Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZzeny na interakci antigen-protildtka. Pomoci téchto metod stanovujeme
pritomnost patogenl nebo prokazujeme, zda vzorek obsahuje specifické protilatky vic¢i danému antigenu ¢i nikoliv.

Antigen je makromolekularni latka prirozeného nebo umélého plvodu, kterou organismus rozpoznava jako cizi.
Pokud je antigen (v tomto pfipadé imunogen) vpraven do organismu, navodi imunitni odpovéd. Dojde ke
stimulaci lymfocytl, které po diferenciaci produkuji plasmatické buriky schopné sekretovat protilatky. Protildtka je
tedy molekula, které je schopna navéazat se na antigen a tim spustit obrannou reakci organismu.

Rozlisujeme polyklonalni protilatky (namifeny proti vice epitop@m urcéitého antigenu), monoklonalni

protilatky (namifeny proti jednomu epitopu antigenu) a rekombinantni protilatky (kombinace obou
predchozich).

Imunoprecipitacni metody

Imunoprecipitatni kiivka Jsou zalozeny na interakci rozpustného antigenu a rozpustné
protildtky za vzniku srazeniny - imunoprecipatu. Tvorba
mnoZstvi precipitadtu zavisi na poméru antigenu a protlidtky. Tento vztah
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vizualné. K reakci je nutné gelové prostredi - agar, agarosa.
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Jde o kvalitativni imunochemickou metodu, ve které se prokazuji
protildtky pomoci specifickych antisér. Vyuziva se k prokazani a porovnani 2) Ag A N Ag AB
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Jednoducha radidlni imunodifuze (d/e Manciniove)

Vzorky s antigenem jsou aplikovdny do jamek v agarézovém gelu Antigeny jsou éasteéné identické, vt
obsahujicim specifickou protiladtku. BEéhem 2-3 dnl inkubace pri pokojové interakce s paratopy ma antigen na pravé
teploté antigen radialné difunduje v tomto gelu. Pri reakci antigenu se strané (v tomto pripadé). 3) Dané
specifickou protildtkou se vytvori imunoprecipitacni prstenec, jehoz precipita¢ni linie viibec neintegrovaly, tudiz
plocha je tUmérnd mnozstvi antigenu. Vysledky vzork( vyhodnocujeme se jedna o neidentické antigeny.

pomoci specidlniho pravitka, kdy mérime plochu prstencl a tim stanovime
koncentraci antigenu ve vzorcich. Jedna se tedy o kvantitativni metodu,
kterd je levna a nenaro¢na na vybaveni, ale déle trvajici kvili dlouhé dobé inkubace.

Imunodetekce optickymi metodami v roztoku
Principem téchto metod je reakce zfedéného antigenu a monosfpecifické protilatky za vzniku zdkalu. Nejednd se

tedy o reakce probihajici v gelu, nybrz v roztoku. Reakce probiha v nadbytku protilatky, tudiz mnozstvi precipitatu
je umérné mnozstvi antigenu. Tyto metody jsou rychlé, automatizovatelné a ddvaji nam kvantitativni informace.

Imunoturbidimetrie

Pokud stanovujeme koncentraci antigenu v nezndmém vzorku (pf. plazmatické bilkoviny), pouzijeme metodu
imunoturbidimetrie. Pfi reakci antigenu s protilatkou vznika zakal. Pomoci spektrofotometru zmérime intenzitu
svétla, které nebylo zdkalem rozptyleno a stanovime koncentraci antigenu v neznamém vzorku (pouzijeme pouze
vzestupnou ¢ast krivky, kde je koncentrace antigenu prfimo imérna koncentraci precipitatu).

2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Turbidimetrie.
Imunonefelometrie
Metoda je zalozena na méreni intenzity rozptyleného svétla, které vychazi z roztoku vSemi sméry. Méri se pod

Uhlem, ktery je odliSny od sméru dopadajiciho zareni (obvykle 45° nebo 90°). Koncentraci antigenu stanovujeme
stejné jako u imunoturbidimetrie. Pouzivame nefelometr, kdy zdrojem zareni je obvykle laser. Nefelometrie (prah
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citlivosti okolo 0,1 mgy/) je citlivéjsi nez turbidimetrie. R BT T
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Jsou zalozeny na interakci nerozpustného antigenu a rozpustné protilatky za

vzniku srazeniny - aglutinatu. Reaguje specifickd protiladtka s antigenem, REL kyveta s méfenym detektor
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Imunoanalytické metody se znacenymi = /. "
reaktanty

Metody jsou zalozeny na znaceni antigenu nebo protilatky takovou latkou, ktera je citlivéjsi nez prikaz
imunoprecipitdtu. Znaékou mize byt enzym (enzymova imunoanalyza), radioizotop, ale i fluorescenéni nebo
chemicka latka.

Enzymova imunoanalyza

Tyto metody vyuzivaji enzym( ke znaceni antigenu nebo protilatky. Jako znacka slouzi peroxidaza nebo alkalicka
fosfatasa. Extistuji dvé hlavni techniky, a to ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) a EMIT (Enzyme
Multiplied Immunoassay Technique).

Homogenni enzymova analyza

Vzorek, ktery obsahuje stanovovany antigen se smicha se zndmym mnozstvim téhoz antigenu s navazanym
enzymem (konjugdt) a prisluSnou protildtkou v omezeném mnozstvi. Pfi imunochemické reakci soutézi
neznaceny antigen s konjugatem o navazani na omezené mnozstvi protilatky. Pri vazbé protilatky na
enzym konjugatu m@ze nastat konformaéni zmé&na enzymu spojend se ztratou aktivity. Cim je ve vzorku vice
neznaceného antigenu, tim vice molekul protilatky s nim reaguje a tim zlstane zachovano vice enzymové aktivity v

konjugatu. Tato metoda se vyuziva ke stanoveni nizkomolekuldrnich latek (Iéky, hormony).
Heterogenni enzymova analyza

Jednou z metod je tzv. ELISA, kdy stanovujeme mnoZzstvi antigenu nebo
protildtek. Antigen nebo protildtka jsou zde pevné zakotveny na pevné
fazi, kterou mlze byt bud povrch mikrotitracnich jamek, zkumavky ci
magnetické Castice. ELISA metody délime na kompetitivni a
nekompetitivni (sendvicové).

Kompetitivni technika

U tohoto typu stanoveni soutézi o vazbu na omezeny pocet vazebnych
mist na pevném povrchu imobilizovanych protildtek neznaceny ligand s
ligandem znacenym enzymem. Po kratké inkubaci je oddélen komplex
vazany od volného. Po promyti (odstranéni nenavazanych molekul) je
pridan substrat a enzym pritomny ve vazané frakci jej preméni na barevny
produkt. Mnozstvi vzniklého produktu je nepfimo Umérné koncentraci
neznaceného ligandu v testovaném vzorku. Nasleduje méreni absorbance vzorkd. Jamky, které obsahuji jen
konjugat ligandu s enzymem jsou nejintenzivnéji zabarveny a Ubytky zabarveni v jamkach jsou tmérné mnozstvi
nekonjugovaného antigenu. Standardni krivky dostaneme vynesenim koncentrace antigenu a absorbance. Z krivky
stanovime koncentraci antigenu vzork{ (popf. to nechame udélat PC - Elisa reader).

Nekompetitivni (sendvicova) technika

Pomoci této metody stanovujeme protilatky nebo antigeny, které maji nejméné dva rlizné determinanty. Na
povrchu jamek mikrotitracnich stripl je navazan specificky antigen. V nezndmych vzorcich, které priddvame do
jamek, vysSetrujeme pritomnost protildtek proti tomuto antigenu. Pokud vzorky obsahuji danou protilatku proti
danému antigenu, navazou se na antigen a vytvori imunokomplex. Po promyti nenavazanych sloZzek vzorku se
imunokomplexy detekuji konjugatem (bilkovina s navdzanym enzymem). Vznikne tzv. ,,sendvic*, ktery je tvoren
antigenem ve sténé stripu, protilatkou a konjugatem. MnoZstvi navdzanych znacenych protilatek se
zviditeIni enzymovou reakci. Po promyti pfiddme substrat, ktery je pomoci peroxidazy preménén na barevny
produkt. Enzymovou reakci zastavi pridanim STOP roztoku (slaba kyselina). Podle intenzity zbarveni vyhodnotime,
zda vzorky obsahovaly protilatky ¢i nikoliv.

Odkazy
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