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Imunochemické metody stanoveni bilkovin
Imunoanalyza: RIA, EIA a dal3i

Imunoc e, imunochr ické prouzky

Bilkoviny

slozeny z 20 riznych AA vzajemné vézanych peptidovymivazbami,
presné pofadi aminokyselin uréuje primarni strukturu bilkovin

dali uspoFadani bilkovin je dano vodikovymi mstky (sekundarni
struktura), ickymi silami, hy imi ia
disulfidovymi mstky (tercidrnistruktura)

« oligomeryidentickych nebo y j bilkovin se
mohou nékdy navzajem vézat nekovalentnimi vazbamia vytvéet
tak kvartérni strukturu

obsahuii v Fetézci vice nez 100 AA, jednd se velké polymery o
molekulové hmotnosti 10 — 1000 kDa ale i vice




Plazmatické bilkoviny

* Krevni plazma a intersticidlni tekutina

Biosyntéza

* Jatra—vétsina

. lym-lg

« Enterocyty - apoprotein B-48

Odbouravani

*  Hepatocyty

* Mononukledri fagocytérni systém — degradace komplext
i antigen-i 4

Plazmatické bilkoviny

Regulace syntézy

T ¥
Zénet Poskozent jater
Sl thai
Hypertyreoizmus Nutrini deficit
M cSTH oM

Fe deficience

Ztrata proteini

Klonalni produkce Ig

Plazmatické bilkoviny

pre-proteiny

posttranslaéni modifikace v drsném ER a GA (proteolyza,
glykosylace, fosforylace) - vétsinou glykoproteiny (kromé Alb a
CRP)

N-glykoproteiny: Asn

O-glykoproteiny: Ser a Thr (muciny a proteoglykany)

o o

polymorfizmus— Ig, ceruroplasmin, transferin

charakteristicky polocas setrvani v obéhu: Alb - 20 dni




Plazmatické bilkoviny

celkovy protein = vice nez 300 proteint (nékteré enzymy a
proteohormony jsou Klasifikovany zvI&st)

Sérum: 62-82 /1 (35-50 g/I Alb a 20-35 g/l sérové globuliny =
transportni proteiny, reaktanty akutni féze, globuliny)

Plazmatické bilkoviny

0-90% 90-99%

o

o o

oo o0 o

Plazmatické bilkoviny

malo stavli ovliviiuje ¢ v3ech bilkovin

Hypoproteinémie
hromadeén tekutiny v extravaskularnim tkafiovém prostoru =
edém

malnutrice (albumin, transferin, C3)
déti a gravidni

Hyperproteinémie
dehydratace

plazma > sérum (fibrinogen)
odbér ve stoje (10-15%)
svalova aktivita (12%)

vétsinou zmény ¢ jednotlivych slozek




Plazmatické bilkoviny

Fce

« Udriovani ického (koloidné

tlaku

brani nadmérmému pronikani intervaskularni tekutiny do
extravaskularniho prostoru

o

Transport minerald, hormon, lipidd, katabolitd
Prealbumin

Albumin— MK, bilirubuin, Ca, Iéky, vitaminy
Ceruroplasmin - Cu

Transferin - Fe

Apoproteiny — lipidy

Haptoglobin— volny hemoglobin

Transkortin — CO?

TBG — thyroxin

RBG - retinol

oo0o0o0o0o0

oo o

Plazmatické bilkoviny

Fce
+ Hemokoagulacea fibrinolyza
o koagulaénifaktory - IX, VIll, trombin, fibrinogen
éni faktory (faktory $tjici tromby) — plazmin

Enzymy a inhibitory enzymd

tvorba komplexii s enzymy a jejich odstranéni

cholinesteraza, ceruroplazmin

inhibitory protesz - brénici napadeni poskozenych a zanicenych
tani proteolytickymi enzymy (a-antitrypsin, a;-antichymotrypsin,
a,-makroglobulin)

oo o

Plazmatické bilkoviny

Fce

Obranné reakee organizmu

Specifickd a nespecifickd imunita
Ig — odstranéni antigent

o

o Y systém antigenl

Akutni faze zanétu

o

a,-antitrypsin, a-kysely glykoprotein, haptoglobin, a,-
makroglobulin




Plazmatické bilkoviny

Klinické vyugiti
* Kardiomarkery
Tumormarkery
Reaktanty akutni faze
Bunééné enzymy
Hormony

Cytokiny

Proteiny akutni faze

Zénétlivé a stresové markery
Z4nét, trauma, nédorové bujeni

Destrukce bunék, reverzibilni poskozeni b. a reparace, metabolicka
aktivizace (IS)

Zmény ¢ proteind béhem zanétu & nekréz

Syntézav jatrech

Proteiny akutni faze

Pozitivni Negativni

C-reaktivniprotein Albumin, prealbumin

Slozky komplementu (€3, C4) | Transferin

ay-antitrypsin, a,- Antitrombin
antichymotrypsin, a,-
makroglobulin

Haptoglobin, hemopexin, Transkortin
ferritin, ceruroplasmin

Sérovy amyloid A (SAA) RBP

Prokalcitonin

Fibrinogen
TNF-a,IL-1, IL-6

Vyznam —
« Kritérium syntézy bilkovin v jétrecha ukazatel malnutrice




Proteiny akutni faze

Vyznam +

Slozky imunitni reakce

likvidace noxy, uloha pfi odstrafiovani poskozenych b., modulace
imunitni odpovédi (CRP, C3, C4, cytokiny)

o

Ochrana pfed kolateralnim poskozenim tkané

2 fagocytd atd. - proteolytické enzymy a reaktivni formy kysliku
Inhibitory proteaz (a,-antitrypsin, a,-antichymotrypsin, -
makroglobulin)

° i in, ferritin, ceruropl

oo

Transport odpadnich latek
Hemoglobin, hemopexin, SAA

o

Koagulace a bilkoviny podilejici se na regeneraci
Fibrinogen, prokalcitonin, protrombin, von W f, plazminogen

°

Proteiny akutni faze

Rychlost zmén plazmatickych ¢
Casné (6-10 h)
CRP, SAA, prokalcitonin

o

Se stredni dobou odpovédi (12-36 h)
a,- kysely glykoprotein, a,-antitrypsin, haptoglobin, fibrinogen

Pozdni (48-72 h)
€3, C4, ceruroplasmin

Plazmatické bilkoviny

Albumin

« 55-65% celkové plazmatické bilkoviny

« 40%v plazmé, 60% v extraceluldrnim prostoru

« jatra produkuji cca 12 g za den (dle piijmu AA)

« biol. polotas 20 dni

Fce

« onkoticky tlak

« proteinova rezerva organizmu

« transport— steroidni hormony, zlué. k., MK, bilirubin, léky
(sulfonamidy a salicylaty), ionty Ca, Mg, Zn, Cu




Plazmatické bilkoviny

Albumin

Odbér: réno, nalaéno (10~ 12 hodin pred odbérem nejist, byt v
Klidu, vypit 2— 3 di vody). Pfed odbérem 15 minut sedét

Vyhodnocenivysledki: do 24 hodin, pfi urgentnim pozadavku do
2 hodin

Fyziologické hodnoty v séru:
Novorozenci0 - 6 tydn: 27 - 33 g/
Kojenci 6 tydnii - 1 rok: 30 - 43 g/I
Muzi, Zeny 1 - 110 let: 35 - 53 g/I

oo o

Plazmatické bilkoviny

Albumin 4 ¢

« snitenou tvorbu albuminu v jatrech, pfi:

m poskozent jater - cirhoza jater (1 ALG/GLB ratio)

o podvyzivé s nedostatetnym privodem bilkovin ve stravé (kwashiorkor)

2vyiené ztréty albuminu z organizmu, pfi:

o nefrotickém syndromu — onemocnéni ledvin s vyraznymi ztratami
bilkovin moti

o popéleninach

o onemocnénistrev, Zaludku s vraznymi ztrétami bilkovin stolici

o Otoky, tekutina v télnich dutingch

. zanatliva &ni, zvy3eny

o zénétem nebo nadorem vyvolané {, ¢ bilkovin krvi (neg protein akutni

faze)

Plazmatické bilkoviny

Albumin { ¢
+ onemocnéni's nadprodukci protilatek (napf: chronicky zanét, MM)

jiné stavy se snizenou hladinou albuminu v krvi:

o

sepse (systémovy infekéni zanét s rozsevem choroboplodnych
zérodki z pavodniho mista infekce do jinjch organ s jejich
poskozenim)

o

$ok (t&2ky #ivot ohrozujici stav, kdy dochazi k selhéni krevniho
obghu s tézkou poruchou prokrveni tkéni a orgénd)

o

prevodnéni organizmu

o

analbuminemie - velice vzacn vrozend porucha tvorby ALB,
onkoticky tlak byva poloviéni nez u normalnich ¢ ALB, vznikaji
pouze mirné otoky - kompenzaéné se zvy3uje tvorba jinych bilkovin

Mt
- dehydratace, ketodieta




Proteiny akutni faze

CRP

B, ~globulin

Precipituje C-polysacharid pneumokokii

Aktivuje komplemetovy systém, hraje tlohu opsoninu (vazba na
fosfocholin odumfelych b. a nékterych bakt)

¢ po 4 hod po navozeni reakce akutni faze (prvni dny 1 c vice
nez 100x)

rozdil mezi bakt a vir hore¢natymi onem.
monitorovéni lécby ATB

 c uakutnich onemocnéni (infarkt myokardu, hiuboké zilni
trombéza, bakt infekce..) a u chronickych (malignita, revmaticka
choroba, nekréza tkang, zinétlivé strevni onem)

Proteiny akutni faze

Prokalcitonin
« sekrece stimulovana bakt endotoxiny

¢ po 2 hod po navozeni reakce akutni faze, max 6-8, a% 72 hod
regulace zénétu a analgetické ¢

 cindikétor asné sepse, orgénové selhani bakt pivodu, Sokové
stavy

Haptoglobin

« vée volny hemoglobin (jinak prochzi glomeruly a precipituje v
tubulech - poskozeni ledvin), zamezeni ztréty Hb a Fe

1 c—akutni zanéty, maligni nédory, poranéni

« { c~hemolytické anemie

Proteiny akutni faze

SAA
vazba na HDL

Syntéza — hepatocyty, aktivované makrofagy a fibroblasty

¢ po 8 hod po navozeni reakce akutni faze

i uméné zavaznych infekei (i virovych)

¢ - infekce, marker rejekce $tépu, prognosticky marker chorob
KVS, chronicky u revmatoidni artritidy, TBC a lepry




Proteiny akutni faze

a,-antitrypsin

«inhibitor serinovych proteaz

« 1 c—akutni z4néty, nadory, akutni i chronicka hepatopatie,
cirhézy

1 c-glomerulonefritidy, RA, genetické pFiciny

a,-makroglobulin
« inhibitor proteaz a transport cytokinii a réstovych faktord

« 1 c—akutni zanéty, nefroticky sy, RA, parodontitida (GCF),
Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida

+ U c—progrese rakoviny prostaty

Proteiny akutni faze

Ceruroplazmin
« transport plazmatické Cu
« c~onem jater, Wilsonova, Menkesova choroba, malnutrice

Fibrinogen

« koagulaéni faktor |

« 1 c—akutni zanéty, poskozeni tkéni, rizikovy faktor aterosklerézy
+  c-hepatopatie, DIC

Transferin

« transport Fe

+ 7 c—anemie z nedostatku Fe

« 1 c- popéleniny, infekce, malignity, onem jater a ledvin

Proteiny akutni faze

Imunoglobuliny

protilétky produkované B-lym po stimulaci antigenem

reaguji specificky s antigennimi determinanty (epitop)
tetramer—2 H (izotypy— G, M, A, E, D)a2 L (A ak, Ca V oblast)
Fetézce - disulfidické mastky




Stanoveni bilkovin

Kvalitativnistanoveni

« oddgleni jednotlivych frakci bilkovin ve smési (napF. krevni sérum) je
moiné na zakladé jejich odligné velikosti, resp. molekulové hmotnosti
pomoc elekroforézy

Kvantitativni stanoveni

+ samotni koncentrace bilkovin nevypovida o jejich biologické aktivité,
tu je tieba stanovit zvIast jako napf. enzymovou nebo imunologickou
aktivitu

« Proteiny: celkova bilkovina, ALB, T, Ig/
« Hormony: TSH, T4, testosteron, hCG...

« Problém odhadu obsahu a charakteru proteini je v tom, 7e jako
standard pouzivéme Cisty protein, ale analyzujeme obvykle smés,
nebo protein o neznamém aminokyselinovém slozeni.

Plazmatické bilkoviny

ELFO plazmatickych bilkovin

« diagnostika onemocnéni, které se projevuji zménamiv zastoupeni
jednotlivych frakei bilkovin krevniho séra &i patologickou
piitomnosti bilkovin (sérum, mot, likvor)

ELFO séra probihd v pufru o alkalickém pH

rozdélené frakce na nosici Ize obarvit a jejich pomér stanovit
fotometricky po eluci bilkovin s navazanym barvivem, nebo také

i icky, tzn. méfenim odrazeného, nebo progiého svétla,
pokud je pousity nosi transparentni

pfi znalosti hmotnostni koncentrace celkové bilkoviny a pomérd
mezi absorbancemi jednotlivych frakei Ize tyto frakce kvantifikovat

Plazmatické bilkoviny

Typy plazmatickych bilkovin
« dle ELFO pohyblivosti (agaréza, acetétceluléza)
« 56 frakei

\
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‘\
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prealbumin, albumin

1, -globuliny: « 1-antitrypsin, a1-fetoprotein, a1-lipoprotein
a;-globuliny: a2-makroglobulin, haptogiobin, cervloplasmin, feritin
{i-globuliny: transferin, C-reaktivr¥ protein, -lipoprotein, fibri
rglobuliny (hl. 1gG, IgA, IgM)




Stanoveni bilkovin

Kvantitativni stanoveni

. i- i 4nim tvorby ého produktu
pfidanim ého ¢inidlaa i
kvantifikaci

o Biuretovametoda

o Lowryho metoda (Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo)
o BCAmetoda
o Metoda dle Bradfordové (Coomassie Blue)

Vechny tyto metody jsou destruktivni, vzorek je pro dalsi analyzu
nepouitelny!

- primé i- absorbance ult

svétla (pfi 280 nm)

Stanoveni bilkovin

Biuretova metoda

v alkalickém prostredi

tvorba i sloueniny Cu?* s ionty peptidovych vazeb

(fialové zbarven)

fotometrickému stanoven - komplex silné absorbuje svétlo v

oblasti 540-560 nm

latky obsahujici v molekule alespor dvé peptidové vazby (-CO-NH-)

nebo dvé amidové -CO-NH, (neni specificka pouze pro bilkoviny)

. bi &inidlo: siran médnaty, alkalizujici slozka (prevede
vazbu na enolformu), vinan draselno-sodny (zabrafiuje

jako komplexotvorna ltka srézeni Cu2* na Cu(OH),), jodid draselny

(chrani Cu?* pred autoredukci)

citlivost mal3 kolem 10-100 mg bilkoviny/ml

standard (BSA, ovalbumin), nezavisi na AA slozeni, rusena napf.

NH,*, Tris

Stanoveni bilkovin

Biuretova metoda
* intenzita zbarveni komplexu pfimo umérna c bilkovin

peptidy se 2 &tyimi a vice zbytky AA vytvareji komplex erveny,
tripeptidy fialovy, dipeptidy nereaguji

biuret, - trivialni nézev slougeniny, ktera vznika ze dvou molekul
motoviny pfi jejim zahfivéni

ek v




Stanoveni bilkovin

Lowryho metoda

+ biuretova reakce s naslednou redukci Folin-Ciocalteuovym fenolovym
dinidlem

charakteristické modrofialové zbarveni (v Zase nestabilni)

velmi citlivé 2-100 mg/ml, ale na druhé strané je dvoustupiiové a
vyzaduje minimalni dobu inkubace 40 min

méfeni absorbance pfi 750 nm

standard (BSA, OVA), rusena napf. NH,*

vice zavisi na_slozeni proteinu (redukce fosfomolybdenant
fosfowolframant Tyr, Trp, Cys)

BCA metoda
+ podobné s Lowryho, ale &inidlem je BCA (kyselina bicinchoninova)
fialové zbarveny komplex
citlivost 0,5 mg/ml

méeni absorbance pfi 562 nm

Stanoveni bilkovin

Metoda dle Bradfordové
principem je adsorpéni vazba barviva
Coomassie Brilliant Blue G-250 na molekulu
proteinu, Einidlo (vodny roztok) obsahuje
barvivo, ethanol a H,PO,

barva hnéds, po reakei s proteinem
intenzivng modré

velmi citlivé 1 mg/ml, vysledek|iz za 5 minut
zavisf na obsahu bazickych (zvl. Arg), ale i
aromatickych AA .
negativni  interference: ~detergenty ~(SDS,
Triton)...

linearni kalibrace max. po 20 mg proteinu
méeni absorbance pfi 595 nm

Stanoveni bilkovin

PFimé spektrofotometrické stanoveni

chromofory v molekulch proteinti, které absorbuji v UV oblasti
spektra

nedestruktivni metoda

kfemenné kyvety

v blizké UV oblasti (280 nm) neni velka citlivost — 50 mg/ml

v daleké UV oblasti (205 nm) pak dochazi ke znaéné interferenci
velkd zavislost na AA slozeni proteinu

UV absorpce je dna aromatickymi AA (hlavn& Trp a Tyr), je
nutna jejich pfitomnost

interference $irokého absorpéniho pasu NA (Amax = 260 nm) se
eliminuje méfenim pfi dvou vinovych délkach a pocetni korekci
v daleké UV oblasti se vyuZivd vinové délka 205 nm (maximum
absorpce peptidové vazby je pfi 192 nm)




Stanoveni bilkovin

Edelhochova metoda
* pfi znalosti AA sloZeni je moiné spocist extinkéni koeficient

proteinu e,
« podminkouje pfitomnost Trp nebo Tyr v molekule

Fluorescenénistanoveni

reakce primarnich AA v proteinu (Lys, N-koncové aminoskupina) s
o-ftalaldehydem

citlivost metody mae byt zvj3ena hydrolyzou proteinii pred
méenim

rusi Tris, nejlépe pouzit boratovy pufr, pH 10.4
m&ii se po pridavku NaOH, excitatni vinova délka 340 nm. emise
mezi 440 a 455 nm CHO

CHO

Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin v moéi pomoci diagnostickych prouzki
Bromkresolovy purpur (BCP) — specificky pro albumin,
Bromkresolova zelef (BCG)

acidobazicky indikator pfi urgitém pH méni svou barvu (chovaji se
jako slabé kyseliny, pfi¢em? protonované forma ma jiné zbarveni
nez disociovana forma): pfi pH nizsim nez 3,5 jsou #luté, pFi vy3sim
pH jsou zelené az modré

Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin v moéi pomoci diagnostickych prouzki

v reakéni z6né testovaciho prouzku je kromé indikétoru i pufr,
ktery udrzuje pH v rozmezi 3,0 az 3,5, indikator tedy mé #lutou
barvu

AA bilkovin se vézou na indikator — zméni jeho vlastnosti —
prechodova oblast se posune smérem ke kyselejsimu pH.
indiktor s navézanou bilkovinou ma zelenou barvu, jako kdyby byl

v alkalit&jim prostredi (proto bilkovinna chybai

intenzita zbarveni zavisi na c bilkoviny, kolisa od zelené az po
modrou a hodnoti se vizualné nebo instrumentalné

‘jf_




Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin v moti pomoci diagnostickych prouzki

« FP: u vyrazné alkalickych moti (pH nad 8), je-li moé velmi
koncentrovani (dojde k vyéerpani pufru v reakéni z6n&), vysoké
koncentrace nékterych Istek s aminoskupinami (kontaminace
odbérové nadoby nékterymi dezinfekénimi prostiedky), je? se na
indikétory va#i podobné jako bilkoviny

nevyhoda: rozdilné citlivost viici jednotlivym bilkovindm
proutky reaguji velmi dobfe s ALB (od 0,1 a2 0,5 g/l), n
u globulind, glykoproteinti a Bence-Jones bilkoviny
nelze prokazat tzv. mikroalbuminurii (c ALB 20 a% 200 mg/I, resp.
denni ztraty albuminu v rozmezi 30 a2 300 mg/24 hodin)

priikaz glomerulérni proteinurie

citlivost

Stanoveni bilkovin

Stanovenibilkovin vmoti kyselinou sulfosalicylovou

zakal vznika asi od 0,1 /1 (udaje se &) a vice ne? v pFipadé
detekeniho prouzku reaguii i tubularni proteiny (glykoproteiny),
globuliny a mikroproteiny

Vy3etfeni je tedy vice citlivé pfi malych tubuldrnich proteinuriich

pfi hodnotéch nad 0,5 g/ zjisténych detekénim prouzkem nen
tedy toto vyZetfeni nutné

hraniéni hodnoty jsou kolem 0,3 g/1, jasné patologické nad 0,75 g/I
(extrémni zvy3eni nalezneme u manifestniho nefrotického
syndromu vidy nad 5 g/I)

glomerulopatie, intersticiaini ie (jako
paraproteinurie), mikroalbuminurie

Stanoveni bilkovin

Stanovenibilkovin v moti
Proteinurie

prerenalni- (overflow proteinuria) pfi nadmérné tvorbé
nizkomolekularnich proteinti a peptidd, prekracujici normaini
resorpéni kapacitu tubul(. Nalezneme ji pfi zvy$ené tvorbé poly -
nebo Zast&ji monoklonalnich lehkych Fetézct jako Bence-Jonesovu
bilkovinu, fibrin degradatnich produktt (FOP) pfi hyperkoagulaci,
alfa-1-kyselého glykoproteinu (orosomukoidu) pfi zanétech, pfi
hemolyzear Vze ( ina ovsemty
nejsou detekénimi papirky jako protein zachyceny), lysozymurie u
nadord.

. Arni - pFi zvyéené p bazélni
glomeruld. Nélez v modi je dan selektivitou i neselektivitou
proteinurie, dle pfitomnosti a intenzity zinétu miize byt provézen i
leukocyturiia erytrocyturii.




Stanoveni bilkovin

Stanovenibilkovin v moti
Proteinurie

tubulrni - pfi poruse zpétné resorpce profiltrovanych hlavné
nizkomolekularnich bilkovin, které jsou tak indiktory poskozeni
tubulii. Jde o beta-1-mikroglobulin, alfa-1-kysely glykoprotein,
retinol vézajici protein (RBP), alfa-1-mikroglobulin, N-acetyl-beta-D
glukosaminidaza (NAG), pfi zvy3ené sekreci tubulérnich bilkovin a
enzymi napf. vyvolané zénétlivymi intersticiaInimi procesy (Tamm
- Horsfalliv glykoprotein, enzymy kartéového lemu - LDH, ALP) a
opét lyzozomaIniNAG

postrenalni- pfi zanétech, atrofii, nekrézach a nadorech
vivodnych mogovych cest, kdy se dostévaii pri
exsudatu do mogi vysokomolekulrni komponenty (alfa-2-
makroglobulin, IgM, HDL-lipoprotein).

Stanoveni bilkovin

Kazuistika
+  mlada Zena s horeckou, bolestmi v podbfisku a dysurii

Anamnéza

 RA: matka zdravd, otec je po operaci pro ucpani motovodu
kamenem, bratr zdrav

«  OA: dosud v4zngji nestonala, béiné respiratni infekty, 3x
méla anginu, brala antibiotika. Miva potize s kréni péteti. Operace
0, drazy 0, Iéky trvale nebere, kromé antikoncepce.

+ GA:Menstruace od 12 let, pravidelna.

* AAO

« SA: Studuje stredni 3kolu. Bydli s rodii.

« EA:Tyden pobytv pfirodé pod stanem, pred 2 dny se vratila.

«+ NO: 2 dny teplota do 38 °C, bez tresavky, celkova malatnost,
paleni pfi moteni, bolesti v podbfisku, moi éasto a malé
porce, mo¢ je tmavsi.

Stanoveni bilkovin

Laborstorni milery

ietfent visledky
Tevtocyty 12000701 (1)
0% neutrofi
Kreniobraz . S (1)

20% ymfocyts
35% monoeytl

wrea,kreatinin,No, K, €1,

Slochemie aternitesty vrome
@ L me/i (1]
bl o
ey -
Moz chemicky [ Hutovd barva o
Tekocyty - piné pole
sediment enytrocyty - piné pole

vilceo




Imunochemie

ZaKladni pojmy

o Antigen
o Protilatka
o Reakce antigen-protilatka
* Imunoreakce
* Imunochemické metody
« Kazuistiky
Imunochemie
zakladni pojmy
Antigen
« polymer— protein, polypeptid, polysacharid, nukleoprotein
« vlastnosti: imunogennost (navozuji specifickou imunitni odpovéd)
a specifi¢nost (specificky reaguji s produkty této odpovédi) —
antigennost
faktory ovliviiujici vyvoléni imunitni odpovédi
o chemické povaha
o velikost (netiplny antigen = hapten)
o komplexita
o valence
o konformace, pfistupnost
o cizorodost
o geneticka pFibuznost
Imunochemie
zakladni pojmy
Antigen

antigenni determinanta = epitop (konformatni, sekvenéni)

skupina molekul na povrchu antigenu - specifické, reakce s
vazebnym mistem protiltky
poéet = valence antigenu

hapten (nekompletniantigen) = nemdze navodit tvorbu protilatek,
ale specificky reaguje s produkty imunitni odpovédi




Imunochemie
zakladni pojmy

Protilatky (Ab) - imunoglobuliny

« Produkce plazmatickymi b. vyvijejicimi se z B-lym po stimulaci
antigenem

Glykoproteiny (4 — 18 % sacharidy)

Paratop - vazebné misto pro antigen

v lidském téle cca 10 000 riiznych Ig (cca 20 % plazmat. bilkoviny)

1§G: 75% sérovych Ig, monomer, prochazi placentou
1gM: 10% sérovych Ig, pentamer, inicializuje imunitni odpovéd’
IgA: 15% sérovych Ig, mono a dimer, hl. imunoglobulin sekretd
(proti lokaInim infekcim)

IgE: nizké koncentrace, snadn vazba na buiiky, alergie

IgD: stopova mnozstvi, monomer, fce ?7?

Imunochemie
zakladni pojmy

Reakce antigen-protilitka
vazebné sily: elektrostatické, vodikové, van der Waalsovy,
hydrofobni interakce

imunokomplexje stabilni v rozmezi pH 4-9

moznosti disociace: vysoké nebo nizké pH (moZovina, chaotropni
Itky)

afinita = mira vazebné sily mezi jednou antigenni determinantoua
protilatkou

avidita = mira stability komplexu

specifita = mirou je procento zkFizené reakce s latkou, pro jeji
stanoveni neni uréena

sekunddrni projev interakce ag-ab = precipitace

Imunochemie
zakladni pojmy

Reakce antigen-protilitka
* MonoklonlniAb

o produkty jednoho klonu plazmatickych bunék, pfipravenych v
laboratornich podminkach hybridomovou technologii (bun&énd
fuze myelomovych b s lymfocyty sleziny imunizovanych myi)
namitené proti jednomu epitopu urtitého antigenu, identické
kopie molekul g, které maji stejnou primarnistrukturu a stejnou
specifitu vazebnych mist

e vyraznou specifitou, ale $patné precipituji

o




Imunochemie
zakladni pojmy

Polyklonalni protilatky (konvenéni protilatky)

pFipravuji imunizaci zvitat (obvykle kralici, kozy, ovce) antigenem
krevni sérum imunizovaného zvitete, které obsahuije protilatky
proti antigenu poufitému k imunizaci, se oznatuje jako antisérum
Pokud byl k imunizaci poufit jeden antigen (napF. jedna bilkovina),
vytvareji se monospecifické protilatky (antisérum)

kazdy epitop v molekule antigenu stimuluje na tvorbu protilatek
jeden klon B-lym

protoie kompletni antigeny maji vice epitopt, aktivuji nékolik
klond B-bunék — smés monoklonalnich protilatek, lisicich se tim,
e jejich vazebn mista maji riiznou afinitu, a tim i specifitu k
jednotlivym epitoptim uréitého antigenu
imunizace zvifat smési antigeni navozuje produkci
polyspecifickych protilétek, obsahujici Ig proti vétéimu po&tu
antigend (napf. antisérum proti bilkovinam lidského séra
pouivané pfi imunoelektroforéze)

oo

o

o

o

o

Imunochemie
zakladni pojmy

Reakce antigen-p

+ 1935 - Heidelberger a Kendall

« zakladem pro riizné imunochemické metody, které mohou byt
provédény v gelu nebo v roztoku

[ - YO

ami  antz  antd  anté

[a]

Imunochemie
zakladni pojmy

Reakce antigen-protilatka - imunoprecipitaéni kfivka
+ Oblast nadbytku Ab

se zvyujicim se mnoZstvim Ag vrlsta precipitat

na viechna vazebna mista Ag jsou Ab — malé rozpustné komplexy Ab-
Ag, které se vzdjemné nepropojuji— umérné ke c Ag

v supernatantu neprokazujeme Zadny Ag, ale miize se vyskytnout
voln Ab

oo

o

imunoanalyz

Oblast ekvivalence
dochézi k vzajemnému propojovani molekul Ag a Ab — velké
éi strukturou, které agreguji

o

a vytvareji imunoprecipitat
v supernatantu neprokazujeme volny Ag ani volnou Ab
imunodifizni metody

oo




Imunochemie
zakladni pojmy

Reakce antigen-protilatka - i pI
* Oblast nadbytku antigenu
o mnosstvi precipitatu klesé v déisledku vysoké c Ag

o

velké vzdjemné propojené imunokomplexy se rozpadajf

o

viechna vazebnd mista protilétek jsou vysycena Ag a nékteré
molekuly Ag zistévaji bez navézané Ab — malé rozpustné
imunokomplexy

o

v supernatantu nejsou pfitomny volné Ab, ale vzestupné mnozstvi
volného Ag

o

podminka nadbytku Ag musi byt spinéna u kompetitivnich
imunoanalyz

Imunochemie
zakladni pojmy

Kiffova reaktivita
« antiserum protiAg [ 1

3

antil

B
Y phbuzry AQ
anti3

2

antié A\
piitomnost identickych nebo velmi podobnych epitopt (antigennich
Geterminant)

PE odkovéni proti Eernym neStovicim: Edward lenner doséhl ochrany proti
cernym nestovicim vakcinac odinym, ale podobnym virem kravskych

Imunochemie
zakladni pojmy
Typy imunoreakci
Ag ¥ Ab
. imunochromatografie

PRIMARNI REAKCE  Ag.Ab

. imunohistologické metody
imunoblotting/imunofixace
imunoanalyza - EIARIA FIA

o precipitace agiutinace
SEKUNDARNI ag Ao -
REAKCE Ab ag ¥ roztoky
Ag Ab (nefelometrie, turbidimetrie)

v gely




Imunoreakce

Typy imunoreakci

« Imunoprecipitaéni metody

Imunodiftizni metody - v gelu

Imunoturbidimetrie a imunonefelometrie— v roztoku
Aglutinace

Imunoelektroforéza

oo o o

Imunofixace

Imunoanalyza—-EIA, RIA, FIA
Imunofluorescence

Imunoblotting
Microarray, imunosenzory....

Imunochemické metody

Klasické (precipitace, diféze, ELFO)
v Klinickych laboratofich vyuZivaji prevainé pro kvalitativni nebo
semikvantitativni Ggely

limitovany svou citlivostia vzhledem k manudlni naro¢nosti rozsah
jejich nasazeni v praxi postupné klesa

o

o

Moderni (imunoanalyza)
kvantitativni - na Ag nebo Ab je navazana urité lstka (znacka,
indikétor), coz spolu s idajicim zpa detekce vy
zvySuje analytickou sensitivitu

automatizované

o

o

Imunoprecipita¢ni metody

Imunodifdzni metody - v gelu (agar, agaréza)
jednoducha — pohybuje se pouze jedna slozka (tj. Ag nebo Ab) a druha
slozka je rovnomérné rozptylena v gelu

dvojita — pohyb obou slozek

kvalitativni | kvantitativni

v roztoku

vysledkem smiseni roztoku Ag s odpovidajici Ab je vznik malych
agregatl > zdl

svétlo, které prochazi zakalenym roztokem, je rozptylovano na rozdil
od roztoku, kde neprobéhla z3dna imunochemické reakce

stuperi zakalu je v oblasti nadbytku Ab Gmérny c Ag

turbidimetrie - spektrofotometr

nefelometrie - méfeni intenzity rozptyleného svétla, které vychaziz
roztoku viemi sméry, pristroj - nefelometr, vyuZivajici jako svételny
zdroj obvykle laser




Aglutinaéni metody

Vyusiti
identifikace MO, Zivotiénych b. a ery

o o

stanoveni krevnich skupin, infekce Salmonella ...

LY -yl
PHimé — s Ab reaguji aglutinogeny na povrchu &stic

Nepiim - reagujf rozpustné antigeny nebo hapteny, které predtim
pasivné adsorbovaly na povrch b. nebo inertni éastice (latex, ery)

Inhibice aglutinace - detekce a kvantifikace Ag

Aglutinacni metody

Coombsiv test = zjisténi pritomnosti lidskych Ig na ery membrané
pomaci protilétek

+ Piimé - znatend primarni Ab nebo Ag

+ Nepfimé - vyuiti sekundrni Ab pro detekci

Imunodifuzni metody

Jednoduchaimunodifize (Oudin 1946) wil B
Jednoduchi radidlniimunodifize w0
(Manciniova)
48-72h:[Ag]~d

6-24h:[Ag]~logd

citlivost 0.02 mg/ml .
kvantifikace IgG, IgM, IgA, IgD, albumin, ... [Ag)

o0 o0 o0

Dvojita radialni imunodifize (Ouchterlony -
1949) oy
pouze kvalitativni diikaz pFitomnosti Ag ' f B

o

o

reakce identity = linie vytvorené Ag L
umisténymivedie sebe pIné splyvaji A

o

Mr - zakfiveni precipita¢niho oblougku

o

Koncentrace - vzdalenost od jamky




Imunoelektroforéza

kombinace elektroforézy s imunodifizi
v prvni fézi se smés Ag rozdéli podie své elektroforetické
pohyblivostina jednotlivé slozky
ve druhém kroku se napini kanalek podél elektroforeogramu

u froku se, ket )
rozdélené Ag a Ab proti sobé difundujia v misté reakce antigenua
odpovidajici protilétky se vytvori precipitaéni oblouéek

Klasicka a protismérnd — kvalitativni

Raketova a dvourozmérna - kvantitativni

oo

o

o

Imunofixace

kidentifikaci a typizaci monoklonalnich Ig v séru, moti nebo
mozkomi$nim moku
v prvni fazi se smés bilkovin rozdéli podle elektroforetické

ivosti (agarézovy nebo acets 620vy gel) — 6 startii
ve druhé fazi identifikujeme specifickou bilkovinu pomoci
imunoprecipitaéni reakce
Zablona na gel
prvni pruh s fixaénim roztokem
do ostatnich vyFiznutych prouzki se nanaseji specifické Ab (proti
1gG, IgA, IgM a proti lehkym Fetézciim k nebo A), které difunduji do
gelu a v misté, kde reaguji s pfislusnym antigenem vytvareji
imunokomplexy ve formé precipitétu
promytim vhodnym pufrem se odstrani jak Ag nereagujici s
aplikovanou Ab, tak i nadbytek Ab
ohrani¢né pruh se zvyraziiuje obarvenim

Imunofixace

kritickym bodem imunofixace je pouZiti vhodného fedéni vzorku
(imunoprecipitani kfivka)
Priikaz monoklonalnich Ig
oproti imunoELFO— rycvhlost a asi 10krat vy3si citlivost
jen pfi podezieni na pi éiniho g -
tzv. M-komponenty
Monoklonalni Ig jsou celé molekuly Ig nebo jejich &sti (L nebo H
fetézce), jejich pfitomnost je typickd pro monoklonaini gamapatii (b.
necitlivé na regulani signély)
benigni x maligni formy (IgG, IgA: mnohotetny myelom =

IgM:

nékdy jsou ény spoletné s tzv. Bence-) bilkovinou,
jejfz molekula je tvofena monomerem & dimerem L Fetézct (mog)
mizeme charakterizovat typ monoklonélniho g, coz umoziiuje poutiti
sady antisér (proti IgG, IgA a IgM a proti lehkym Fetézcim k a A)




Imunofixace

polyklonalniIg se projevuji vznikem diftizné zbarvenych
precipitatd, prokazatelnych pi reakei s jednim nebo nékolika
antiséry proti H nebo L fetézcim

monoklonainiIg se prokazuji jako tzky silné obarveny prouek v
diftznim precipitatu polyklonalnich Ig pfi reakei s jednim z antisér
proti H fetézclim a s jednim z antisér proti L fetézciim
Bence-Jonesova bilkovina vytvaFi tizky prouzek pouze pfi reakci s
jednim ze dvou antisér proti L fetézcim

Obr. 1gG alniho Ig (sérum — p in IgG kappa, mo¢ —
volné L Fetézce kappa)

Kazuistika

+  mlada Zena s bolestmi kloubii na rukach

Anamnéza

+ RA: matka zdravd, otec zdrav, bratr zdrav

*  OA: dosud véznéji nestonala, pyelonefritida v téhotenstvi,
Operace: apendektomie, Urazy 0, Iéky trvale nebere

+ GA:Menstruace od 13 let, pravidelns, 1 porod

. AAD
= SA:vdand, 4 mési¢ni dité
« EA:Koji

+ NO:2dny teplota do 38 °C, s tfesavkou

Laboratof
* KO: normalni nalez

Imunoanalyza

skupina imunochemickych metod, které k detekci vyuzivaji dobre
méfitelné znagené létky — indikétoru a tim dosahuji vysoké
citlivosti (detekéni limity téchto metod dosahuji hodnot 10-15 a2
10-20 mol/l)

Indikator

radioaktivni izotop (radioizotopové metody)
nebo jind létka: enzym, fluorescenéni znacka, DNA, koloidni ¢astice
apod.

je obvykle navazany na protilstku (imunometrickd analyza, nebo
na antigen

indukuje reakci Ag-Ab

« levny, vysoce purifikovany, specificka reaktivita, detekce p-ng/ml




Imunoanalyza

Indikdtor
R: 125, 3H, ¢
E: peroxidasa, alkalickd fosfatasa, glukosaoxidasa, G6PD, ..

F: fluorescein-isothiokyanat (FITC)

biotin-avidin
koloidni zlato, kov + elektroluminiscence
£ + zesilovaci systémy: chemiluminiscence, ...

Imunoanalyza

« stanoveni na zékladé vyuZiti pfirozenych viastnosti Ab:
1/ schopnost Ab vézat se na Siroké mnoZstvi pfirozenych i umélych
slougenin, bunéki vird, které se chovaji jako Ag

Ab jsou proteinového charakteru a jejich velké mnozstvi vazebnych
mist je odvozeno z obrovského poétu kombinacisekvenci AA.

2/ specificita protilatky pro reagujicilatku
Tato viastnost umoZiiuje stanoveni velmi nizkych (a2 102) koncentraci
Istek za pfitomnosti dalsich podobnych slougenin (nap. stanoveni
stopovych mnoistvi hormont ve vzorku krve).

3/ sila vazby protilatky s antigenem
Vyuiti reakce Ab-Ag in vitro je zakladem imunochemickych metod.

Imunoanalyza

Historieimunoanalyzy

« 50, 1éta 20. stoleti - fyzikové Rosalyn Yalowova (1977 NP) a
Solomon Berson popsali princip kompetitivni RIA
(radioimunoanalyzy), s jejiz pomoci zméfili do té doby
nedetekovatelna mnozstvi inzulinu v krvi (radioizotop I)

metody, zalozené na soutéi znageného a neznaeného antigenu o
vazebna mista, bude mozné vypracovat i pro dal3f analyty

v roce 1971 se objevily metody, které misto radioizotopti vyuzivaly
enzymy = ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) - Eva
Engvallové s Peterem Perlmanem ze Svédska a Bauke van Veemen
s Antonem Schuursem z Holandska.




Imunoanalyza

« rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorkdi najednou

« 2typy: kompetitivni vs. nekompetitivni

Imunoanalyza

« rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorkdi najednou

« 2typy: kompetitivni vs. nekompetitivni
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o
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http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/wp-content/uploads/2012/04/Imuno.pdf

Imunoanalyza

« rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorkdi najednou

« 2typy: kompetitivni vs. nekompetitivni




Imunoanalyza

« rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorkdi najednou
« 2typy: kompetitivni vs. nekompetitivni

Imunoanalyza

« rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorkdi najednou
« 2typy: kompetitivnivs. nekompetitivni

Imunoanalyza

« rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorkdi najednou
« 2typy: kompetitivni vs. nekompetitivni




Imunoanalyza

rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, vice vzorkdi najednou
2 typy: kompetitivni vs. nekompetitivni

Homogenni~ detekce vzniku komplexu pfimo ve vzorku
Heterogenni— nutnd separace vzniklého komplexu pro zévéreéna
méfeni

Imunoanalyza

Enzymova imunoanalyza (EIA)

< wyuiiv

o o

enzymi (PO, ALP) ke znateni Ag nebo Ab

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

heterogenni

jedna komponenta imunochemické reakce (Ag nebo Ab)
nespecificky adsorbovana na povrch pevné faze (zkumavky, jamky
mikrotitraéni desticky, magnetické stice)

Imunoanalyza

Enzymova imunoanalyza (EIA)

homogenni EIA

nevyzaduje oddé&leni vézané (v imunokomplexu) a volné znagené
Ag nebo Ab

ke stanoveni nizkomolekularnich latek (1ékd, hormoni steroidnia
tyreoidalni povahy a metabolitd), hapteny

vzorek obsahujici stanovovany Ag + znamé mno3stvi téhoz Ag s
navazanym E (konjugat) a pfisluinou Ab v omezeném mnoistvi
(kompetitivni)

pfi vazbé Ab na E konjugatu se aktivni centrum miize zablokovat
nebo nastava konformaéni zména E molekuly spojend se ztratou
aktivity

¢im je ve vzorku vice neznaceného Ag, tim vice molekul Ab s nim
reaguje a tim zistane zachovano vice E aktivity v konjugatu

E aktivita je proporciondlni ¢ Ag v neznamém vzorku

o




Imunoanalyza: : =
Kompetitivni enzymové Ll
imunoanalyza " .o

g ¢ e o

L P — .
° ©
e gt ety et 8
o sy
so 0 - °
p 00 “«© -0
00 — <o .o
4 00 o o

B

http://che .If1.cuni.cz/html/imuno.pdf &

Imunoanalyza

Kompetitivni enzymové

imunoanalyza B e o

Imunoanalyza

ELISA - jednoduché
Piimé Nepimé

1. vazba rlizného mnoZstvi

§g antigenu ve vzorku 32

S
2. vazba std mnoZstvi Ab
gﬁ} (rabbit anti Ag)
S
(3. vazba druhé protilatky)
(swine anti rabbit Ig) &5}

4. detekce ,navazané" enzymové aktivity




Imunoanalyza

Nekompetitivni ELISA pro stanoveni Ag

stanoveni velkych Ag s n&kolika vazebnymi misty pro Ab (napf.
hCG, ai-fetoprotein, celkovy IgE)

nezbytné dvé riizné Ab namifené proti riiznym antigennim
determinantém stanovovaného Ag

prvni Ab je v nadbytku navazana na pevnou fazi

+vzorky nebo standardy obsahuijici Ag = prvni imunochemické
reakce

po inkubaci - promyti a odstranéni zbytku séra

v nadbytku je pfidéna druha Ab znacend E -> reakce s dalsi
antigenni determinantou vyZetfovaného Ag

- vzniké sendviovy komplex — Ab-Ag-Ab-E

odstranéni nezreagovaného konjugatu

pidé se S - enzymova reakce - méfeni absorbance produktu,
které je pfimo Umérna mnoZstvi antigenu

Imunoanalyza

Nekompetitivni enzymov
imunoanalyza pro , . Lot mae
stanoveni Ag

Imunoanalyza

Nekompetitivni ELISA pro stanoveni Ab
pro detekei specifickych sérovych Ab proti virim a parazitam,
autoprotilétek a specifickych protilétek IgE proti jednotlivym
alergendm

na pevnou fézi navézan Ag (popf. alergen) v nadbytku

po pridani vy3etfovaného vzorku nebo standard reaguji viechny
Ab pitomné ve vzorku s imobilizovanym Ag a vytvoFi
imunokomplex

vzniklé imunokomplexy prokazujeme pomaci druhé Ab proti
lidskym ig znacené £

znagené Ab mohou byt namifeny proti jednotlivym Ig tfidém (IgG,
IgA, IgM & IgE)- vyznam napf. pro uréeni féze infekéniho
onemocnéni (napf: IgM v Easné fazi a IgG v pozdéjsi fazi)




Imunoanalyza

Nekompetitivni enzymova

Imunoanalyza pro >
stanoveni Ab =

Imunoanalyza
ELISA - dvojitd sedvicova

+ pevnou féze s navzanou Ab nebo Ag, které musi byt v nadbytku
vzhledem k analyzované litce

Piima Nepfimé

1. Std. mnoZstvi Ab
‘abbit anti Ag
§:£ 2. Vzorek (Ag) gl:z

s 3. vazba std

mnoZstvi Ab
{E}‘ (rabbit anti Ag)
S
(4. vazba druhé protilatky)
(swine anti rabbit Ig) {’P}

4. detekce ,navazané" enzymové aktivity

Imunoanalyza

ELISA — kompetitivni (nepFim4 detekce Ag)

3:2 1. std. mnodstvi Ab (Ag)

\ 2. Vzorek (Ag)
< + std. mnolstvi
< maceného Ag (Ab) Yy
< X0

4. detekce navazané” enzymové aktivity




Imunoblotting

Western blotting
detekce proteinii po ELFO v PAA gelu — elektrotransfer proteintiz
geluna membranu a nasledné detekce pomoci série protilatek
prvni Ab s vysokou specifitou k proteinu a druha Ab znatens
alkalickou fosfatazou, peroxiddzou
vyuiiti — autoAb — antigangliosidové u neurologickych

i onem. nebo u i

Imunochromatografie

« Ag pfitomny ve sledovaném vzorku s konjugatem za vzniku
komplexu Ag-konjugat, ktery migruje smérem k specifickému
proteinu imobilizovanému na porézni membran (nitroceluléza)

« je-live vzorku pfitomen Ag, vznikne v misté navézani komplexu Ag-

konjugét na imobilizovany protein specificky band, signalizujici

pozitivi vysledek

nadbytek konjugatu pfitomného v testu, migruje déle membranou

a vate se na jiny imobilizovany protein za vzniku druhého bandu,

ktery signalizuje ukonéeni testu

Imunochromatografie

Imunochromatografické metoda v podobé kazetového testu
(precipitace)

pro detekei protilitek proti HIV-1a HIV-2 v lidském séru, plazmé
nebo celé krvi

vzorek je aplikovan na destitku - migruje pres konjugétovou
destieku, rozFedi se a smichd s selenium-antigen koloidnim
konjugétem - tento roztok migruje pres pevnou fézi do
pacientovy &sti (panelu), kde jsou imobilizované rekombinantni
Ag a syntetické peptidy

jestlize jsou ve vzorku Ab, véZou se na antigen-selenovy koloid a na
AgV pacientové okénku

jestlize Ab ve vzorku nejsou, antigen-selenovy koloid projde
pacientovym okénkem a nevytvofi se zadné cervendlinie

« pro kontrolu kvality je zahrnut kontrolni panel




Imunochromatografie

Detekce genetického materialu ziskaného ze vzorku

« nejprve izolovana DNA, kterd je poutita pro duplex PCR- viechny
primery jsou oznaéeny (fluorescein, digoxigenin, biotin) > znagené
amplikony

amplikony aplikovény na imunostrip

« je-li ve vzorku pFitomna DNA z detekovanych bunék, uhlikaté
nanocastice se prostfednictvim interakce neutravidin-biotin vazi
na znagené amplikony

pfi priichodu pres zénu obsahujici Ab proti digoxigeninu jsou
specificky zachytavany detekované amplikony

Imunochromatografie

Imunochromatografick detekce bakterit
imunochromatografické testy neboli LFIA (Lateral Flow
ImmunoAssay) se staly fenoménem posledni doby pro detekci
rozliénych analyt

velmi rychlé, jednoduché a nendroéné na pristrojové vybaveni, coz
umoz#iuje jejich realizaci v provoznich podminkach

imunoct y - nif s
imobilizovanym reaktantem (Ab) a vytvai tak testovaci zénu
imunostrip tfi riizné podlozky - pro aplikaci vzorku, podioka s
konjugétem barevné Eastice a Ab, a absorpéni podlozka, kter
napoméhé valinni vzorku (v plastovém pouzde)

vizudlni hodnoceni - pomoci barevnych &stic navazanych na jeden
2 imunoreaktantd, nejéastéji se pouziva zlato a uhlik.

test

Imunochromatografie

Imunochromatografick detekce
Toxiny A/B

Cl.difficile

Rota/Adeno viry
Str.pneumoniae
Leg.pneumophilaserotyp 1
Chtipka A/B

Chlamydia trachomatis




Imunochemické analyzy
v diagnostice

diagnostika v oblasti renlnich, svalovych, strevnich a koznich
biopsil & v prikazu extracelulérnich substanci (napt. kolagenu,
amyloidu) a specifickych infekénich agens (HPV, CMV apod.)
malignity - diagnéza, prognéza a/nebo predikce

o slouti k diferencialni diagnostice nediferencovanych
(anaplastickych) nadord

ok izaci epitelovych a ych nadort:

o ke Kasifikaci hematologickych malignit (leukémii a malignich
lymfomd)

o Ke Klasifikaci ostatnich nadord & jejich odlieni od nenadorovych
reaktivnich zmén apod.

o v posledni dobé stoupa prognostickd a prediktivn role IHC u

zhoubnych nadord, kterd spocivé v detekci proliferaénich markerd,
proteini bunééného riistu, receptor ristovych faktord a
hormonélnich receptorti aj. v zvislosti na tom, jakou roli hraje
prokazovany antigen v patologické tkani

Imunochemické analyzy
v diagnostice

testy uréené k rychlé orientaéni diagnostice v terénu nebo u lizka
nemocného na principu tav. suché chemie

reagencie jsou zakotveny v poréznim materidlu, ktery je pfipevnén
na podloce z plastu nebo je vlozen do plastového rametku s
otvory pro nanaZeni vzorku a odetitani vysledkd

stanoveni hCG k prikazu téhotenstvi

troponin T v diagnostice infarktu myokardu

priikaz drog v biologickém materidlu

Imunochemické analyzy
v diagnostice

Stanoveni pfitomnosti drog v mogi nebo ve slinéch

soutéZ mezi drogou ve vy3etfovaném vzorku a konjugétem drogy,
ktery je imobilizovan v indikaéni 26né prouzku, o omezené mnozstvi
specifické Ab

reakéni z6nou obsahujici specifické Ab navazané na barevné
mikrocastice, které se v pribéhu reakce mobilizuji

mot i rehydratované znatené Ab postupujireakénim prouzkem a v
indikatni z6n& se setkaji se zakotvenymi konjugaty drog

pokud vy3etfovany vzorek obsahuje drogu, vazebna mista barevné
oznatenych Ab jsou jimi saturovéna a nemohou se tedy navézat na
imobilizované konjugaty drog

barva indikaéni zény ziistane nezménéna a vysledek je odetitén jako
pozitivni

v nepfitomnosti drogy ve vy3etfovaném vzorku jsou znagené Ab
zachyceny imobilizovanym konjugatem drogy - v indikaéni z6né se
wytvoii barevny prouzek, ktery znamena negativni vysledek




Imunochemické analyzy
v diagnostice
Drogy v moti "

A~ pozitivni
B~ negativni

« Amfetamin
« Metamfetamin
« Barbiturdty

* Kannabinoidy
« Kokain
- Opiaty

. F

.
« Tricylickd antidepresiva




