti‘eni imunoglobulini

O hladire Ig nas velmi zhruba informuje procentualni zasemigamafrakceip
elektroforéze bilkovin, jedné se vSak o vy8et velmi hrubé, které odhali pouze vyrazné
zmeny ve smyslu plus nebo minus. Elektroforéza séxg/l@dnym screeningovym
vySetenim ke zji&ni mozného paraproteinu.

Pro vySeteni hladiny imunoglobuliintiidy IgG, IgA, IgM se pouziva radialni imunodifuze,
nyni¢asgji turbidimetrie nebo spiSeefelometrie Referegdni ,normalni“ hladiny se lisi
podle laboratie, v niZ je niteni provadno.

ZvySeni hladin Ilg miZzeme najit:

1. Pxi subakutnich a chronickych zéhivych procesech, zejména infekho nebo
revmatického fivodu. Nekdy plati, Ze zvySeni IgA nachazimi panstech gevazr
sliznicniho charakteru nebdigaternich cirh6zach, zatimco zvySeni IgG odraises
zarety intersticialni (prostor mezi tké@vymi buikami). Osamocené zvySeni Ighi p
normalnich hladinach jinych isotygako odraz prokhlého nebo subakutniho zdn
je oproti rozSiené gedsta¥ pomerné fidké.

2. lzolované zvySeni hladiny jedniédy Ig se vyskytuje id myelomu, gipadre i jinych
monoklonalnich gamapatiich.

3. U pacieni ve vysSich ¥kovych skupinach, nelsdiladiny Ig, zejména IgA, maji
tendenci se zvySovat skem.

Snizeni hladin jedné nebo vicatd imunoglobulind miize byt zpisobeno:

1. poruchou tvorby Ig $ primarnich protilatkovych nebo kombinovanych
imunodeficitech.

2. Sekundarni poruchou tvorby protilatek, daggji pii lymfomech nebo leukémiich.

3. Ztratami Ilg mdi, stolici nebo rozsahlymi secernujicimi plochami.

Hladina IgE se zjiuje nefastji ELISA technikami. ZvySeni IgE doprovazi alergick
stavy prvého (atopického)typtugeitlivélosti nebo parazitarni chorobyite se vSak
objevit i utady jinych onemoami (imunodeficitnich, autoimunitnich a dalSich).
Normalni hodnota IgE nevytuje moznost alergického postizeni. Snizeni hlatiiy
nema podle saiasnych znalosti Zadnou diagnostickou hodnotu. HiagjE jsou vyrazé
zavislé na ¥ku, udavaji se v mezin. Jednotkach (I 1U=2,4ng I¢g&D dosplou populaci
se za normalni povaZzuje pod 150 IU/ml.

Hladinu specifického IgE (tj IgE nabeiného proti konkrétnimu alergenu) je nutno
zjistovat velmi citlivymi metodikami,népstji ELISA nebo RIA. VySeteni je
indikovano zejména vifpadech, kdy u pacienta neni mozno provézt kosty tasné
precitlivélosti, nag. pii koznim ekzému, iffliS nizkém ¥ku pacienty, nebezpezavazné
anafylaktické reakce u sirsenzibilizovaného pacienta.

Vyseteni hladiny IgD nema s vyjimkou podeni na IgD myelomu té#&h Zadnou
diagnostickou hodnotu.

Z kvalitativnich znén Ig méa velky vyznam jikaz paraproteinu. Podi&ni na pitomnost
paraproteinu je mozno vyslovit jiZiplektroforetickém vySéeni séra. Z dalSich
laboratornich vySégni budi podeeni nefastji jinak neobjasnitelna vysoka sedimentace
erytrocyti pacienta nebo vysoké hladina jedifiéy Ig pfi normalnich nebo snizenych
hladinach ostatnichit. Piikaz paraproteinu a jeho dalSi charakteristika (ygkych a
lehkychietézci) jsou mozné pouze imunoelektroforézou nebo imuacfi



Pro stanoveni diagndzy myelomu je nutné prove®i diaboratorni vyséeni. Ri sternalni
punkci se u paciefits myelomem nachazi zvysenypoplazmatickych bufk,éasto
abnormalni morfologie (myelomovéitky). Imunologické vyséeni wtSinou prokazuje
zvySenou hladinu té&ity Ig, v niZ je pitomen paraprotein, zatimco u jinyd¢fdtnachazime
imunoparézu — snizeni hladin dané utlakem kosgridV krvi je piitomna anémie,dkdy i
leukopenie a trombocytopenie. V sértizame nalézt hyperkalcémii (nadmy prebytek Ca)
a zvySenou hladinu beta — 2 imunoglobulinu. Na Rk&letu, zejm. plochych kosti,
nachazime ost ohrantena osteolyticka loZiska.

Pritomnost paraproteinu nemusi znamertgbmnost myelomu, paraproteinideme nalézt u
nemocnych s jinymi malignitami lymfatického systémii chronickych zagtlivych
procesech, ve staCasto se ficinu paraproteinu nepotfastibec zjistit — mluvime o
paraproteinémii neznadmého vyznamu.

Zvlastnimi typy Ig jsou tékryoglobuliny. Tyto Ig maji schopnost séipeplotach nizSich
nez je teplotagta srézet. Mnohé kryoglobulinémie jsou klinick§nme, rékteré z nich vSak
mohou vyvolavat zavazné klinické obtize: poSkoZenkce ledvin, vaskulitidu (je zé&tlivé
onemocgni cév v ramci autoimunitniho onemaain vedouci Bkdy i k €Zkému poSkozeni
organi - krvaceni do mozku, daike, oka, selhani ledvin), chladovou kegu (alergicka
reakce na chlad, tj vyliti histaminu do krve). Kgjobulinémiecasto doprovazeji dalSi
imunopatologické stavy: paraproteinémie, autoiimmirghoroby nebo chronickou hepatitidu
C.

Pri vySeteni gitomnosti kryoglobulinu je nutno zajistit takovyairsport krve, aby teplota
neklesla od 37°C, nebo Iépe krev odebianp na ambulanci imunologického agiehi.

VySetreni komplementového systému

ZvySeni hladin jednotlivych sloZek k. systémitginou se vysétje C3 a C4 nachazime
ponerné ziidka. MiaZze byt odrazem zétlivé aktivity, neba@ slozky k.s. reaguji jako proteiny
akutni faze. SnizZeni hladin slozek k.gi2@ byt zfisobeno vrozenou poruchou tvorby
jednotlivych sloZzek (napu C4 jsou heterozygotni deficity veldaste) nebo zvySenou
spofebou k.s. fi aktivaci komplexy Ag-Ab. S takovou zvySenou gpbbu se setkavame
zejména v akutnim stadiu systémovych imunokomplgsiowaskulitid (je zagtlive
onemocgni cév v ramci autoimunitniho onemaain vedouci Bkdy i k €Zkému poSkozeni
organi - krvaceni do mozku, daike, oka, selhani ledvin) Hladinu C3, C4igppdre jinych
slozek k.s. se vy&elji jednoduchou radialni imunodifuzi, turbidimekyca nefelometricky.
Pokud je u pacienta podeni na defekt &které slozky klasické cesty aktivace k.s., prowsdi
testCH50 (50% hemolyza zsobena komplementem)ii podezeni na defekt alternativni
slozky Ize provézt vySani AH50 (Stanoveni 50% hemolytické aktivity komplementu
Alternativni cestou). # vySeteni nemocného na podeni na hereditarni angioedém
(vrozeny nebo ziskany deficit inhibitoru C1 sloXdgmplementu- C1- INH) se vySeje
koncentrace C1 — INH v séru. Je mozneé téz provestii test aktivity tohoto inhibitoru.

Proteiny ,akutni faze"

Vy Seteni hladiny proteifh a.f. se provadi jednoduchou radialni difuzi, tdiietricky nebo
nefelometricky. Najasgji se sleduje hladin€ — reaktivniho proteinu (CRP), zjifovani
hladin jinych proteif a.f. jakoalfa — 1 — antitripsinu, orosomukoidu, ceruloplasmu,
séroveho amyloidu Aa dalSich ma jiz mensSi vyznam. Normigje hladina CRP velmi nizka
(pod 10mg/l), p zarstech stoupa az do hodnot stovek mg/l. Hladinu CRE mvySuji zaéty
bakterialni neZ virové. Se zvySenim CRP se setkéudiin zarctech neinfekniho charakteru
— pt. Fri infarktu myokardu, v poopetaim obdobi a mnoha jinych stavechil&ité je
sledovani CRP u revmatickych chorob: hiapakutni fazi revmatoidni artritidy jsou vzdy



hladiny CRP vyraz&izvySeny, na druhé stran SLE (systémovy lupus erythematodes je
multiorganové autoimunitni onemagn difzni onemoatni pojivove tkag, které je
charakterizovano tvorbou autoprotilatek prétimym strukturdm bufgného jadra.)
nachazime pouze minimalni zvySeni CRP.

VSechny proteiny a.f. maji ¥le n¢jakou funkci, proto snizeni hladischto sloZzek mize veést
k raiznym chorobam. Nejznassi je deficitalfa — 1 — antitripsinu (bilkoviny inaktivujici
proteazy uvalujici se z leukocyt pii fagocytoze), jez vede ke vzniku plicniho emfyzému
(rozedma=vymizeni mezisklipkovychigpdzek) a k postizeni jater. Nizkou hladinu
ceruloplasminu nachazime u Wilsonovy choroby prajev se jaternimi a neurologickymi
piiznaky zmisobenymi depozici &di v tkanich.

VySetreni autoprotilatek

Prikaz gritomnosti autoprotilatek mé&sto velmi vysokou hodnotdialiagnostice
autoimunitnich chorob. Spektrum jednotlivych autoemtnich chorob je velmi Siroké a
zasahuje do ¥&ch oblasti mediciny. V séasné dob se jedna o jiststovky tiznych
popsanych autoprotilatek, které je mozno @edt. Resto byva sortiment vySewvanych
protilatek provadny vétSinou laboratii Uzky. Limitaci, jeZ zpsobuje toto zuzZeni
diagnostické nabidky, je obtiznostikazurekterych autoprotilatek ackdy byva téz nizka
vypowedni hodnota prokazané autoprotilatkykiteré autoprotilatky mohou mit velkou
diagnostickou hodnotu festo nejsouifiinou vzniku konkrétniho autoimunitniho
onemocgni. Mnohé autoimunitni choroby jsou totizigobeny autorektivnimi T — lymfocyty
(jez je velmi tZké prokazovat) aifitomnost autoprotilatek byva pouze doprovazejicim
epifenoménem (nahodily, vedlejSi jev bez hlubSiymnamu). Nap u Hashimovy
tyreoiditidy (parenchymu stitné zlazy lymfocytarnidrétem autoimunitni povahy), u niz
nachazimeip laboratornim vyséeni protilatky proti tyreoglobulinu nebo mikrozém Stitné
Zlazy.

Revmatoidni faktor je autoprotilatka narfgna proti konstantrédsti molekuly IgG.

Nejcastji byva prokazovan népmou aglutinaci /latex-fixani test) nebo ELISA metodikami.
Je diagnostickym znakem ukazujicim na onerocrevmatoidni artritidou. Asi 20%
nemocnych s klinickyizjmou revmatoidni artritidou nema s revmatoidnikida
prokazatelny; pak se mluvi o séronegativni revndaficéritritice. Déle se s rev. F.ideme
setkat u skterych nemocnych s jinymi typy revmatickych chofeipstémovy lupus
erythematodes, Sjogréw syndrom - porucha funkce Zlaz se zevni sekrgaieea slinnych a
slznych projevuje se nedostateunedostatecnou tvorbou jejich sekretu a suchogti ust
sliznice a spojivek) i ugkterych jinych onemoami — chronickych hepatitid, subakutni
bakterialni endokarditidy a dalSich. S nizkymiytitevmatoidniho faktoru seiheme setkat u
starSich osob,¢ioli tito lidé netrpi Zadnou z uvedenych chorob.

Antinuklearni protilatky (ANA, starSi ndzev ANF) se vySetuji negimou
imunofluorescenci. Substratem pro toto vi&eit mohou byt biky tkanovych linii neborezy
Zivocisnymi tkarémi, negastji se pouzivaji krysi jatra. Nalez antinuklearnpebtilatek je
dulezity diagnosticky text pro systémovy lupus erytiagodes (SLE), i kdyZ u této choroby
muze byt rekolik Y%onemocnych ANA negativni. Dale se ANA Ab objgi ve variabilni
frekvenci u nemocnych gkterymi jinymi revmatickymi chorobami (revmatoidaitritida,
sklerodermie, Sjogréiv syndrom), paciefits chronickou autoimunitni hepatitidou a dalSimi
onemocgnimi. Pongrné ¢asty je vyskyt i u zdravych, zejména starSich pdk nachazime
jen nizké titry ANA. Frekvenceithto nepsecifickych nalézavisi na titru, v &mz
piitomnost ANA prokazujeme a na vy&mstane ¥kové skupii, fadow se vSak mize jednat
az o procenta zdravé populace.



Podle obrazuipimunofluorescenci izeme odlisit skolik typt antinuklaérnich Ab (typ
homogenni, granulovany, periferni a nukleolareijinjotlivé typy maji vazbu k &itym
chorobdm. Je téZ moZzno blize specifikovat, praiykh aAg jadra jsou protilatky nafeny —
negastji se prokazuiji protilatky proti dvouvlaknoveé (nati) DNA, historim, a tzv,
extrahovatelnym neklearnim Ag (ENA). Do skupiny ENéfadi antigeny ozri@vané jako
Ro, La, Sm, Jo a dalSi. Tato blizSi specifikace ADpdt umoziuje presrEjSi stanoveni
diagnozy.

Antimitochondrialni Ab jsou pondrné velmi spec. Laboratornim ukazatelem primarni
biliarni cirhdzy, u jinych chorob nebo u zdravydti ke vyskytuji sidka. Nefasgji je
vySetujeme nefimou imunofluorescenci ri@zech zviecimi ledvinami, jejich fitomnost se
projevi fluorescenci ledvinnych kanélk

Protilatky proti antigen um Stitné zlazy - proti teryoglobulinu a mikrozomalni peroxidaze
se vyskytuji zejména u nemocnych s Hashimotovaeptgitidou, még ¢asto u jinych
Basedowovy choroby (Graves-Basedowova chorobéo-getoimunni choroba, kdy

protilatka TSI (thyroid-stimulating imunoglobulisjimuluje receptory pro TSH a tim dochazi
k nadngérnému fistu Stitné Zlazy, k nadfimé produkci a uvabvani T hormon). Jeho
piitomnost se vysaije Zidka, pouzivaji se RIA testy.

Protilatky proti hladkému svalstvu se vyskytuji u nemocnych s chronickou autoimunitni
hepatitidou, mohou se ale objevitii pkutnich hepatitidach a i u zdravych lidi. Ptidy
proti bazalni membra&nglomerufi mohou byt dlezitym voditkem ukazujicim na
autoimunitni etiologii glomerulonefritid, zejménaychle progredujici formy.

Protilatky proti acetylcholinovému receptoru neuromuskularni ploténky jsou gic¢inou
myastenia gravige choroba zfisobena poruchou neuromuskularnitienmsu na
nervosvalové ploténcdde o autoimunni onema#n, kdy u \&tSiny postizenych je zvySena
hladina protilatek proti acetylcholinovému receptprJejich ptikaz je obtizny, pouZzivaji se
metodiky RIA. Pro stanoveni diagndzy m.g. nencjepiikaz wtSinou nutny.

Vyskyt protilatek proti cytoplazm é granulocyti (ANCA) muze byt diagnostikym znakem
pro Wegenerovu granulomatézu (systémovou vaskaiitid(autoimunitni  zatlive
onemocgni cév) stednich a malych arterii, venul ojedi@ i velkych arterii). WG postihuje
primarre horni a/nebo dolni dychaci cesty a ledviny apajogeneze neni dosud objérsa).
vyskytuje se zde tzv. ¢ — ANCA (cytoplazmatickd AAQprotilatky jsou nanieny proti
granulocytarni proteindze 3). Jeji nalez je pro ®¥vhegovu granulomatozu pémé
specificky. DalSim typem je p — ANCA (perinuklea&NCA, negastji se jedna o protilatky
proti leukocytarni myeloperoxidaze) vyskytujicitseychle progredujici glomerulonefritidy a
u rekterych tym systtémovych vaskulitid (polyarteritid nodosa, @fiv — Strausév
syndrom). Poslednim typem je x- ANCA, ktera byvaipeni u nemocnych s colitis ulcerosa

(zaretlivé stevni onemocéni), mérgé ¢asto u Crohnovy chorobyjeéna se o chronické za&tivé
onemockni stev, jehoz pi¢ina vzniku. hlavni fHéinou chronického #sevniho zastu je abnormalé
vystumiovand imunitni reakce jedince na normdlni ¢sasti potravy, devni bakterie a travici tavy,
pravéEpodobré geneticky podmind, ktera vede k posSkozeni vlastni tan

Ab proti retikulinu a endomysiu hladkého svalstva Lze prokazat u nemocnych s celiakii
nebo s kozni chorobou dermatitis herpetiformis (INg) (alergicka autoimunitni choroba sliznice
tenkého seva. Pfi téchto onemocéni ma vyznam i stanovenitidy, v niZz je uvedena
autoprotilatky, neb piitomnosti IgA protilatek ssd¢i o aktivit zmirgnych chorob.
V obdobi remise autoprotilatkyiitly AgA postupg mizi, zatimco 1gG autoprotilatky
pretrvavaji velmi dlouho po vymizeniignaki, nekdy az cely Zivot. Obdobny diagnosticky



vyznam ma i vySéeni Ab proti gliadinu, coz je jedna z frakci bilkay oblinych zrn — lepku
(glutenu). Zde se nejdna o autoprotilatku.

Ab proti erytrocyt am se vySatuji piimym a nepimym Coombsovym testem, indikaci je
podezeni na hemolytickou anémiautoimunitni Cervena krvinka (erytrocyt) je &&na protilatkami
vlastniho &la (hypersenzitivita typu Il). Do destrukce krvinsk dale zapojuje komplement (intavaskularni
hemolyza = uvnit cév) nebo makrofagy (extravaskularni hemolyza maenicévy). Kromé klasickych
antierytrocytarnich Ab byvaji téZz vysevany tzv. chladové aglutininy a chladové
hemolyziny, jez vyvolavaji aglutinaci a hemolyzu v zavislost teplo§, pii niz reakce
probiha. Antitrombocytarni Ab je mozné nalézt uékterych nemocnych s autoimunitni
idiopatickou trombocytopenickou purpuroodd o autoimunitni onemocsni, kdy €lo produkuje
protilatky proti krevnim destkhm a tim potlauje jejich funkci) cenrjSi je vSak pikaz
imunoglobulini piimo navazanych na trombocyty pacienta. Protilatkytipgranulocyim
mohou byt pi¢inou autoimunitni granulocytopenie (vznikd hapo chemoterapii, pozor,
protilatky proti cytoplazm é granulocyti — ANCA granulocytopenii nevyvolavaji!).
VySeteni tchto autoprotilatek obvykle zafi§ji hematologicka nebo transfuzni @tihi.
Ztidka je diagnostickyifinosny nélez protilatek proti parietdlnimndm Zaludku, jez byvaji
piitomny u atrofické gastritidy a pernicidozni anengetoimunitni onemoemi zazivaciho traktu).
Stejre stanoveni protilatek proti beta buikdm pankreatu u diabetes mellitus, inzulin —
dependentni diabetes, DM-1) neni ve srovnani sdit@mi biochemickymi diagnosticky
prilis piinosné. Laboratogn je moZno stanovovat i protilatky proti nadledvinka(u
autoimunitni adrenalitidy), fitné pruhovanému svalstvu a mnoha dalSich tkanim nebo
orgaram. Klinicky prinos tchto vySeteni je v sotasné dob omezeny, stale vSak probiha
intenzivni vyzkum, snazici se nalézt diagnostickyre autoprotilatky, které by pomohly
v laboratorni diagnostice autoimunitnich chorobansevily pravédpodobnou zévaZnost
postiZzeni, prognozi pravéEpodobnou odpasd’ na l&bu.

VySetieni cirkulujicich IK .

Méa WwtSinou vyznam pouze ip monitorovani zagtliveho procesu, zvySeni nachéazime
v subakutnim, chornickénti rekonvalescentnim stadiuazanych zastlivych  proces.
Vyznam pro diagndézu imunokomplexovych chorob jeniedmezeny, u nemocnych&rtito
chorobami je mozZzno nalézt pémé casto normalni hladiny IK. Pro diagnozu

imunokomplexového postizeni je mnoheieditéjSi prikaz deponovanych IK v postizenych
tkanich pomociiimé imunofluorescence.

Buné¢éna imunologicka vySeteni

VySeteni subpopulaci lymfoct ma vyznam zejména fip diagnostice nemocnych
s poderenim na primarni nebo sekundarni imunodeficity. @Zmém imunodeficitu nas
informuje vyrazny pokles jedné nebo vice lymfocgtéh subpopulaci. VySeni subpopulaci
lymfocytt ma téz velky vyznam pro imunofenotypizaci leukémiilymfomi — pomoci

zjiStené expreseiznych antigefi na malignich biikach nizeme uéit z jaké vyvojove linie a
z jakého vyvojoveho stugmmaligni buiky pochazeji.

Nejcastji vySettované zakladni lymfocytarni subpopulad¢eimunologickém vyséeni

CD3 T-lymfocyty 60-80%
CD4 Th — pomocné hiky 35 — 60%
CD8 Tc — cytotoxické 15 - 35%
CD19 B-lymfocyty 10 — 20%
CD16 NK-buiky 8 —18%

Vyseteni funi€ich vlastnosti lymfocyt méa klinicky vyznam pouzeipdiagnostice zavaznych
imunodeficitnich stav. Jedna se o specialni vy&eti pouzivané puze u omezenéhd@tpo
pacienfi. Stejreé i vySeteni fygocytarnich schopnosti polymorfonuklearnicanglocyfi ma
vyznam pouze u pacians podegenim na defekt fagocytarnich funkci, zejména pnrhar



HLA typizace pacienti

VysSeteni HLA antigeii pacienta se provadi jednak v rdmci vytypovani viéb paru darce
— prijemce i organovych transplantacich a dale jako pomocrgetgni @ podezeni na
nekteré choroby asociované s vyskytem typickych HLAntigeri.

Vyznam HLA typizace pro transplantaci, piredtransplantaéni vySet#eni

VySeteni HLA antigeri poskytuje zakladni podklady k v§tu optimalniho paru darce-
piijemce.

Predpokladem usgné alotransplantace je HLA kompatibilita mezi éanca pijemcem (tj
shodny HLA fenotyp darce afipmce). Pokud se tyka organovych transplantaci,
kompatibilita v lokusech HLA-A, B a zejména HLA-DjR podstatna u transplantaci ledvin,
protoze jiz odliSnost darce odiifgmce v jediné antigenni spedifitHLA-DR negativré
ovliviiuje prezivani Stpu. U transplantaci srdce a plic je HLA kompatthilnér vyznamna
vzhledem k minimalni expresi HLA antigiema buikach €chto tkani. Obdobhse k HLA
fenotypu vyraz# negihlizi u transplantaci jater.iRransplantaci rohovkové tkarse na HLA
kompatibilitu v sodsné dob nebere, v vyjimkou retransplantadibec ohled.

Zcela zasadni je vyznam HLA kompatibility u alogermtransplantaci kostniehs. Zde se
nespokojujeme se shodou seroplogickych specifit tdbfigen, jako je tomu zatim u
transplantaci ledvin, ale usilejeme o kompatibilina Urovni molekularh geneticky
definovanych alel. Pro usgnou transplantaci kostnifed® je krom& shody v HLA-DR
dulezita shoda alel také v dalSich lokusech (HLA-Aa BQ).

Vyznam vySe¥eni HLA pro diagnostiku chorob

VySeteni HLA antigefi asociovanych s chorobami je zaloZzeno na faktus agkterymi
onemocgnimi se vyskytuji utité HLA antigenycastji, nez v k&zné populaci. Vzhledem
k tomu, Ze pitomnost HLA antigefh je vrozend, zatimco takto asociované choroby jsou
,Ziskané“, je pesrgjsSi tici, Zze lidé s utitymi HLA antigeny maji zvySené riziko vzniku
nékterych chorob. Neépstji se jedna ochoroby, v jejichz etiologii hlajeileZitou roli
imunitni systém, zejména o autoimunitni onemo¢nmize se ale jednat i o choroby, u nichz
zatim Zadnou vyznandj$i etiopatogenetickou vazbu kimunitnimu systémezname
(maniodepresivni choroba, narkolepsie (chorobn&aspagprojevujici se zachvaty kratkého
spanku), idiopaticka skolidza (typ skolidzy) a dalSMechanismus vznikuethto asociaci
jednozné&né rozteSen neni, udkterych chorob snad souvisi se schopnogikienych HLA
antiger razré ueinn¢ predkladat wité antigeny imunokompetentnim iké&m imunitniho
systému.

Jako relativni riziko ozrmjeme pomdr mezi rizikem vzniku ufité choroby u nositele
definovaného rizikového faktoru a rizikem vznikdot&horoby v BZné populaci. Vipad
asociaci chorob s HLA antigeny je takovym rizikovyaktorem pitomnost gkterého HLA
antigenu. Klinicky nejvyznanijSi asociace (relativni riziko 87) je mezi revrolfim
onemocgnim ankylozujici spondylitidou (Beatevova choroba) a antigenem HLA-B27.
V bézné populaci se vyskytuje u 9%lidi, zatimco u nemyob postizenych touto chorobou je
nalézan asi v 95%fipadi. Na antigen HLA B-27 jsou vazany ekieré dalSi revmatické
choroby, p. Reitefiv syndrom (uretritida z&rst macového méchyfe a dolnich méovych ces,
konjunktivitida @arstlivé onemocani oni spojivky), artritida (autoimunitni za#livé onemocsni
pojivové tkar organismu. Z&kt napada klouby, svaly a vazg)relativnim rizikem 37.

Choroba HLA antigen relat. riziko
Ankylozujici spondylitis B27 87
Reitetiv syndrom B27 37

Psoriatricka artritis B27 12



Revmatoidni artritis DR4
Dermatitis herpetiformis DR3

Pemfigus vulgaris DR4
Myastenia gravis B8
Celiakie DR3

Goodpastuney syndrom DR2

Myastenia gravis  poruchy nervosvalovéhagnosu

56
14

19
13

Dermatitis herpetiformignemoci metabolické a poruchy vyzivy)
Pemfigus vulgarigkozni choroba autoimunitniho charakteru)
Goodpastuney syndrom(je autoimunitni onemoeni, které se manifestuje jako kapilarni vaskulitida



