UVvOD DO IMUNOCHEMICKYCH
METOD



Imunochemické metody

antigen + protilatka— biospecificka

haptén vazba
komplement
protein A + protilatka — nespecificka vazba

Fc receptory

Vyznam imunochemickych metod
v dukaz pritomnosti (uréeni mnozstvi) antigenu
v diikaz pritomnosti (mnozstvi) protilatky

Sledovani prubéhu reakce:
v Gbytku jednoho z dvojice reaktantt
v tvorby reakéniho produktu (imunokomplexu)




Kvalitativni reakce:
pozitivita reakce

v vznik zakalu

v vznik precipitatu
v vznik aglutinatu

Kvantitativni reakce:
mnozstvi vzniklych imunokomplexu se presné meéri




Typy imunochemickych metod:
v’ charakter antigenu

v' charakter protilatky
v prostiedi, kde reakce probiha
v zpusob detekce (uréeni imunokomplexu)




Charakter antigenu
v kompletni

v nekompletni (haptén)

Kompletni antigen
v ruzny pocet determinantu
v ruznou rozpustnost (koloidni nebo korpuskularni)
v rizna forma (volny nebo vazany na nosic)
v muUze mit jinou biologickou aktivitu
(enzymovou, hormonalni, receptorovou)
Ize vyuzit pro detekci




Charakter protilatky
v polyklonalni (konvencni)—vazebna mista nerovnocenna

v monoklonalni

protilatka proti hapténu

vnitrni afinita protilatky

protilatka proti antigenu

avidita protilatky (pocet vazebnych mist)

Protilatka v imunoreakcich
v volna
v  vazana - B-lymfocyty
- nosic€ (Castice, jamka, adsorbent)
- Fc-receptory na ruznych bunkach
- v iImunokomplexech (rozpustit v nadbytku)




Prostredi, kde reakce probiha: in vitro

v kapalné
v’ polotuhé (gelové)
v kombinované (jedna slozka v kapalném, druha v tuhém)



Detekce imunokomplexu:
v/ pozorovani 4 - pfimo volnym okem = =

, K
- po zabarveni

- opticke metody

(turbidimetrie, nefelometrie)f |

v oznaceni reaktantu
- radioaktivnim izotopem !“C, 3H, 31| (RIA)
- enzymy (EIA)
- fluorochromy (FIA)
- luminofory (CIA)
- stabilni volneé radikaly (spinové IA SIA)
- castice



Kombinace 4 uvedenych faktoru, umoznuiji
zmerit v laboratori reakci mezi antigenem
a protilatkou ruznymi zpusoby.

Tyto kombinace pak predstavuji

ruzné imunochemické metody a

jejich modifikace.



Rozdéleni imunochemickych metod

do nékolika generaci
v'metody prvni generace
semikvantitativne
v kapalném prostredi
v'metody druhé generace kvantitativné
iImunodifuze,
Imunoelektroforeza
v'metody treti generace kvantitativnée
pritomnost i hapténi
vysoka citlivost, automatizace
(RIA, EIA, CIA atd.)
v'metody ctvrté generace kontinualné
(protilatkove elektrody,
biosensory)



Sérologické metody

Provadeji se v kapalnéem prostredi
stanovuje se : - protilatka

- antigen

- nékdy i haptén

Antigen korpuskularni aglutinacni reakce
Antigen rozpustny precipitacni reakce

v'dukaz pritomnosti Ag nebo Ab
v’ priblizna koncentrace



Vyznam

v'zjistuje se mnozstvi protilatek v krevnim séru
(lidi nebo zvirat),
kteri jsou podezreli z infekchiho onemocneni.
kdyz je k dispozici antigen

v'urceni Ag, pri identifikaci bakterii (serotypizace)

Koncentrace protilatek
se vyjadruje titrem séra
cim vetsi zredeni séra, ktereé jesté reaguje
s antigenem, tim je vetsi pritomnost protilatek
serum se redi fyziologickym roztokem
geometrickou radou 1:2, 1:4, 1:8 atd.

1:20, 1:40, 1:80

Koncentrace antigenu
mikrobni antigeny (identifikace bakterii, serotypizace)




A - A
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kapka séra kapka antigenu

Precipitaéni metody L[ vznik precipitatu

v’ podlozni skli¢ko
v’ zkumavka

kvalitativne: vznik precipitatu (+ -)
kvantitativne: presné stanoveni koncentrace
precipitatu

krizove reakce
precipitace podobnych pfibuznych antigent
malo specifické protilatky




shluky kardiolipinu

Vysetreni syfilis — prikaz Treponema pallidum
v krvi pacienta (fosfolipid obsazeny ve sténé membrany TP)



Koncentraci volného hapténu lze urcit:

dve rady zkumavek:

1. rada: protilatka + konjugat haptén-nosic

2. rada: protilatka + konjugat haptén-nosic+haptén

v protilatka ma vyssi afinitu k hapténu jak
ke konjugatu (prostorové duivody)
v'nejprve probéhne reakce s volnym hapténem,
vysledkem je obsazeni volnych vazebnych mist Ab
v'vznikaji malé rozpustné komplexy Ab-haptén
tvorba nerozpustnych Ab-konjugat-haptén
se neuskutecni inhibice precipitace
v’koncentrace hapténu pomoci kalibracky se znamymi
koncentracemi hapténu



Nefelornetrie a turbidimetrie

v’ tieti generace metod

v precipitac¢ni sérologicka reakce

v detekce imunokomplexu (ng mnozstvi)
v moznost automatizace

Meéri se zakal

v turbidimetricky: spektrofotometr
v nefelometricky: nefelometr

v fluoronefelometricky:



Nefelometrie

automatické nefelometry a imunonefelometry
zdroj svetla laser

objem vzorku: krevni sérum 10 ul a méné
laserovy imunonefelometr dokaze analyzovat

z 0,2 ml az 20 ruznych antigenu

kvalitni monospecifické Ab

Koncentrace antigenu je pfimo umeérna
imunoprecipitatu (zakalu jen v oblasti nadbytku Ab)
Je treba nalézt vhodné redéni pro prislusnou
dvojici Ag-Ab (nekdy urci vyrobci diagnostickych
souprav)

nefelometrie je 5 - 10 x citlivejsi jak

turbidimetrie (turbidimetrie: 5 az 20 mg/l)
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volba koncentrace Ab pro nefelometrické stanoveni



Rozdil mezi turbidimetrii a nefelometrii

Turbidimetrie

v méfi se snizeni zafivého toku, k némuz dochazi
jeho rozptylem na €asticich suspendovanych
v kapaline.

v spektrofotometr

Nefelometrie

v" méri tok zareni vzniklého rozptylem paprsku
zdroje na Casticich v roztoku.

v velké zredéni, aby nedoslo
k velké absorbci rozptyleného zareni

v' specialni pristroje nefelometry (nakladnéjsi)



| prostredi s rozptylenymi detektor
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Aglutinaéni metody

FTo =
T X, W g T
obdoba precipitacnich metod Wy o
antigen je nerozpustny — korpuskularni R

ldentifikace:

v bakterie

v mikroorganismy

v’ zZivocCisné bunky

v erytrocyty

v pomoci aglutinogent
dukaz protilatek

pozitivni negativni




Ww' vvvvvywvﬁ
o "y v LRI INNNNND
Dukaz protilatek v séru A AN

H'&'&Q’é NN ‘4:.&‘)

Rada zkumavek nebo mikrotitraéni desticka
konstantni mnozstvi korpuskularniho Ag

sérum s protilatkami v geometrické rade

necha se stat nekolik hodin pri 37°C

a pak jeste v lednicce

Vysledek: vytvoreni aglutinatu (kontrolni jen Ag - Ciry)
(zkumavky, mikrotitracni desticky, podlozni sklicka)

Vyhodnoceni: primo okem
pod mikroskopem



Vyhody aglutinaénich metod

v’ spotfeba malého mnozstvi Ag i Ab
v’ pipetovani do jamek se da automatizovat
v vysledky se daji lehce a dobre odecitat

Rozdéleni aglutinacnich metod

v’ pfimé
v' nepFimé (pasivni)
prime: s protilatkou reaguji aglutinogeny
na povrchu castic
neprime: reaguji rozpustné antigeny nebo hapteny,

které se predtim pasivné adsorbovaly
na povrch bunky nebo inertni ¢astice
Aglutinacni reakce jsou citlivéjsi jak precipitacni.



Aglutinogeny izolované z povrchu castic Ize proveést
inhibici primé aglutinace

antigeny a Cistymi haptény lze provést inhibici
pasivni aglutinace

(obdoba inhibice precipitace)



Hemaglutinaéni reakce

Prima

Na povrchu erytrocytu je nékolik antigenu, s kterymi
reaguji protilatky.

Suspenze erytrocytl neni stabilni a po urcitém case
erytrocyty sedimentuji (aglutinace a sedimentace je

odlisitelna).

Neprima -pasivni hemaglutinacni metoda

Na povrch erytrocytu lze pasivné absorbovat ruzné
rozpustné antigeny a haptény. Reakci se specifickou
Ab pro tyto antigeny nebo haptény dojde k aglutinaci

Oddéleni erythrocytu, které aglutinuji antiserum
Specifické antisérum muze aglutinovat i €isté
erytrocyty (Cisté erytrocyty promichat s krevnim sérem
odstredit a pak teprve nechat reagovat s antigen-Ery).




Absorbce antigenu nebo hapténu na erythrocyty

v spontalné

v'’chemicky

viry

nekteré bakterie a jejich Ag
vajecny albumin

BSA

deoxyribonukleoveé kyseliny
vetsina antibiotik a;.

taninu

bisdiazotovany benzidin
1,3-difluoro-4,6-dinitrobenzen
chlorid chromity
glutaraldehyd

karbodiimidu

erytrocyty s navazanym Ag nesmi spontalneé

aglutinovat



Prakticka aplikace
Diagnostika syfilis

= Vysetreni kardiolipinem
(hapten fosfolipid v membrané
Treponema pallidum)

* Protilatky proti TP (reaginy) 5

= Do vSech jamek sérum pacienta ® "%
Zredéné (1:80 az 1: 1280)

= Kureci erytrocyty

Pozitivni: aglutinat po celém dnu jamky
Negativni: sedimentace erytrocyti
uprostred jamky




Inhibice pasivni aglutinace

smeés erytrocytu obalenych antigenem + Ab + antigen
= inhibice aglutinace

je velmi citliva a daji se dokazat velmi mala mnozstvi

rozpustného antigenu nebo hapténu.

Hemaglutinacni reakce ¢asto IgM-multivalentnost, velka molekula
Odliseni IgG od IgM

2-Merkaptoethanol -pentameér IgM rozstépi
a ztrati schopnost aglutinace.
V pritomnosti 2-merkaptoethanolu reaguji pouze

1gG.



Misto erytrocytu lze vyuzit:
v latexové cCastice
v syntetické polymery



Imunodifuzni metody

Imunoprecipitace se uskutecnuje v gelovem

prostredi

Agar x agarosa

Agar z bunécnych stén cervenych morskych ras
Agarosa neobsahuje vedlejsi aniontové skupiny

Nema iontovy charakter, ale charakter molekulového sita

Gel: 0,5- 2% agarosa
vrouci vodni lazen
tlumivy roztok
pri 42°C vznika gel



difunduje jedna nebo obé slozky
imunodifuze se uskuteéinuje v jednom nebo ve dvou rozmeérech



Misto stretu dvou slozek: precipitaénilinie
obloucek, prstenec,

kruh
Detekce: ol
v’ okem (in situ)
v’ zbarveni - barviva na proteiny

- aktivita enzymu
v autoradiograficky (izotop)
v sekundarni protilatka oznaéena enzymem a;j.

Ag a Ab pohybuji volnou difuzi
vV miste stretu se zacina tvorit imunoprecipitat,
ktery se stava nepropustny pro obé slozky.



Ags & Abs combine

large aggregates form
at approximately equimolar concentrations
of Ag & Ab

YQ
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Y




v’ koncentrace obou slozek ekvivalentni = precipitat
v" nadbytek jedné slozky = linie se rozmyva

Pocet precipitacnich linii:

1 Ag : 1 Ab =1 precipitacni linie
dva a vice Ag nebo Ab = dveé a vice precipitacnich
linii



Oudinova metoda
jednoducha radialni metoda
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Zkumavky 3-4 mm, na dné 0,3 - 0,5 ml 1% agarosy

(ve veronal-acetatovém pufru, pH 8,6 + protilatka
teplota Ab i gelu 50 - 55°C)

po zchladnuti 0,05 az 0,1 ml antigenu + parafinovy olej



Vyznam Oudinovy techniky

v dukaz poctu antigenti
v' kvantitativni stanoveni

kvantitativni stanoveni:

Pouzije se monospecificka protilatka v gelu

Na gel se navrsi nadbytek antigenu.

Antigen vytvori s protilatkou 1 precipitacni pruh
sire pruhu je primo umeérna koncentraci antigenu.

Zvyraznéni precipitaénich pruhu:

7,5 % kyselinou octovou



Jednoducha radialni imunodifuze (RID)

ZVYSUJUCA SA KONCENTRACIA ANTIGENU

SKLENA PLATNA S AGAROZOVYM
1 GELOM OBSAHUJUCIM PROTILATKU
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REAGENTS:
agar gel impregnated e & 'Y e © &

ith antiglobuli : _ . _ :
Z‘Qnﬁ?lngé% b gel impregnated with uniform concentration of anti-IgG

1. add serum sample & ——
196 standards to wells m:f“ e ®
/dl dl

2. allow time for diffusio

3. precipitin rings form
at site of optimal @ @ @ @
IgG:anti-IgG concentratipn

4. measure ring diameter
(proportional to IgG @ @ @
concentrations)




Vyhodnoceni RID

v’ podle MANCINIOVE (1965)
precipitacni prstence se meéri az po skonceni
imunodifuze (48 az 72 hodin)
prumeér prstence je pfimo umérny koncentraci Ag
pokud neni precipitace ukoncena, vznika krivka

v  podle FAHEY, KELVEY (1965)
prumeéry se méfi uz za 6 az 24 hodin pred skonéenim
imunodifuze
V tomto pripadé jsou prumeéry pfimo umérné logaritmu
koncentrace



d-do

log Cc =
K
Coeenneens koncentrace antigenu
o P prumér precipitacniho prstence
o PR prumér kruhového otvoru v gelu, do kterého
se pipetuje antigen
Kuoeoernnn. smernice primky

Druha metoda je rychlejsi, ale méneé presna

Citlivost je 0,02 mg/ml pro proteinove antigeny



Vyznam metody RID

Stanoveni koncentrace IgG, IgA, IgM, IgD, albuminu,
a,-antitrypsinu, ceruloplasminu

a,-makroglobulinu, transferinu
v klinické biochemii

Pozadavek kvalitni monospecifické sérum
standardni roztok se znamou koncentraci

antigenu

Desky lIze vyrobit v laboratori nebo pouzit
diagnostické soupravy ruznych firem



Provedeni RID

1,5 % agarosa ve veronalovéem pufru (50°C)

se smicha s protilatkami a vyleje se na diapozitivni sklo
nebo do Petriho misky

po ochlazeni a ztuhnuti gelu se vyrezou otvory,

do kterych se pipetuje antigen

deska se vlozi ve vodorovné poloze do vihké komurky
do lednice

antigen difunduje (jednoducha), vSsemi smery (radialné)
tj. dvojrozmeérna

vznikaji prstence

Zmeéri se jejich prumeéry



Zpusob vyhodnoceni

precipitacni prstence se daji odecitat:
v okem (lupa)

v" po obarveni na bilkoviny

(amidocern B, bromfenolova modr,
Coomassie blue)

v detekce substratem (Ag je enzym)
v autoradiograficky (Ag znacen izotopem)




Poznamka

Pri barveni precipitacnich linii je treba neprecipitované
proteiny nejprve vymyt

(2-3 dny v 9 % NaCl, poté oplachnout vodou

pak Ize teprve provést barveni)



Dvoijita imunodifuze

Difunduji v agarozovém gelu obé slozky Ag i Ab

Je treba pracovat s koncentracemi blizkymi ekvivalentnim
Vyznam:

Kvalitativni diikaz antigeni

Urceni imunochemické pribuznosti

Pro kvantitativni stanoveni nejsou vhodné
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QOuchterlonova metoda

Dvojita imunodifuze v agarosovem gelu na sklenéné desce
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DOUBLE IMMUNODIFFUSION

Antibody > - Antigen

Agar matrix Precipitate
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wells with identical Abs wells with different Abs
LINES OF LINES OF
IDENTITY NON-IDENTITY
-
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Ag with 2 epitopes
LINES OF \/
PARTIAL

IDENTITY Y@ Y@Y

wells with identical Abs
+ 1 well with Ab specific
for 2nd epitope




v Podle poétu linii mezi dvéma otvory lze
zjistit pocet pritomnych Ag a Ab.

v' Otvory se naplni riiznymi Ag, vznikaji spojené
nebo ruzné prekrizené obloucky.

v Lze urcit zda jsou jednotlivé Ag
identické nebo neidentické a z toho pripadné
usuzovat na pribuznost antigenovych
determinantu



Pouziti:
- kvalitativni dukaz antigenu (specificka antiséra)
- dikaz pritomnosti protilatek (pomoci ¢istych Ag)

Viditelny precipitat vznika pri optimalnim pomeru koncentraci
Ag a Ab. Proto se provadi série méreni pfi rizném ziredéni
protilatek.

Precipitacni linie je umisténa podle vzajemné koncentrace
antigenu a protilatky
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Relativni molekulové hmotnosti Ag a Ab urcuiji tvar
(zakriveni) precipitacni linie:

Ag a Ab maji priblizne stejné M,

M, antigenu je mensi jak M, protilatky
(serovy albumin+igG)

M, antigenu je vetsi jak M, protilatky (feritin+igG)



