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Imunochemické metody
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Imunochemické metody
Metody založené na reakci antigenu s protilátkou

Základní pojmy:

• Antigen – molekulární, nadmolekulární či buněčná struktura, která je schopna specificky
reagovat s protilátkou nebo receptorem pro daný antigen

• Imunogen – každá cizorodá molekula (látka), nadmolekulární nebo buněčná struktura ,
která má schopnost u příjemce vyvolat imunitní odpověď

• Každý imunogen je zároveň antigenem (opačně ne)
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Antigeny
Dělení antigenů:

1. Kompletní

• Vyvolávají imunitní odpověď (imunogeny)

• Reagují se specifickými protilátkami

2. Nekompletní

• Hapteny

• Nevyvolávají imunitní odpověď

• Reagují se specifickými protilátkami
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Hapteny
• Nejsou schopny vyvolat imunitní odpověď

• Malý rozměr molekuly

• Odpověď imunitního systému vyvolávají až po navázání na vysokomolekulární nosič

Nejsilnější imunogeny:

• Proteiny

• Glykoproteiny

• Polysacharidy
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Epitop
• Determinantní skupina

• Skupina molekul na molekule imunogenu

• Schopnost reagovat s receptory imunokompetentních buněk a s protilátkami

• Makromolekuly: víc epitopů

• Dominující epitop – ten, proti němuž se tvoří přednostně protilátky
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Epitopy: dělení
1) Sekvenční – kontinuální

• Ze subjednotek biopolymeru, které se nachází v sekvenci řetězce vedle sebe

• Libovolná konformace

2) Konformační – diskontinuální

• Několik subjednotek imunogenu, které mohou být od sebe v řetězci vzdáleny

• Konformačním uspořádáním se dostávají k sobě

• Porušením konformace se ruší i epitop

12/12/21 Speciální zdravotnická technika 6



Protilátky 
• Imunoglobuliny

• Produkce – B- lymfocyty, plazmatické buňky

• Reakce s antigeny, které indukovaly jejich tvorbu

• Specifická vazba (antigen – protilátka)

• Struktura Ig:

• 2 lehké (L), 2 těžké (H) řetězce

• Na H je vždy vázán oligosacharid

• 5 tříd: IgG, IgM, IgA, IgD, IgE

• L: kappa, lambda
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Protilátky 
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Vazebné místo - paratop
• tvořeno šesti hypervariabilními CDR-úseky (CDR = complementarity determining region) – 3

na lehkém a 3 na těžkém řetězci

• Na vlastní interakci s antigenem se obvykle podílí 6 až 7 aminokyselin vazebného místa
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Protilátky a jejich příprava
1) Polyklonální protilátky

• Do organismu zvířete se vpraví antigen

• imunitní systém tvoří proti tomuto antigenu specifické protilátky

• Podle stoupající čistoty protilátek můžeme rozlišovat:

• antisérum = kompletní krevní sérum imunizovaného zvířete

• izolovaná globulinová frakce, izolovaná IgG frakce

• izolované specifické protilátky

• Vždy získáme směs protilátek (na každý epitop imunogenu reaguje specificky několik mateřských buněk lymfocytů a obvyklý
imunogen obsahuje na své molekule několik epitopů).
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Protilátky a jejich příprava
2) Monoklonální protilátky

• příprava hybridomovou technologií

• produkty jediného klonu lymfocytů

• selektuje se nejvhodnější produkční klon

• Hybridom = klon vzniklý fúzí B lymfocytu (ze sleziny imunizované myši) a myších nádorových
(myelomových) lymfocytů (dodávány komerčně)

3) Rekombinantní protilátky

• Izolace genů kódujících protilátky, klonování a expresi
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Interakce protilátka antigen
• Vznik imunokomplexu

• Nekovalentní interakce (elektrostatické, disperzní, vodíkové, hydrofóbní)

• Rovnovážný stav interakce mezi vazebným místem protilátky (Ab = antibody) a antigenem (Ag)
obsahujícím 1 epitop za tvorby imunokomplexu Ab-Ag lze popsat rovnicí

• Ab + Ag = Ab-Ag

• K1,2 = Ab-Ag / (Ab x Ag) = k1/k-1 = rovnovážná asociační konstanta: vyjadřuje efektivnost vazby a její
hodnoty se pohybují mezi 103 – 1014 l/mol

• Pro použití protilátky k imunochemickému stanovení musí být tato hodnota ≥ 106 l/mol
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Imunoanalytické metody
• precipitační: k detekci či stanovení se využívá imunokomplexu v podobě precipitátu

• neprecipitační: vznikající imunokomplex zůstává rozpustný
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Heidelbergova – Kendallova křivka
• popisuje závislost množství vzniklého precipitátu na koncentraci

antigenu při konstantní koncentraci protilátky.

• Na křivce rozlišujeme:

• oblast přebytku protilátky (pracovní oblast pro turbidimetrická a
nefelometrická měření)

• oblast (zónu) ekvivalence, kdy je množství precipitátu maximální

• oblast přebytku antigenu, kdy množství vznikajícího precipitátu, resp.
velikost signálu klesá; do této oblasti se při turbidimetrických a
nefelometrických měření v žádném případě nesmíme dostat – hrozí
vydání „falešně“ nízkého výsledku (a to i řádově!)
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Heidelbergova – Kendallova křivka
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Precipitační metody
• POJMY:

• Aglutinační reakce – reakce protilátky s antigenem, který má korpuskulární charakter

• Precipitační reakce – reakce, při které reaguje rozpustný antigen se specifickou protilátkou

• Vznikají komplexy antigen – protilátka (precipitát)

• precipitace v gelu nebo roztoku

• V gelu – radiální difúze, dvojitá imunodifúze

• V roztoku – precipitát nehodnotitelný okem

• Nefelometrická nebo turbidimetrická detekce
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Neprecipitační metody se značkou
• Detekce tak nízkých koncentrací antigenu a protilátky, jenž neumožňují vznik precipitátu

• Nebo je precipitátu tak málo, že na něj nestačí stanovení precipitačními metodami

• Stanovení imunokomplexu je zcitlivěno vazbou značka na jeden z reaktantů ještě před
samotnou reakcí

• K zesílení signálu značky se používá systém avidin - biotin
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Značky 
• Enzymy – enzymová imunoanalýza

• Fluorescenční látky- fluorescenční

• Chemiluminiscenční látky – luminiscenční

• Radionuklidy – radioimunoanalýza

• EIA, FIA, LIA, RIA
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Dělení neprecipitačních metod
• Kompetitivní – omezené množství specifického imunoreaktantu, o jehož vazebná místa

soutěží molekuly druhého imunoreaktantu bez značky a molekulami se značkou

• Nekompetivní – přebytek specifického imunoreaktantu, bez soutěže

• Homogenní – nevyžadují po reakci oddělení značené reagencie vázané v komplexu od
nevázané

• Heterogenní – vyžadují oddělení
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RIA – radioimunoanalýza
• Neprecipitační metoda

• Jeden z imunoreaktantů je označen radionuklidem

• 125I

• 3H

• V tomto případě je určovaná látka antigenem (Ag) a radioindikátorem je značený antigen (Ag*)

• Sekvenční RIA - preinkubace

• Solid – phase RIA

• Imunoradiometrické stanovení IRMA – značená protilátka

• Sandwichové uspořádání – dvě protilátky, jedna značená a jedna na pevné fázi
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Enzymová imunoanalýza
• využití enzymů ke značení antigenu nebo protilátky

• jako enzymová značka slouží obvykle peroxidasa nebo alkalická fosfatasa

• Kovalentní vazba

• HETEROGENNÍ

• HOMOGENNÍ
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Heterogenní enzymová imunoanalýza
• enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

• V tomto typu metody je jedna komponenta imunochemické reakce nespecificky
adsorbována na povrch pevné fáze

• pevné fáze - zkumavky, jamky mikrotitračních destiček, magnetické částice

• pevná fáze usnadňuje oddělení vázaných a volných značených reaktantů
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Homogenní enzymová analýza
• nevyžaduje oddělení vázané a volné značené protilátky nebo antigenu

• Jednoduchá

• stanovení nízkomolekulárních látek (léků, hormon ů a metabolitů)
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Kompetitivní imonoanalýza
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Kompetitivní imunoanalýza
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Nekompetitivní imunoanalýza - antigen
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Nekompetitivní imunoanalýza - protilátka
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Imunoblotting
• Elektroforetické dělení bílkovin (PAGE SDS)

• Přenos rozdělených bílkovin na membránu (blotting)

• Rozstříhání membrány na proužky

• Na proužky se nanáší vyšetřovaný materiál (sérum)

• Protilátky ze séra se navážou na antigeny na stripech, zbylá bílkovina se promyje

• Aplikace enzymem značené protilátky

• Přidání chromogenu

• Detekce

• Vyhodnocení
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Imunofluorescence
• Konjugace protilátek s fluorochromy

• Nízkomolekulární látky absorbující světelnou
energii

• Excitace

• Při přechodu na zpět na nižší energetickou hladinu
dochází k vyzáření kvant světelné energie

• Nejčastěji: fluorochrom fluorescein isokyanát FITC

• Přímá 
• Nepřímá
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• FIA – stejný princip

• Značka – flurochrom

• Nejčastěji – homogenní kompetitivní



Chemiluminiscenční imunoanalýza
• CLIA

• Stejný princip

• Značka – luminol, izoluminol, akridinové estery
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Použití imuno metod v rychlé diagnostice
• Suchá chemie

• Stanovení přítomnosti drog v moči nebo ve slinách

• Stanovení lidského choriového gonadotropinu

• Stanovení nádorových markerů

• Stanovení hormonů

• Klinická biochemie

• Veterinární medicína
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Děkuji za pozornost

Doc. Ing. Martin Augustynek, Ph.D.

+420 597 325 852

martin.augustynek@vsb.cz
https://profily.vsb.cz/AUG011

www.bme.vsb.cz
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