- stanoveni Ag ¢i Ab v histologickych preparatech, télnich tekutinach, a jinych
vzorcich, Imunoeseje, reakce treti generace.
zakladem je reakce:

7
Ag + Ab IK
- imunokomplex

-jeden z reaktant nese znacku a tim je vizualizovadn vysledek. Detek¢nisystém tak
zvysuje citlivost reakce a umoznuje modifikace, které prostou precipitaci reakce
nejsou dosazitelné.

-enzym EIA, EMIT enzyme multiplyed immunoassay technique

geneticky upraveny enzym CEDIA

radioizotop RIA

fluorescencni latka FIA

chemiluminiscenéni latka LIA



* Antigeny Ag— makromolekuly (polymery: proteiny, polypeptidy...)

v’ navozuji specifickou imunitni opoveéd”

v specificky reaguji s protilatkami

v’ hapten — nizkomolekularni latka (1é¢iva, drogy) navazana na
vysokomolekularni nosic¢

Protilatky Ab — bilkoviny (glykoproteiny) télnich tekutin

v' vykazuji specifickou vazebnou schopnost vii¢i antigenu, na jehoz

podnét se vytvorily, mohou byt cilené pfipravené a) jen proti jedné chemické
skupiné b) ktera je spolecna pro vice strukturné chemicky pribuznych latek



Imunochemicke metody

moderni imunologické diagnostické metody, vznikly
v 80.letech min. stoleti

vychazi z poznatkl imunologie, molek. biol.,
enzymologie, fotometrie a radiochemie

* Heterogenni imunometody — separace molekul znaceného
reagens vazaného vimunokomplexu od volnych molekul
znaceného reagens v roztoku (radioimunometody, ELISA) —

vysoka citlivost

* Homogenni imunometody — bez separace frakci, jsou
jednodussi, rychlejsi, Ize je automatizovat (enzymovsa,
fluorescencni a chemiluminiscen¢ni imunoanalyza)



RIA ~ radioimmunoassay

e zavedena 1959

* Princip metody: spojuje jednoduchou imunologickou
reakci Ag s Ab s metodikami radiochemie, ktera pouziva
Ag nebo Ab znacené radionuklidy

10-9- 10-17 mol/l —velmi vyznamné,
nejcitlivejsi

* - je mozné stanovovat latky i v télesnych tekutinach
/krev, moc¢, mozkomisni mok.../ i v pg10-12(pikogramech)

* - stanovujeme jakékoliv latky, proti nimzZ Ize

e protilatku ziskame komercné nebo injikaci Ag Ci haptenu
do kralika nebo morcete



V metodeé je vyuzito kompetice, kdy stanoveny Ag a zname
mn. tehoz Ag znaCeneého radioaktivnim izotopem soutezi pri
tvorbeé imunokomplexu o omezeny pocet vazebnych mist
specifickeé Ab (ta je v lim. mnozstvi)

~ priprava Ab:

- injekce Ag Ci haptenu do zvirete /kralik, morce/
- nekompletni Ag — je potreba navézat
makromolekularni nosic

X (Ag = X...znacka)
- 3 prvky: 3H,714C. 1251, 131]

- oznaceny Ag — XX

4 viastni reakce:

- 4 slozky:
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Ab lim60%........ protilatka ze zvirete /je
limitovano ~ znamo jeji mnozstvi/
XN.......... neznamy antigen
XS, Standardni antigen

e imunochemické — sekundarni protilatka Abs
- vyrobi se proti prvotni protilatce Ab ~ Ab pak

vystupuje jako Ag

— Abs + Ab ...vznikaji srazeniny IK
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- -imunochemicky — Abs, fyzikalné - filtrace, centrifugace...

N
A NS)

molekularni metody — elektroforéza, chromatografie ...

‘R vyhodnoceni:

- ¢im vice molekul X se bude v kazdé zkumavce nachazet, tim méné

molekul Xx se bude moc navazat s protilatkou



Vyhodnoceni: ij t
W, X¥ 1
v munokomple s
tehio
pofet impulsi
74 rinutu -
w
koncentrace () molil
- vyhody: * vysoka citlivost, specificnost, presnost,

automatizace procesu
* mikromnoZzstvi latek primo v bioloogickych kapalinach

- nevyhody: * , drahé pfistroje-scintilator, draha
scintilacni tekutina
* — zdravotni riziko, y nebo 3 zafeni, zvl.
bezpecnost pri  praci, likvidace radioakt. materialu
* ~ znehodnocovani kratkym polocasem

rozpadu — ¢asova naro¢nost (musi se provést hned), u izotopu
vydavajicich y zareni (,1251, 1311, 75Se) je omezena expirace souprav
kratkym poloCasem rozpadu



. vyuziti:

. vyuziti v kriminalistice, soudnim Iékarstvi (detekce
jedovatych latek), stanovovani velmi malého mnozstvi latek
(nizko i vysokomolekularnich) napr.:kardiotonika, cytostatika
(Iécba infekénich onemocnéni, nddorovych onemocnéni),
hladiny hormond, 1é¢iv, vitamin(, drogy, minoritnich slozek séra,
ve virologické diagnostice, vysetreni specif. autoprotilatek napr.
proti acetylcholinovému receptoru pri myastemia gravis,



RAST test (radioallergensorbent
test)je vyvinuty pro detekci Ab proti specifickému
alergenu, RIST test (radioimmunosorbent test) je
testem vyvinutym pro zjisténi antigenu,
Radioimunoprecipitace je pokladana za nejpresnéjsi
metodu pro stanoveni IgE v sérech



FIA

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

Princip: navazanim fluoresceinu — fluorochromu na bilkovin
séra (Ag nebo Ab), podminkou je neztratit imunologické
vlastnosti. Vysledkem je spojeni vysoke specifity
imunologickych reakci s citlivosti prukazu fluorescence pomoci
fluorescencniho mikroskopu- citlivost: 10-9- 10-12 mol/I

fluorescencni barviva: S )
........ tetramethylrodaminizothiokyanat

............ fluorescein izothiokyanat,
........... phycoerythrin

- podstata: molekula prechazi ze zakladniho energetického
stavu pri absorbovani energie do stavu EXCITOVANEHO, kde je
nestabilni a vyzarenim energie ve formé tepla Ci svétla (emise)
se vraci zpét

- energie dodana lampou v pristroji
ENNi




* Intenzita fluorescence dostatecne vysoka
* fluorescencni signal odlisitelny od pozadi
* vazba na sondu nesmi deformovat vazebne
viastnosti Ag a protilatky

nenavazané barvivo musi byt lehce
odstranitelne
! biologickv material sam o sobeé vyzaruje
energii —» pozadi
- 2 druhy: ]
*x HOMOGENNI
#* HETEROGENNI



¥ HETEROGENNI:- vlastnosti:

e intenzita fluorescence se v prubéhu reakce nemeéni
e stanoveni vysokomolekularnich latek

e nutné oddéleni IK od volnych reaktantu

- 2 zpusoby oddélovant:

* PRECIPITACE ~ srazeni vimunologii

- PEG ~ polyethylenglykol — srazi se

* * pavdzdni na pevny nosic

* HOMOGENNI:- viastnosti:

e intenzita fluorescence se pri vzniku konjugatu meni
e o nemusime oddélovat IK od volnych reaktant(

e stanoveni nizkomolekuldrnich latek /hapten/ -
antibiotika,sedativa, hypnotika ...



Citlivost je omezovana interferenci s ruznymi latkami ve
vzorku (zejména v krevnim seru), maly stupen
fluorescencCnich zmeén.

| kompetitivni princip, vyuziva se fluorescencni
polarizace, zhaseni, stupnované fluorescence, excitacni
prenos fluorescence, fluorescencné znaceny substrat.



‘FLUORESCENCE

- tfistupriovy proces u FLUOROFORU a FLUOROCHROMU
- schopny absorbovat uréité mnozstvi svétla /struktura— ar. kruh/

1. FAZE — EXCITACE

laser

obl Lampa
~ ENERGIE
EXCITACE

2. FAZE — DOBA EXCITOVANEHO STAVU
- trva 10 ~ velmi kratka
e konformacni zména

e disipace energie — €ast energie se ztraci

e — pfechazi na nizsi stav

3.FAZE — EMISE

- vyzareni energie, prechazi na zakladni
stav — vyzareni EMISNi ENERGIE

/~ energie emisniho spektra/

SITGLETOVY STAV

X%

\ E

/ |

energeticky vydii
staw

energie EXCITACNI se NErovna EMISNI !!!
Eex> Eem h .(c/Aex) > h .(c/iem)
= Aex < Aem = vl. délka excita¢ni je mensi nez emisni

R

=0




