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Imunochemické metody

Metody zalozené na reakci antigenu s protilatkou

Zakladni pojmy:

e Antigen — molekularni, nadmolekularni ¢i bunécna struktura, ktera je schopna specificky
reagovat s protilatkou nebo receptorem pro dany antigen

e Imunogen — kazda cizoroda molekula (latka), nadmolekularni nebo bunécna struktura ,
ktera ma schopnost u prijemce vyvolat imunitni odpoved’

e Kazdy imunogen je zaroven antigenem (opacné ne)
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Antigeny
Déleni antigend:

1. Kompletni

e \yvolavaji imunitni odpovéd (imunogeny)
e Reaguiji se specifickymi protilatkami

2. Nekompletni

* Hapteny
e Nevyvolavaji imunitni odpovéd

e Reaguiji se specifickymi protilatkami
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Hapteny

* Nejsou schopny vyvolat imunitni odpoved

 Maly rozmér molekuly

e Odpovéed imunitniho systému vyvolavaji az po navazani na vysokomolekularni nosic
Nejsilnéjsi imunogeny:

* Proteiny

e Glykoproteiny

e Polysacharidy
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Epitop
e Determinantni skupina

e Skupina molekul na molekule imunogenu

e Schopnost reagovat s receptory imunokompetentnich bunék a s protilatkami

Obr. 1 Schéma antigenu

 Makromolekuly: vic epitopU

e Dominujici epitop — ten, proti némuz se tvori prednostné a

V T
vy

epitopy
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Epitopy: déleni

1) Sekvenéni — kontinualni

e Ze subjednotek biopolymeru, které se nachazi v sekvenci retézce vedle sebe

e Libovolna konformace

2) Konformacni — diskontinudlni

e Nékolik subjednotek imunogenu, které mohou byt od sebe v retézci vzdaleny
e Konformacnim usporadanim se dostavaji k sobé

e Porusenim konformace se rusi i epitop
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Protilatky

* Imunoglobuliny

* Produkce — B- lymfocyty, plazmatické buriky

* Reakce s antigeny, které indukovaly jejich tvorbu
» Specifickd vazba (antigen — protilatka)

e Struktura lg:

e 2lehké (L), 2 tézké (H) retézce

* NaH je vizdy vazan oligosacharid

e 5 trid: 1gG, IgM, IgA, IgD, IgE

L: kappa, lambda
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Protilatky

Obr. 2 Struktura protilatky

vazebna mista

NH3
F
variabilni oblast
! 5-S- L fetézec

4 -5-5-
-S-S-

konstantni oblast
H fetézec

CoO’
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Vazebné misto - paratop

e tvoreno Sesti hypervariabilnimi CDR-useky (CDR = complementarity determining region) — 3
na lehkém a 3 na tézkém retézci

e Na vlastni interakci s antigenem se obvykle podili 6 az 7 aminokyselin vazebného mista
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Protilatky a jejich priprava

1) Polyklonalni protilatky

* Do organismu zvirete se vpravi antigen

e imunitni systém tvori proti tomuto antigenu specifické protilatky
* Podle stoupajici Cistoty protilatek mizeme rozliSovat:

e antisérum = kompletni krevni sérum imunizovaného zvirete

e izolovana globulinova frakce, izolovana IgG frakce

* izolované specifické protilatky

e Vidy ziskdme smés protilatek (na kazdy epitop imunogenu reaguje specificky nékolik materskych bunék lymfocytd a obvykly
imunogen obsahuje na své molekule nékolik epitopa).
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Protilatky a jejich priprava

2) Monoklonadlni protilatky

pfiprava hybridomovou technologii

produkty jediného klonu lymfocyt(

selektuje se nejvhodnéjsi produkcni klon

Hybridom = klon vznikly fazi B lymfocytu (ze sleziny imunizované mysi) a mysSich nadorovych
(myelomovych) lymfocytl (doddvany komercné)

3) Rekombinantni protildtky

 |zolace genU kddujicich protilatky, klonovani a expresi
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Interakce protilatka antigen

e Vznik imunokomplexu
* Nekovalentni interakce (elektrostatické, disperzni, vodikové, hydrofébni)

e Rovnovazny stav interakce mezi vazebnym mistem protilatky (Ab = antibody) a antigenem (Ag)
obsahujicim 1 epitop za tvorby imunokomplexu Ab-Ag Ize popsat rovnici

e Ab+Ag = Ab-Ag

e K1,2 = Ab-Ag / (Ab x Ag) = k1/k-1 = rovnovdaznd asociacni konstanta: vyjadruje efektivnost vazby a jeji
hodnoty se pohybuji mezi 103 — 1014 |/mol

e Pro poutziti protilatky k imunochemickému stanoveni musi byt tato hodnota > 106 |/mol
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Imunoanalytické metody

e precipitacni: k detekci Ci stanoveni se vyuziva imunokomplexu v podobé precipitatu

e neprecipitacni: vznikajici imunokomplex zustava rozpustny
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Heidelbergova — Kendallova krivka

e popisuje zavislost mnozstvi vzniklého precipitatu na koncentraci
antigenu pfri konstantni koncentraci protilatky.

* Na krivce rozliSujeme:

e oblast prebytku protilatky (pracovni oblast pro turbidimetrickd a
nefelometrickd méreni)

e oblast (z6nu) ekvivalence, kdy je mnozstvi precipitatu maximalni
e oblast prebytku antigenu, kdy mnozstvi vznikajiciho precipitatu, resp.
velikost signdlu klesa; do této oblasti se pfi turbidimetrickych a

nefelometrickych méreni v Zadném pripadé nesmime dostat — hrozi
vydani ,faleSné” nizkého vysledku (a to i radové!)
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Heidelbergova — Kendallova krivka
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Precipitacni metody

 POJMY:

e Aglutinacni reakce — reakce protilatky s antigenem, ktery ma korpuskularni charakter

e Precipitacni reakce — reakce, pri které reaguje rozpustny antigen se specifickou protilatkou
e Vznikaji komplexy antigen — protilatka (precipitat)

e precipitace v gelu nebo roztoku

e V gelu — radialni difuze, dvojita imunodifuze

e V roztoku — precipitat nehodnotitelny okem

e Nefelometricka nebo turbidimetricka detekce
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Neprecipitacni metody se znackou

* Detekce tak nizkych koncentraci antigenu a protilatky, jenz neumoznuiji vznik precipitatu
* Nebo je precipitatu tak malo, ze na néj nestaci stanoveni precipitacnimi metodami

e Stanoveni imunokomplexu je zcitlivéno vazbou znacka na jeden z reaktantl jesté pred
samotnou reakci

e K zesileni signalu znacky se pouziva systém avidin - biotin
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Znacky
 Enzymy — enzymova imunoanalyza

e Fluorescencni latky- fluorescencni

Chemiluminiscencni latky — luminiscencni

Radionuklidy — radioimunoanalyza

EIA, FIA, LIA, RIA

12/12/21 Specialni zdravotnicka technika
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Déleni neprecipitacnhich metod

e Kompetitivhi — omezené mnozstvi specifickeho imunoreaktantu, o jehoz vazebna mista
soutezi molekuly druhého imunoreaktantu bez znacky a molekulami se znackou

 Nekompetivni — prebytek specifického imunoreaktantu, bez soutéze

e Homogenni — nevyzaduji po reakci oddéleni znacené reagencie vazané v komplexu od
nevazané

e Heterogenni — vyzaduji oddéleni
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RIA - radioimunoanalyza

Neprecipitacni metoda
e Jeden z imunoreaktantl je oznacen radionuklidem

125

. 3H

* Vtomto pfipadé je urovana latka antigenem (Ag) a radioindikatorem je znaceny antigen (Ag*)
e Sekvencni RIA - preinkubace

* Solid — phase RIA

* Imunoradiometrické stanoveni IRMA —znacena protilatka

* Sandwichové usporadani — dvé protilatky, jedna znacena a jedna na pevné fazi
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Enzymova imunoanalyza

e vyuziti enzymu ke znaceni antigenu nebo protilatky

* jako enzymova znacka slouzi obvykle peroxidasa nebo alkalicka fosfatasa

e Kovalentni vazba

HETEROGENNI

HOMOGENNI
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Heterogenni enzymova imunoanalyza

e enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

eV tomto typu metody je jedna komponenta imunochemické reakce nespecificky
adsorbovana na povrch pevné faze

e pevné faze - zkumavky, jamky mikrotitracnich desticek, magnetické castice

e pevna faze usnadnuje oddéleni vazanych a volnych znacenych reaktantu
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Homogenni enzymova analyza
* nevyzaduje oddéleni vazané a volné znacené protilatky nebo antigenu

e Jednoducha

e stanoveni nizkomolekularnich latek (Iéku, hormon U a metabolita)
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Kompetitivnhi imonoanalyza
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Kompetitivni imunoanalyza
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Nekompetitivnhi imunoanalyza - protilatka
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Imunoblotting

* Elektroforetické déleni bilkovin (PAGE SDS)

* Prenos rozdélenych bilkovin na membranu (blotting)

e Rozstfihani membrany na prouzky

* Na prouzky se nanasi vySetfovany materidl (sérum)

* Protilatky ze séra se navaZou na antigeny na stripech, zbyla bilkovina se promyje
* Aplikace enzymem znacené protilatky

e Pridani chromogenu

* Detekce

* Vyhodnoceni

12/12/21 Specialni zdravotnicka technika
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Imunofluorescence

e Konjugace protilatek s fluorochromy

* Nizkomolekularni latky absorbujici svételnou
energii

e Excitace

e Pri prechodu na zpét na nizsi energetickou hladinu
dochazi k vyzareni kvant svételné energie

e Nejcasteji: fluorochrom fluorescein isokyanat FITC

12/12/21 Specialni zdravotnicka technika
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e Znacka — flurochrom

* NejCastéji — homogenni kompetitivni
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Chemiluminiscencni imunoanalyza

e CLIA
e Stejny princip

e Znacka — luminol, izoluminol, akridinové estery

12/12/21 Specialni zdravotnicka technika
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Pouziti imuno metod v rychlé diagnostice

e Sucha chemie

e Stanoveni pritomnosti drog v moci nebo ve slinach
e Stanoveni lidského choriového gonadotropinu

e Stanoveni nddorovych markeru

e Stanoveni hormonu

Klinickd biochemie

e Veterinarni medicina
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Dékuji 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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