Imunochemické metody
2. cast

Tato piednaska je autorskym dilem, které je chranéno autorskym pravem VSCHT Praha.
Nékteré &asti prednasky vychazeji z autorskych dél tietich osob, ktera VSCHT Praha uZiva pro Giéely vyuky svych studenti na
zakladé zakonné licence.
Obsah této piednasKy je uréen vyluéné pro vyuku studenti VSCHT Praha.
Obsah piednasky nesmi byt rozmnoZovan, zaznamenavan, napodobovan, publikovan ani jinak rozsifovan bez pisemného souhlasu
majitele autorskych prav.
Autorské pravo neporuiuje ten student VSCHT Praha, ktery vyluéné pro svou osobni potiebu zhotovi zaznam ¢&i napodobeninu dila nebo
uzije dilo jinym zpusobem, ktery dle zakona autorské pravo neporusuje.
1
© VSCHT Praha 2022



Imunochemické metody
- precipitacni, neprecipitacni metody

zalozeny na specifickeé interakci protilatky (n vito
produkt imunitniho systému obratlovct ) a an t| g enu

Imunokomplex



Antigen - souhrn

ANTIGEN
» struktura (buiika nebo jeji ¢ast, protein, DNA nebo nizkomolekularni latka), ktera
prostirednictvim nekovalentnich vazeb interaguje se specifickou protilatkou.

»obsahuji obvykle n¢kolik oblasti, na néz se vazi jednotlivé protilatky; hovofime 0
antigennich determinantach neboli epitopech

IMUNOGEN
» struktura, kterou organismus rozpoznava jako cizi a reaguje na jeji pritomnost

tim, Ze proti ni syntetizuje specifické protilatky.

HAPTEN

» nizkomolekularni latky, které samy nejsou imunogenni (nevyvolavaji tvorbu
protilatek), ale jsou-li kovalentné navazany na vysokomolekularni nosi¢ (zpravidla
bilkovinu) a vpraveny do organismu, jsou schopny vyvolat imunitni odpovéd’ (tvorbu
protilatek).



Protilatka - souhrn

Lehké fetézce
l Antigen Antigenl
Yo Teskéfetézce ¥
N —

Variabilni oblasti

lehkych a tézkych fetézcl F(ab),
Konstantni oblasti @@«\\\ Slalol
lehkych a t&Zkych fetézet O

N Fc

Tézkeé retézce

https://labguide.cz/protilatky/



Protilatka - souhrn

Protilatka se vaze na specifickou oblast na
antigenu zvaném epitop. Jeden antigen
muze mit vice epitopu pro rlzné specifické

protilatky. protilatky

variabilni
oblasti

|

ol

antigen <

epitopy

https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/polyclonal-and-monoclonal-antibody-production/



Produkce protilatek - souhrn

Polyklonalni Monoklonalni
protilatky protilatky

smes protilatek chemické individuum

lisi se jak afinitou, tak specifitou kK  y3gechny protilatky maji identickou primarni

jednotlivym epitopum daneho antigenu % strukturu (stejna afinita i specifita)

davod : vice epitopt na molekule imunogenu, . 3 N _ ]
ddvod: vytvoreny pouze proti jednomu epitopu daného

slozitost imunitniho systému, rizné reakce _
antigenu

Jednotlived



Imunoprecipitace X aglutinace

* rozpustné antigeny a molekuly protilatky smichany ve spravnych pomérech

(tzv. zona ekvivalence) vytvareji tzv. precipitaty (srazeniny)

» reakce antigen-protilatka, pfi které protilatky zesituji nerozpustné antigeny,

coz vede k viditelnému shlukovani €astic, nazyvame aglutinace

Aglutinace (shiukovani)
Agg + Ab > Ag-Ab

aglutinogen aglutinin aglutinat
makromolekularni imunokomplex

korpuskularni ,Shluk”®
nerozpustny

Precipitace (srazeni)
Ag + Ab —  Ag-Ab

precipitogen precipitin precipitat
nizkomolekularni imunokomplex
nekorpuskularni ,Srazenina“




Imunoprecipitace

imunodifuzni
metody
nekompetitivni turbidimetrie, kompetitivni
imunoanalyzy nefelometrie, imunoanalyzy
.
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MnoZstvi antigenu

Antigen e @D . - - vzestypni mnoZsti
Protildtka . . - . . konstantni mnoZstvi

https://ulbld.If1.cuni.cz/file/1153/Imunochemie%20201314teorie.pdf



Imunochemické metody

jsou rozdeleny na zaklade vzniku:

precipitatu (aglutinatu) nebo rozpustného imunokomplexu

PRECIPITACNI NEPRECIPITACNI
METODY METODY




Imunochemické metody

jsou rozdeleny na zakladé vzniku:

precipitatu (aglutinatu) nebo rozpustného imunokomplexu

PRECIPITACNI

ME

V ROZTOKU

ODY

V GELU

NEPRECIPITACNI

ME

ODY
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PRECIPITACNI METODY -V ROZTOKU
Turbidimetrické a nefelometrické metody

vznik precipitatu/aglutinatu sledujeme prostfednictvim zmén optickych vlastnosti roztoku
(kvantitativni stanoveni)

antigeny

1 protilatky

00 i.: : X f A\ '5.*.1..
el | oY

= prochazejici

svétlo

Imunoprecipitace

1.:é ; odrazené

Turbidimetrie

svétlo

* pro koncentrované&jSi roztoky

* detektor je v ose paprsku

Nefelometrie

* pro nizSi koncentrace

vznikajicich komplexu()

+ detektor je ve sméru kolmém na vstupujici paprsek

Turbidimetrie

spektrofotemetr

, té“"

Nefelometrie

nefelometr

Castice s navazanymi

protilatkami

e

prochazejicj
svétlo 'd:"

odrazené §7

svétlo

Nefelometrie je 5-10x citlivéj$i a nakladnéjsi nez turbidimetrie

X sy
RV

antigeny

i..
%.

dopadajici

—— .
svétlo

Aglutinace

méfi mnozstvi prochazejiciho svétla (Ubytek intenzity svétla, které proslo roztokem v kyveté)

méFfi mnozstvi svétla rozptyleného pfi prichodu paprsku (mnozstvi svétla odrazeného od
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PRECIPITACNI METODY -V GELU

zalozeno na difuzi obou nebo jednoho partnera imunoreakce gelovou vrstvou

» vznikaji precipitacni linie v mistech, kde koncentrace reaktantl odpovidaji zéné
ekvivalence

* nékdy se rychlost pohybu zvySuje viozenim elektrického pole
e agar, agarosa (1 - 1,5%)

« po odmyti volnych imunoreaktantl se nékdy imunoprecipitacni linie barvi
(Commassie Brilliant blue G-250)

Déleni dle zpusobu provedeni:
— Jednoducha radialni imunodifuze
— Dvaoijita radialni imunodifuze
— Imunoelektroforéza

Vyuziti:
« stanoveni koncentrace antigenu nebo protilatky, porovnani antigenu, sledovani
Cistoty antigenu

https://www.youtube.com/watch?v=Bn-w6P 9TUA 12



https://www.youtube.com/watch?v=Bn-w6P_9TUA

PRECIPITACNI METODY -V GELU

Kvalitativni technika y Kvantitativnitechnika
: Cas TO Cas TO
Ab Ag I B — Gel — Ab Ag
' -~ Sklo —_— '
? Imuno ? K " Imuno T
Jamka precipitat Jamka oncenfracy precipitat Jamka

Ab nebo Ag

NN S NS T
A fel i Cas T1 ‘ Eas T1 Ab l .

Migracni
vzdalenost

A

Vyuziti:
« stanoveni koncentrace antigenu nebo protilatky, porovnani antigenda,
sledovani Cistoty antigenu

13



PRECIPITACNI METODY -V GELU

Jednoducha radialni imunodifuze

« koncentra¢ni gradient jednoho z reaktantu
(vétSinou Ag)

» druhy reaktant (vétSinou Ab) - rovhomérné rozptylen
ve strukture gelu

« vysledkem jsou ostre ohranicené krouzky precipitatu

» plocha prstence (nebo prumeér) - umérné koncentraci
Ag ~

» podle koncentrace standardu — kalibracni pfimka

e Casova narocnost
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© Elsevier. Male et al.: Immunology - www.studentconsult.com
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PRECIPITACNI METODY -V GELU
Dvojita radialni imunodifuize

 testovani vice materiall

« gradient vytvafi jak Ag, tak Ab a dochazi k protismérné difuzi obou reaktantu
(radialné)

« v zone ekvivalence — precipitacni linie, ktera ukazuje na pozitivitu reakce

 kvalitativni hodnoceni, semikvantitativni (konec. 1ze odhadnout dle
vzdalenosti precipitacni linie od pfislusnejamky)

jamkys | . \ precipitacni
antigeny \ linie
jamka s ra
protilatkou

volna difuse antigenu
a protilatky

15



PRECIPITACNI METODY -V GELU
Dvojita radialni imunodifuize

 testovani vice materiall

« gradient vytvafi jak Ag, tak Ab a dochazi k protismérné difuzi obou reaktantu
(radialné)

« v zone ekvivalence — precipitacni linie, ktera ukazuje na pozitivitu reakce

 kvalitativni hodnoceni, semikvantitativni (konec. 1ze odhadnout dle
vzdalenosti precipitacni linie od pfislusnejamky)

Priklad vyuziti : Identifikace biologickych stop (soudni Iékarstvi) — dukaz lidské bilkoviny ve vzorku krve

Fyziologicky roztok Sérum proti

Orientaéni oznageni polohy plotny == - :
\ . Pozitivni lidské bilkovin& Zkoumany

kontrola

Lidska
bilkovina jako
pozitivni
kontrola

Vyluh ze skvrny obsahuje
neznamou bilkovinu

CRF‘mtllatka proti lidské bilkoviné

F__——“——Podlcﬂka na které je

zkoumana skvrna

Precipitacni linie
Sy 16



PRECIPITACNI METODY -V GELU

Protismeéerna imunoelektroforéza
(synereze)

« obmena metody dvojité imunodifuze

» pohyb antigenu i protilatky urychlovan elektrickym polem

»

» precipitacni linie uz za 30 minut S
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PRECIPITACNI METODY -V GELU

Elektroimunodifuze (raketkova technika)

jamky s A
antigeny

protilatka je pfedem rozptylena v agarosovém gelu

roztok antigenu difunduje z vykrojenych jamek

proces je urychleny elektrickym polem

tvorba precipitacnich linii ve tvaru raket

kvantitativni hodnoceni: plocha vymezena precipitatem je Umérna koncentraci

antigenu

gel s protilatkou

Immunoelectrodiffusion
height of
peéis

antigen
concer

18



AGLUTINACE

Prima slouzi k identifikaci korpuskularnich antigenu, které pfirozené nesou

cilové epitopy (napf. bakterii nebo Cervené krvinky (hemaglutinace))

Neprima slouzi k identifikaci rozpustného antigenu na povrchu vhodnych

nosicu (latex, dfive také Cervené krvinky)

Vyhodnoceni:

Kvalitativni — vznika/nevznika precipitat

Kvantitativni — stanoveni nejvyssiho redeni séra, kdy je stale patrna aglutinace

(Fedéni séra nebo titr)

L Aglutinace na detekci protilatek proti yersiniim.

®
@©®®
:
negativni pozitivni @

aglutinace aglutinace 1:100|1:200 |1:400

(Cryptococcus neoformans)

@ K+ pozitivni, titr = 1 : 200

@ €. 1 negativni

@ &. 2 pozitivni, tit. > 1 : 400

@ C. 3 negativni

@ €. 4 pozitivni, titr = 1 : 200

800 5Aglutinace
@ Sedimentace volnych bakterii

19



AGLUTINACE, HEMAGLUTINACE
Prima aglutinace a hemaglutinace

Princip: dochazi k vazbé komplexu antigen-protilatka a jeho nasledné aglutinaci,
kterou Ize pozorovat pouhym okem nebo hodnotit specialnimi pfistroji
Priklad pouZziti: protilatky, které se vytvofi v séru pacienta v pribéhu onemocnéni

(detekce konkrétnich patogenu — bakterialni)

—— Multi-antigenni « pfirodni » Castice / polyklonalni Ab

| ARG
& + Y”‘j» =

Smeés protilatek proti
epitopim ,,a“, ,b“, ,,c“

20



AGLUTINACE, HEMAGLUTINACE
Prima aglutinace a hemaglutinace

Princip: dochazi k vazbé komplexu antigen-protilatka a jeho nasledné aglutinaci,
kterou Ize pozorovat pouhym okem nebo hodnotit specialnimi pfistroji
Priklad pouZziti: protilatky, které se vytvofi v séru pacienta v pribéhu onemocnéni

(detekce konkrétnich patogenu — bakterialni)

Aglutinace (shlukovani)
Ag + Ab > Ag-Ab

aglutinogen aglutinin aglutinat
makromolekularni imunokomplex

korpuskularni »Shluk”
nerozpustny

« hemaglutinin je latka schopna vyvolat aglutinaci Cervenych krvinek

« mezi hemaglutininy patfi protilatky ABO, vyskytujici se v systému
krevnich skupin 21



AGLUTINACE, HEMAGLUTINACE

Hemaglutinace

Pfi pfimé hemaglutinaci se
protilatky (hemaglutininy)
vazou na prirozené antigeny
na povrchu erytrocytu a to
zpusobi jejich poSkozeni a
rozpad (hemolyza). Tento
efekt by nastal, pokud bychom
pacientovi pfi transfuzi podali
neodpovidajici krevni skupinu.

Vysledek
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AGLUTINACE

Pasivni (neprima) aglutinace na nosicich
Princip: vyuziti nosiCu — latexové Castice (dfive ¢ervené krvinky)

» vazba antigenu a nasledné dochazi k aglutinacni reakci se specifickymi
protilatkami
« vazba protilatek na nosiC a nasledné dochazi k aglutinaci s antigeny

Priklad pouziti: detekce rozpustnych antigenu v séru, detekce mikroorganism,
pUvodce onemocnéni, vyuziti v potravinarstvi — falSovani mléka, atd..

Multi-epitopické Castice / polyklonalni Ab
Antigeny Castice

Reakce s pfrisluSnymi
protilatkami
5200 B vn o U3
%0 % + + =
°%%ee d>{:} O iy

Protilatky  Castice _ Reakce s
pFislusnymi antigeny
r )-)"& O o'.‘.
)’)-Y )

X ’g).-i- => =) + .....o =>
s O o
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precipitatu (aglutinatu) nebo rozpustného imunokomplexu

PRECIPITACNI

ME

Imunochemické metody

jsou rozdeleny na zakladé vzniku:

ODY

NEPRECIPITACNI

ME

ODY

24



NEPRECIPITACNI METODY

- SE ZNACKOU |

» radioimunoanalyza (RIA)

» enzymova imunoanalyza (E|A) — kompetitivni, nekompetitivni, heterogenni,
homogenni, ELISA (Enzymova munoanalyza na pevné fazi — Enzyme linked
Immunosorbent assay), imunoblot

» fluorescen¢ni imunoanalyza (F1A), chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (CIA)

> lateral flow immunoassay (LF1A) = imunochromatograficka metoda, znacka —
barevna Castice (latex, uhlik, zlato)

» prutokova cytometrie

- BEZ ZNACKY

» imunoafinitni chromatografie

» Imunosenzory

25
https://www.youtube.com/watch?v=NUmsIlyMVBRk



https://www.youtube.com/watch?v=NUmslyMVBRk

NEPRECIPITACNI METODY - se znackou

3 klicové metody

IMUNOHISTOLOGIE
IMUNOCYTOCHEMIE

Coons et al., 1971

FIXATION
(tissue)

(Ba-a_sa O

BLOCKING with
serum proteins

=

5 =
i

r.l-ﬁ—-_M_.j

INCUBATION with
antibodies labelled with
a fluorochrome

K ﬁ;ﬁf‘

e

OBSERVATION
under the fluorescence
microscope

Engvall a Periman, 1971

ADSORPTION
(tubes or wells)

BLOCKING with a
protein

INCUBATION with
antibodies labelled with
an enzyme

B
e 24 NJ/
%

MEASUREMENT of the
enzymatic activity of the
marker after its
characterisation

munoblot (western blot)
Towbin et al., 1979

TRANSFER of proteins to a
membrane after
electrophoretic

separation

'_-_l_-_::._n_lj

BLOCKING with a
protein

INCUBATION with
antibodies labelled with
an enzyme

s ﬁ’gjq
p I SN

OBSERVATION after
characterisation of the
enzymatic activity of the
marker 26




NEPRECIPITACNI METODY - se znackou

https://www.rndsystems.com/products/secondary-antibodies

PRIMARNI protilatka XwSEKUNDARNi protilatka

vaze se primo na cilovy vaze se na protilatku, ktera
analyt je jiz navazana na cilovy
l antigen
Prima Neprima
Imunodetekce Imunodetekce

https://www.youtube.com/watch?v=gQ0BaZ83ZtY&t=347s 27



https://www.youtube.com/watch?v=qQ0BaZ83ZtY&t=347s

NEPRECIPITACNI METODY - se znackou

1-|"Lf"* Lt{ o
Prima
Imunodetekce

« Zaznamenany signal je dan
znaCkou vazanou na antigen
nebo protilatku specifickou proti
antigenu

» Drazsi metoda, muze dojit k
inaktivace protilatky navazanim
znacky

* Rychlejsi metoda, snizeni
pravdépodobnosti na
nespecifické interakce

Ay

FT "

Neprima
Imunodetekce

Zaznamenany signal neni od antigenu
nebo protilatky proti antigenu.

Pouziti druhe (sekundarni) protilatky
specifické proti primarni protilatce,
respektive proti imunoglobulinim
organismu, ve kterém byla protilatka
pripravena

Zesileni signalu, levnéjsi metoda
pripravy protilatky — zname postupy
(,,univerzalni znacka"“)

DelSi metoda — vice kroku, zvySuje se
pravdépodobnost nespecifickych

interakci
28



NEPRECIPITACNI METODY - se znac¢kou
Systém Biotin-streptavidin

o Biotinylace protilatky a enzymu
X

o Streptavidinovy mustek

9 Vytvoreni komplexu

« Zesileni signalu

Streptavidin: protein o hmotnosti
X 60 kDa ze Streptomyces avidii
4_ Biotin: vitamin s aviditou

ke streptavidinu

[ 1 Enzym: (alkalicka fosfatasa,
peroxidasa,...)

\
N \:
N\

29




NEPRECIPITACNI METODY - se znackou

3 klicové metody

A

IMUNOHISTOLOGIE
IMUNOCYTOCHEMIE

Coons et al., 1971

FIXATION
(tissue)

(Ba-a_sa O

BLOCKING with
serum proteins

S=E= :\I

\
4
rﬂ-ﬁ—w—.j

INCUBATION with
antibodies labelled with
a fluorochrome

K ﬁ%ﬂ]

e

OBSERVATION
under the fluorescence
microscope

B

ELISA
Engvall a Periman, 1971

ADSORPTION
(tubes or wells)

BLOCKING with a
protein

INCUBATION with
antibodies labelled with
an enzyme

B
508 N\l

%

MEASUREMENT of the
enzymatic activity of the
marker after its
characterisation

C

Imunoblot (western blot)
Towbin et al., 1979

TRANSFER of proteins to a
membrane after
electrophoretic

separation

'_-_l_l_::._n_lj

BLOCKING with a
protein

SSas ——\l

l.n_._-_ha._l_I

INCUBATION with
antibodies labelled with
an enzyme

Ks ﬁw

mad o

OBSERVATION after
characterisation of the
enzymatic activity of the
marker 30




IMUNOHISTOCHEMIE,
IMUNOCYTOCHEMIE,
IMUNOFLOURESCENCE

Imunohistochemie je metoda detekce specifickych cilovych antigenu (proteint)
v fezech tkané pomoci protilatek.

Imunocytochemie vyuziva podobné techniky pro lokalizaci bunéénych proteint v
bunécnych preparatech.

Imunofluorescence je ucinnou metodou pro'vizualizaci proteind exprimovanych
pfimo v tkanich. Metoda kombinuje imuﬁologii a fluorescencni molekuly a tim
lokalizuje proteiny v definovanych morfologickych strukturach

« uzite€né nastroje, které poskytuji prehled o genové expresi, prostorovych
vztazich a identifikaci biomarkeru v Sirokém spektru aplikaci

« vyuziti: zakladni vyzkum, hodnoceni normalnich a chorobnych stavu v lidskych
a zvirecich tkanich a hodnoceni patologie rostlin.

Odmaskovani Primdrni Sekunddrni Tercidlni Substrat Kontrastni

» antigenu » Blokovéni » protildtka »  protiltka » &inidla » /Chromogen  » barvivo » Montovéni » Vizualizace
/lektiny*

31



IMUNOHISTOCHEMIE, IMUNOCYTOCHEMIE, IMUNOFLOURESCENCE

. ) X Substrat Kontrastni
tkéné » antigenu » Blokovani ¥ protildtka »  protildtka » E&inidla » /Chromogen  » barvivo

/lektiny*

1) Fixace bunék/tkané:
« zastaveni bunéénych pochodl, uchovani pfirozeného tvaru, ochrana pfed

degradaci
« methanol, formaldehyd, para-formaldehyd, aceton, mrazova fixace ...

Pfiprava Odmaskovani Priméarni Sekunddrni Tercidlni

» Montovdani » Vizualizace

93
C
OO
N

2) Odmaskovani antigenu - permeabi\lizace:
« vytvofeni poru v membrané pro priichod protilatek
« Triton X-100, saponin, ...

32



IMUNOHISTOCHEMIE, IMUNOCYTOCHEMIE, IMUNOFLOURESCENCE

Pfiprava Odmaskovani Priméarni Sekunddrni Tercidlni Substrat Kontrastni

tkéné » antigenu » Blokovéani ¥ protildtka »  protildtka » E&inidla » /Chromogen  » barvivo » Montovdni » Vizualizace

/lektiny*
3) Blokovani:

» minimalizace pozadi vznikajici aktivitou endogennich enzymu, biotinu,
nespecifickych interakci protilatek, a nespecifickych vazeb tkanovych prvku
(nabité Castice, makromolekuly, Fc receptory) s detekénimi Cinidly

 BSA, kasein, sérum,..

\ "s \O?' :,‘w’
A \. 4 ' 4
iR R
s‘ .' ‘L"I.' = :.\
Vo ot @ W )

& " - ! 4 LN . ¢ W : % } ’ ‘ % .
Wt 4 & : B ¥ YAV X v oy 2
\ . 3 : ” < '; " ; Py %’\ '/T:‘, ".‘ | “j’! . 3 - _.'. \ \
A 0 ” : P '.'t"'. . - 5 f "' 4 b . .
o 1 " . "...,‘ o \_‘ / (S . .'. . "“ { ‘ » ) o ‘. . »,
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Aktivita endogenni alkalické fosfatasy (AP) a peroxidasy (HRP) v fezu zmrzlé tkané stfeva fixované acetonem
zobrazena pomoci Vector® Red AP substratu (purpurova) a ImmPACT™ DAB HRP substratu (hnéda), (vlevo). Stejné

substraty pouzité v tkanich oSetfenych roztokem BLOXALL™ (vpravo). Blokovaci roztok BLOXALL™ zcela eliminuje
aktivitu obou endogennich enzymu
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IMUNOHISTOCHEMIE, IMUNOCYTOCHEMIE, IMUNOFLOURESCENCE

Pfiprava Odmaskovani Priméarni Sekunddrni Tercidlni Substrat Kontrastni

tkdné » antigenu » Montovani » Vizualizace

» Blokovéani » protilétka »  protildtka » E&inidla » /Chromogen ¥ barvivo
Jlektiny*

\ l

4) Inkubace s protilatkami: Y
» pfima imunodetekce

* nepfima imunodetekce (nejpouzivangjsi) a 3

— sekundarni protilatky konjugované s enzymem (AP, HRP) jegnokrokove

>
S

— biotinylované sekundarni protilatky -%21_-

— enzymové konjugaty avidinu a streptavidinu dvoukrokové,
na bazi biotinu

2. PFidejte biotinylovanou sekunddrni protilGtku (3A: idejte avidin/biotinylovany enzymovy komplex 4. Pridejte enzymovy substrdt

"Z“C 0t _J

VECTASTAIN® ABC Systémy

1. PFidejte primarni protildtku

- 4 -

s . . - iy s . 34
— protilatka zna€ené ,,znackou neviditelnou v normalnim svétle*



IMUNOHISTOCHEMIE, IMUNOCYTOCHEMIE, IMUNOFLOURESCENCE

Pfiprava Odmaskovani Priméarni Sekunddrni Tercidlni Substrat Kontrastni

tkéné » antigenu » Blokovéani ¥ protildtka »  protildtka » E&inidla » /Chromogen  » barvivo » Montovdni » Vizualizace

/lektiny*
6|
5) Kontrastni barvivo:

« zavadi barvu do specifickych bunécnych struktur, aby poskytla kontrast k
barevnému enzymovému substratu

» pomaha pfi vizualizaci a cilové lokalizaci, usnadiuje interpretaci morfologie a
bunécnych struktur uvnitf fezu tkané

* jadrové kontrastni barvivo — modre (hématoxylln) zelené nebo Cervené

6) Montovaci médium:
« v pripadé imunofluorescencniho barveni se pouzivaji montovaci média, ktera
snizuji vysvécovani fluorofort (znacka na protilatce)
* napf. kanadsky balzam, glycerinova Zelatina, sirup z arabské gumy, glycerin
35



IMUNOHISTOCHEMIE, IMUNOCYTOCHEMIE, IMUNOFLOURESCENCE

Pfiprava Odmaskovani Primdrni Sekunddrni _ Tercidlni Substrat Kontrastni

tkdné » antigenu » Blokovéani » protilétka »  protildtka » Einidla » /Chromogen P barvivo » Montovdni » Vizualizace

/lektiny*

7)Vizualizace - Mikroskopie a zobrazovani

» cilovy antigen, vazany detekCni protilatkou, se vizualizuje za pouziti bud
chromogenni nebo fluorescenéni detekce

» pfi chromogenni detekci je detekCni protllatka konjugovana s enzymem
(kfenova peroxidaza nebo alkalicka fosfataza)<

enzym katalyzuje konverzi pfislusného chromogenu na barevnou
srazeninu v misté antigenu

srazenina muze byt vizualizovana pomoci svételné mikroskopie

 nekteré chromogeny mohou byt vizualizovany za pouziti elektronove,
fluorescencni mikroskopie nebo mikroskopie temného pole

je-li detekCni protilatka konjugovana s fluoroforem, Ize cilovy antigen
vizualizovat pomoci fluorescenéni mikroskopie 36



IMUNOHISTOCHEMIE, IMUNOCYTOCHEMIE, IMUNOFLOURESCENCE

Pfiprava Odmaskovani _ Priméarni Sekunddrni Tercidlni Substrat Kontrastni e
tkdné » antigenu » Blokovani » protildtka » protildtka » Cinidla » /Chromogen ¥ barvivo » Montovani » Vizualizace
/lektiny*

7)Vizualizace - Mikroskopie a zobrazovani

» znaceni vice antigenu

Breast Carcinoma: * Ki67 (rm), ImmPRESS™ Reagent Colon: * M2A antigen [m), VECTASTAIN® ABC-AP Colon: = CD3 (rm), immPRESS™ Recgent (HRP)

(HRP; Universal), Vector® DAB (brown) » CD34, Kit (Universal), Vector® Blue (blue) « CD20 (m), Anti-Robbit igG, ImmPACT™ AMEC Red « CD34 (m),
ImmPRESS™ Reogernit (HRP; Universal), Vector® ImmPRESS™ Reagent (HRP; Universal), Vector® ImmPRESS™-AP Anti-Mouse IgG Reogent, Vector® Blue
ViP (purpie). VIP (purple). (dlue).
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NEPRECIPITACNI METODY - se znackou

3 klicové metody

A

IMUNOHISTOLOGIE
IMUNOCYTOCHEMIE

Coons et al., 1971

FIXATION
(tissue)

(Ba-a_sa O

BLOCKING with
serum proteins

S=E= :\I

\
4
rﬂ-ﬁ—w—.j

INCUBATION with
antibodies labelled with
a fluorochrome

K ﬁ%ﬂ]

e

OBSERVATION
under the fluorescence
microscope

1B

ELISA
Engvall a Periman, 1971

ADSORPTION
(tubes or wells)

BLOCKING with a
protein

INCUBATION with
antibodies labelled with
an enzyme

B
508 N\l

%

MEASUREMENT of the
enzymatic activity of the
marker after its
characterisation

munoblot (western blot)
Towbin et al., 1979

TRANSFER of proteins to a
membrane after
electrophoretic

separation

'_-_l_l_::._n_lj

BLOCKING with a
protein

SSas ——\l

l.n_._-_ha._l_I

INCUBATION with
antibodies labelled with
an enzyme

Ks ﬁw

mad o

OBSERVATION after
characterisation of the
enzymatic activity of the
marker 38




IMUNOBLOT

enzymova imunoanalyza

Blotovani - prenos

* Nukleové kyseliny
« Southern blot - pfenos DNA na membranu a nasledné stanoveni pfidanim préoby
vyvinuta Edwinem Southernem — nazvy zbylych metod jsou slovni hficka..

* Northern blot (obdoba Southern blotu, ale pro-RNA)

* Proteiny

« |Western blot (Cesky také imunoblot)ja nasledné stanoveni (protilatky, ponceau S)

» Eastern blot — slouzi k analyze posttranslaénich modifikaci proteint (rozSifeni western blotu)

Vyhoda imunoblotu
o VvySSi dostupnost bilkovin pro naslednou detekci — nejCastéji imunochemickou
o ,zakoncentrovani® bilkovin na membrané — zvySeni citlivosti detekce
o Vv elektroforetickém gelu toto neni mozné

39



IMUNOBLOT

Towbinova metoda (1979)
* metoda pouzivana pro kvalitativni nebo semikvantitativni detekci urcitého

proteinu ve vzorku
» tvorena tremi zakladnimi kroky:
elektroforetickou separaci proteinu (SDS-PAGE)

pFenosem separovanych proteinu

BEN detekci protein(
: W E S T E R N B L OT konjugovany enzym 9 2 9 chemnumlmscencm

} signal
sekundam ::, ,o
protilatka / \ o’
substrat

primami
protilatka \

\t\\\ protein
\ //Vizu’aﬁz’ace primarni protilatky
membrana navazané na protein

prenos

na membranu A
—> —>

+ f H

| Barveni celkovych proteinu Imunologicka detekce proteinu

SDS-PAGE electroforéza na membrané



IMUNOBLOT

pfrenos separovanych proteinu

kapilarni prenos (zatézovy) - zévasi
« gel polozen na porézni podlozku a vrstvu fikeacal e blotovaci

= e —_~"membrana
. v 7 ’ el B
filtraéniho papiru O ———————__tra&ni papir

* na povrchu gelu umisténa membrana, _—
jedna vrstva vihkého a nékolik vrstev néSOba S pfenosovym
, . _ , pufrem
suchého filtraéniho papiru

« cela sestava je zatiZzena; suchy filtraCni papir nasava kapilarnimi silami
prenosovy pufr, unaseny jsou i bilkoviny z.gelu na membranu

elektroprenos
« elektroprenos je nejucinnéjSi a nejrychlejSi postup prenosu bilkovin
« podle provedeni rozliSujeme tzv. "tankovy" a "polosuchy" (semi-dry) zpusob
« blotovacich jednotek maze byt mezi elektrodami umisténo nékolik
« nutné je umistit blotovaci membranu pfi dané
polarité napajeciho napéti a daném pH
pfenosového pufru na spravnou stranu
gelu, zaména znamena ztratu bilkovin

s | L

filtracni papir e
————Z‘membrana

. o . m
filtracni papir 3
S |

- 41




IMUNOBLOT
pfrenos separovanych proteinu

Pouzivané membrany

nitrocelulosa — nejbéznejsi (rtzné velikosti port — 0,2; 0,45 ym — dle velikosti
prenasenych bilkovin)

polyvinilidendifluorid (PVDF) — vysoka vazebna kapacita, hydrofébni

nylon —pozitivné nabita membrana, vysoka vazebna kapacita
vysokomolekularnich latek (nukleové kyseliny, bilkoviny)

Mini Trans-Blot® Cell

42



IMUNOBLOT
detekce proteinl na membranée

detekce
specifického
N proteinu

- Imuno detekce

- detekce pomoci
afinitniho partnera, ktery
je znacen (fluorescencéné,
radioaktivné)

Electric
current

detekce proteinu

Ty

http://www.life.umd.edu/classroom/bsci423/song/F03-44.jpg

SDS-polyacrylamide gel  Porous - Ponceau S Cerven
membrane - amidova ¢ern
sheet - koloidni zlato

- inkoust

- Coomassie Blue (PVDF)
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IMUNOBLOT
detekce proteinl na membranée

« Blokovani (syceni) volnych vazebnych mist na membrané
« BSA, odtu¢néné mléko

» Vazba protilatek
e Primarni
« Sekundarni (zvySeni citlivosti)
« Konjugace se znackou (enzymova (peroxidasa, alkalicka fosfatasa),
fluorescencni, radioaktivni)

 Detekce
« Chromogenni substrat
e Chemiluminiscenc¢ni substrat
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NEPRECIPITACNI METODY - se znackou

3 klicové metody

IMUNOHISTOLOGIE
IMUNOCYTOCHEMIE

Coons et al., 1971

FIXATION
(tissue)

(Ba-a_sa O

BLOCKING with
serum proteins

S=E= :\I

\
4
rﬂ-ﬁ—w—.j

INCUBATION with
antibodies labelled with
a fluorochrome

K ﬁ%ﬂ]

e

OBSERVATION
under the fluorescence
microscope

Engvall a Periman, 1971

ADSORPTION
(tubes or wells)

BLOCKING with a
protein

INCUBATION with
antibodies labelled with
an enzyme

B
508 N\l

%

MEASUREMENT of the
enzymatic activity of the
marker after its
characterisation

C

Imunoblot (western blot)
Towbin et al., 1979

TRANSFER of proteins to a
membrane after
electrophoretic

separation

'_-_l_l_::._n_lj

BLOCKING with a
protein

SSas ——\l

l.n_._-_ha._l_I

INCUBATION with
antibodies labelled with
an enzyme

Ks ﬁw

mad o

OBSERVATION after
characterisation of the
enzymatic activity of the
marker 45




NEPRECIPITACNI METODY

RUZNE FORMATY
* heterogenni, homogenni
« kompetitivni, nekompetitivni

ENZYMOVA IMUNOANALYZA (EIA)

PRIKLADY
Western blot (imunoblot)

ELISA (Enzymova munoanalyza na pevne fazi; Enzyme Iinkedximmunosorbent assay)

EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay Technigue)

Test zaloZen na kompetici mezi latkou ve vzorku a latkou
znaCenou enzymem glukoso-6-fosfat dehydrogenazou
(G6PDH) o vazebna mista na protilatce

Enzyme
Drug Active Sl \ —

Protilatka Komplex s inaktivovanym

enzymem

Lék znaceny aktivnim
enzymem

Vazbou protilatky na znaceny antigen dochazi k inaktivaci
enzymu

http://genderi.org/automatizace-koncem-80-let.html

RS

N

Po pfidani vzorku obsahujicim stanovovany lek dochazi k
soutézi léku s Iékem znaCenvm enzvmem o vazebna
mis

Enzyme

Drug Active

Lék znaceny aktivnim
enzymem + stanovovany lék

Protilatka Stanovovany lék soutéZi o
protilatku, vysledkem je to, Ze
enzym zlistava éasteéné aktivni

Zim vétsi je koncentrace stanovovaného léku ve vzorku, tim
vetsi je stanovovana aktivita enzymu 46



NEPRECIPITACNI METODY

ELISA (Enzymova imunoanalyza na pevné fazi) ,
(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

Koncept byl vyvinut a poprvé popsan dvéma Sveédskymi
védci: Peter Perlmann a Eva Engvall na Stockholmské
univerzité v roce 1971

5N v\ ]
R W
Eva Engvall Peter Perlmann

zlaty standard pro titracni a detekcni metody

pouziti 96-jamkove mikrotitracni destiCky

velké mnozstvi komeréné dostupnych kit a souprav

spousta komercné dostupnych Cinidel (sekundarni Ab)

automatizace - material a pFistroje jsou pfizplsobeny pro format 96-
jamkoveé destiCky (multikanalové pipety, robotické stanice,
promyvacky, detekéni systemy, ...)

- univerzalni a levny material (polystyren)
47



ELISA — vSeobecné zaklady

1 — Adsorbce antigenu nebo protilatky

Promyti

2 — Saturace

Promyti

3 — Inkubace

&’2{&}:

Adsorbce
(zkumavky nebo jamky)

W

Blokace proteinem

SSEs —

prima
INKUBACE s

enzymaticky
znacenou Ab

ol

Promyti ‘

Pro proteiny: 0,1 to 10 ug/ml
Pfes noc ve 4 °C nebo 2h pfi
laboratorni teploté, nebo 1h pfi 37 °C

Promyti PBS + Tween 20 (0,1%)

K saturaci volnych vazebnych mist
BSA, mléko, Zelatina,...

neprima
INKUBACE s Mozné enzymy
neznaéenou Ab Peroxidasa

Alkalicka fosfatasa
B-galaktosidasa
Acetylcholinesterasa
Glukosaoxidasa

48



ELISA — vSeobecné zaklady

prima

5]

N7

\%

4 — Enzymaticka reakce M

(barevna reakce) ﬂ

L

5 — Stanoveni absorbance

Pouziti spektrofotometru s
nastavenou vhodnou vinovou
délkou

neprima

i

INKUBACE se znac¢enou
sekundarni Ab anti-Ab

~,
N3

Sy

Chromogenni detekce

substrat

\

Y 3%
ﬂ

enzym

4 — Inkubace

Promyti

5 — Enzymaticka reakce

‘ i H 6 — Stanoveni absorbance
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ELISA — formaty

Formaty nekompetitivni ELISA

L)

P Sie
|- -
T

Jednoducha
ELISA
(prima detekce)

ada il
iaiad

Jednoducha Sendvicova ELISA
ELISA s (pfima detekce)
neprimou detekci

18

16

14

1.2

antigen Sendvicova ELISA
S nepfimou
Protilatka anti-hapten nebo anti- detekci

antigen
Specificka protilatka (sekundarni) proti

. e : .
Y imunoglobulindm organismu, ve kterém

1.0

A pii 450 nm

0.8

0.6

04

0.2

byly pfipraveny protilatky anti-hapten
a anti-antigen

0.0

50 6,0 7.0 80 8.0 10.0
log ¢ (CFUimI)

Znadené protilatky 50

Obr.  : Kalibraéni kFivky pro stanoveni L. monocytogenes 88/049 za pouZiti jednotli-

vych protilitek v pfimé sendvi¢ové ELISA.




ELISA — formaty

Formaty kompetitivni ELISA
@ o
® o v» )3 ) o
LY g ?ﬂ L g L g
B S
Y ﬂ%ﬂ " Y

N
Soutéz mezi Soutéz mezi SoutéZ mezi
znaée?ym zn‘ac":e‘r:ls'fm'% volnym a M
a neznacenym a neznacenym ® vazanym
antigenem nebo antigenem nebo haptenem o ﬂ r]
haptenem o ~ haptenem o znacenou Ab SoutéZ mezi
imobilizovanou imobilizovanou Ab, (pfima detekce) volnym a
Ab ktera je vazana na jiz vazanym
(pfima detekce) adsorbovanou Ab haptenem o Ab
16 +  Kalibraéni vicebodova kfivka (pﬁma detekce) S nepﬁmou
L : datekci
. . Volny hapten nebo antigen Y Protilatka anti-hapten nebo anti-antigen

< % Znadeny hapten nebo antigen Y Specificka protilatka (sekundarni) proti

imunoglobulinGm organismu, ve kterém byly
04 Imobilizovany hapten na pfipraveny protilatky anti-hapten a anti-antigen
nosic (protein)

0.0 : : : : | Znacené protilatky 51
0 1 2 3 4 5
log Cyapazotr [Pg-ml?]




ELISA — formaty

PCR-ELISA vyuziti konjugatu protilatky s oligonukleotidem

S g omeien « poskytuje exponencialni zesileni signalu
Can detect any protein but is not able Exponentlglygnalamplnﬂcatnonbut e, Lo ,
to detect low abundance analytes can't directly detect antigens ° Vysoce Cltllvy _ d0kaze detekovat mala
Sensiiviy mnozstvi anglytuv .(vp'g - vfg)
) 8 28 « 100-1000 X citlivéjsi nez ELISA
@ 2 é 2 4 v . b4 4 o v .
* méne inkubacnich kroku zlepsuje
' A reprodukovatelnost testu
Immuno-PCR . . R ) .
(PCR-ELISA) _ * vyzaduje pouze male objemy vzorku

& kompatibilni s komplexnimi vzorky

Detection antibody conjugated to an
oligonucleotide

= o ¢ [»fog
v Y Y Y

< T

Target analyte

https://alphathera.com/blog/immuno-pcr-powerful-method-immunodetection
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NEPRECIPITACNI METODY
Radioimunoanalyza (RIA)

v r. 1959 byla zverfejnéna prukopnicka prace S. A. Bersona a R. S.
Yalow (Quantitative aspects between insulin and insulin-binding antibody, J. Clin. Invest., 1959) S
vyuzitim radioaktivné znaceného analogu insulinu (izotop jodu 31) —
pozdeéji udelena Nobelova cena.

pokraéovénim préce a publikaci V)'/S|edkL°J vyzkumu (Immunoassay of endogenous
plasma insulin in man. J. Clin. Invest., 1960; 39:1157-75), byl poloien zaklad

kvantitativnich analytickych metod, zaloZenych na interakci antigen-
protilatka, ktere se nazyvaji imunoanalytické metody = imunoanalyzy.

velké mnozstvi variant
citliva a levna metoda

dnes nahrazovana neizotopovymi
imunoanalytickymi metodami




RIA

Radioimunoanalyza (RIA)

« terminem RIA se v uzSim smyslu rozumi kompetitivni radioimunoanalyza v

heterogennim usporadani

 nekompetitivni modifikace na sendviCovém principu se nazyva

imunoradiometricka analyza, Immungradiometric Assay, IRMA
N

« radioimunoanalyza muze kompletné probihat v kapalné fazi (RIA) nebo s

-

pouzitim pevné faze (RIA, IRMA)



RIA
Kompetitivni heterogenni RIA v kapalne fazi

« "soutézi" stanovovany antigen (napr. ze séra), s antigenem znacenym o vazbu
na omezené mnozstvi vazebnych mist specifickych protilatek

* vznikaji komplexy:

[antigen séra + protilatka] a [znaCeny antigen + protilatka]

* po ukonCené imunoreakci zbyvaji v roztoku pfitomny jesté nezreagované
molekuly znaceného antigenu

* je mozno merit jak komplex [znaCeny antigen + protilatka], tak zbyvajici
znaceny antigen

Znaceny ® Stanovovany
antigen antigen

 Druhou slozku je nutno . " il
pfedem odstranit -.YYY ..'.. 'YYY AN

Znamé mnozstvi protilatky Y

— srazenim (napf. polyethylenglykolem,
acetonem, trichloroctovou kyselinou)

— koprecipitaci pomoci druhé protilatky

— adsorpci na vhodny sorbent (aktivni uhli) __e ® . _Q
+ naslednou centrifugaci 0& }" 'L ' J“ ,,_Jd;m” T‘",
{ : = in the pelie
separation ,
« 125] je gama-zafi¢, méfime 'Y, ‘
radioaktivitu detektorem » 9 }. 1 2@ i"“ }‘ |
gama-zareni




RIA
Kompetitivni heterogenni RIA v kapalne fazi

« Jestlize se meri komplex [znaCeny antigen + protilatka], coz je CastejSi pripad, je
mezi velikosti naméreneho signalu a koncentraci antigenu ve vzorku neprima
zavislost.

Znamé mnozstvi protilatky Y Znaf: ony o Stanoyovany (
antigen antigen
Yy, s S
YY ) FYYY "e0®
2 C
e ay o= o
.L J A ; J Radioactivit
- - . L - 4 in the ;)(‘Ik‘(
separation : '

A X

« Kdyz se mefri radioaktivita zbyvajiciho znaCeného antigenu, je mezi velikosti signalu
a koncentraci antigenu pfima zavislost.



RIA

Kompetitivni heterogenni RIA v pevné fazi

protilatka vazana na ruzné typy materiall — imunosorbentl (zastice celulozy, polyakrylamidu,

dextranu (Sephadexu), nebo vnitfni stény zkumavek a mikrotitraénich desti¢ek z plastickych hmot, nebo také feromagnetické
Castice)

imunokomplexy se potom nemuseji oddélovat srazenim, ale pouhou centrifugaci
nebo s vyuzitim magnetického pole

‘Y
\

g e
+%%—»@+C;%—»V
& o B

G
G

Limitované Stanovovamo Komplexy Zbyvajici Po odstranéni
mnozstvi antigen protilatky se antigeny zbyvajicich antigent
specifickych a antigen stanovovanym se méfi radioaktivita
protilatek znaceny 125I@ ase komplexu protilatky
znaCenym se znaCenym

antigenem antigenem



RIA

Nekompetitivhi imunoradiometricka analyza (IRMA)

na pevnou fazi, napf. na sténu zkumavek nebo mikrotitracnich
Protilatky 5 NN 5 NY/\Y7 Q destiCek, je navazana specificka protilatka proti stanovovanému
vazané na antigenu
pevnou fazi @
Stanovovany prfidanim vySetfovaného vzorku.
antigen

vznik primarniho komplexu [vazana protilatka + stanovovany
0 @ A antgen

Primarni komplex

ﬁ D%ﬁwézg po vyplachnuti zbytku vzorku se pfida nadbytek znacené

Protilatk o L .
zr:géfnaalzsl protilatky proti stejnému antigenu

vznik vétSiho sekundarniho komplexu [vazana protilatka +
@ @ @ N @ stanovovany antigen + znacena protilatka]

Sekundarni komplex Po odstranéni zbyvajici znadené protilatky se méfi
radioaktivita sekundarniho komplexu.
ﬁ Dﬁ ﬁ - Cim vice je stanovovaného antigenu ve vzorku, tim vice se
vytvorfi sekundarniho imunniho komplexu, ktery se méfi.
Zby"a“c' - Mezi velikosti naméfeného signdlu a koncentraci

znaCena , . . v s a s
protilatka stanovovaného antigenu ve vzorku je pfima zavislost.



RIA

Nekompetitivhi imunoradiometricka analyza (IRMA)

« Pro tuto techniku se s vyhodou pouzivaji monoklonalni protilatky s vysSSi
specifitou.

« Prednosti IRMA je jednoduchost provedeni, vysoka citlivost a moznost
automatizace.

- Jak vyplyva z popsaneho principu, meteda se pouziva pro stanoveni vétSich a
velkych molekul, které musi obsahovat alespon 2 dostatec¢né stericky vzdalené

antigenni determinanty.



RIAa ELISA

Porovnani citlivosti RIA a ELISA

A492 cpm

Priklad: titrace stejného Ag lysozymu z | 9000
kureciho vejce se stejnou polyklonalni
Ab v sendviCovém formatu
- 6000
- 3000
1 1 1 1
0.2 0.8 3.2 12.8
lgG-biotin ng of lysozyme/mL
—— 1gG-'2| Kalibraéni kfivka lysozymu z kufeciho vejce za pouziti
—0— |gG-peroxidase rizného znaceni protilatek pfi sendviové ELISA

A492: absorbance at 492 nm for peroxidase label (D 0)
cpm:counts per minute for 2| label (&)

From Rauch P, Hochel | Vodrazka I, Rumlova Z, Kas J, Guesdon JL
(1989). Comparison of Hen Egg Lysozyme Immunoassays en
Different labels. Agr. Food Immunol. 1: 65-70.




NEPRECIPITACNI METODY

Imunochromatograficky test
(ICT, LFIA)

- v soucCasnosti obrovsky hit

- jeden z imunoreaktantu je vazan na ¢astice — uhlikaté, zlaté, kfemicité
- jiny imunoreaktant vazan na membrané

- kombinace chromatografického principu + vznik imunokomplexu

- vysledek je rozliSitelny okem

- velmi jednoduché a rychlé provedeni

- multianalytova detekce

absorpcni
podlozka

3 nitroceluldézova
podlozka membrana

pro vzorek
\ :
T T vyztuz
testovaci  kontrolni 61

linka linka



IMUNOCHROMATOGRAFICKE TESTY

ruzna usporadani

oteviené/uzavrené (testovaci prouzek, krabicka)

sendvi¢ové/ kompetitivni
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IMUNOCHROMATOGRAFICKE TESTY - SendviGové usporadani

smér toku vzorku
vzorek \?‘
)77%,

. |

T T

testovaci  kontrolni

N linka linka
|—| =—{«—— kontrolni linka |
e “— testovaci linka ‘ anaiyt

Y specificka (detekéni) protilatka

reakcéni Y sekundarni protilatka
|hl .i o smés

antigen ve vzorek bez # kOan'Ugét provti]étky
vzorku antigenu S barevnou castici




IMUNOCHROMATOGRAFICKE TESTY - Sendvitové usporadani

vhodny k detekci antigenu s vice epitopy (mikroorganismy, viry, hCG (tshotesky test), ....

COVID-19AgTest (antigenni test)

&9

o
N

podlozka pro podlozka pro testovaci kontrolni absorpcni

vzorek konjugat linka linka podlozka
""""" \ Y \i T T
Loy Wy Y Y . :
[ I
I I \'4 \'d L /

smér toku vzorku

i o ) ,j-; /. [ |,- -------- A
:‘ @Z‘__,;oo’: Y J% % ! :

v
-

£\

£ N oprotilatka proti SARS-  W£# . . \\'(/
@ SARS-CoV-2 ! CoV-2 oznacend \lr Ero\t/llztka proti SARS- sekundani protilatka
zlatou &astici oV



IMUNOCHROMATOGRAFICKE TESTY - Sendvitové usporadani

vhodny k detekci antigenu s vice epitopy (mikroorganismy, viry, hCG (tshotesky test), ....)

COVID-19AgTest (antigenni test)




IMUNOCHROMATOGRAFICKE TESTY - Sendvitové usporadani

vhodny k detekci antigenu s vice epitopy (mikroorganismy, viry, hCG (tshotesky test), ....

COVID-19AgTest (antigenni test)

[ INTERPRETACE VYSLEDKU ]

Megativni

Pokud s& v oblasti testovecihe proudkw [T] neobjevi 28dné banavnid Cara a v oblest
iminérolndho prouiiu [C) j2 baraynd Eéra piitomnia, pak ja vysledek testu negativnd,

[7& i -l-. g
o &

S

Pozitivni , \©

Podud 5a¢ nblasti tastavecio prouzku [T] abpevi barewns cére a v oblesti konimodnibo
praueky [C] ek, pak ja visledek testu pazitivni,

LD = [
= B
Heplatny
Pokud se v oblesti kontrolrého prowiiu (C) neabjeni Zadna barevnd Sara, je wysledek
neplatmy.
Q e -
40 =
o (e 5
- T
e &
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IMUNOCHROMATOGRAFICKE TESTY - SendviGové usporadani

vhodny k detekci antigenu s vice epitopy (mikroorganismy, viry, hCG (tshotesky test), ....)

COVID-19
-

COVID-19 RychloTest (IgM, IgA, 1gG)

e B Siny

Nitrocellulose Membra /" Absorption Pad
Adhesive Card i

(d(\)gg tion Pad
M l | I I E S Y COVID, 15 ngl : Gold COVID-19 ; Gold Rabbdit IgG ! Anti-Human IgM Antibody I Anti-Rabbit 1gG Antibody

Antigen Conjugate Conjugate
l COWD-19 196 Y Anti-Human 1gG Antibody

O A [ [Ae

L C

I——] _ M
\__7/ N N R ok
Negative IgM I1gG IgM/I1gG

Positive Positive Positive



IMUNOCHROMATOGRAFICKE TESTY - Kompetitivni usporadani

vzorek 3‘
O

\ 'y

»  smér toku vzorku

Y O

T T

testovaci kontrolni
\\; linka linka
. ‘ analyt
— |—|<— kontrolni linka
===|«— testovaci linka &] analog analytu vazany na
inertni protein
.................. . . specificka (detekéni) protilatka
reakeéni T sp ( )P
0,0 i 4 smés Y sekundami protilatka

antigen ve vzorek bez konjugat protilatky 68
vzorku antigenu s barevnou Castici|



IMUNOCHROMATOGRAFICKE TESTY - Kompetitivni usporadani

semikvantitativhi metoda

KL%L .,L,‘ ‘ *Jo P " 4 ‘. d ) 4
=2 ‘ ‘

A B CD E F G H I J K L M N O P Q R S

Obr. Kalibraéni fada nandrolonu.
Zleva doprava rostouci koncentrace nandrolonu: A — negativni kontrola;-B — 100 fg.ml*; C — 500 fg.ml%; D — 1 pg.ml'3; E -5 pg.ml'%; F —
10 pg.ml't; G — 50 pg.ml-1; H — 100 pg.ml*; | — 250 pg.ml*; J— 500 pg:ml*; K — 1 ng.ml%; L = 2,5 ng.ml't; M — 5 ng.ml't; N — 10 ng.ml%; O —
50 ng.ml%; P — 100 ng.ml'%; Q=0,5 yg.ml; R = 5 pg.ml't; S — 50 pg.ml-2.

20000000

18000000 3
16000000 T Jﬁ;_‘l‘\i\k
14000000 - !
5 12000000 -

10000000 - }

Stupné §

8000000 - é\
6000000 - &,

4000000

&
3
2000000 + T

T T T T T T
2 3 4 5 6 7

10g Ctnandrolony (fgml ! )
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Imunochemické metody

jsou rozdeleny na zakladé vzniku:

precipitatu (aglutinatu) nebo rozpustného imunokomplexu

PRECIPITACNI
METODY

NEPRECIPITACNI

ME

ODY

DALSI FORMATY
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NEPRECIPITACNI METODY — IMUNOAFINITNi CHROMATOGRAFIE

Purifikace protilatek

i Y7
Hlavni krok {I*l'{
Kovalentni vazba f y ]
Ag na pevnou fazi A 4 Sérum

Specificka n Y Daisi protitatiy
o - -
purifikace tridy P

[e[€} @
N7
- Protein A

(Staphylococcus)
nebo Protein G
(streptococcus)

promyti eluce

V}}ag‘tﬁz MR NGB 4 B itk
{ X ~

oD

Purifikace antigenu

e

5 [0
. O

D{l;
O

Q

ED.T]-D Hlavni krok
el Co
08%e S
@0 @ 0
Hee Kovalentni vazba
Smés Ab na pevnou fazi

antigent

® Cilovy antigen

O palsi molekuly

Nid

promyti

eluce




NEPRECIPITACNI METODY — PRUTOKOVA CYTOMETRIE

* molekularné biologicka metoda, ktera umoznuje identifikovat a kvantifikovat
rizné znaky v bunice béhem jejiho priichodu laserovym paprskem

« UNIVERSALNI (pouziti zavisi jen na protilatce)

» princip je zalozen na detekci fluorescencniho signalu

Burnika sama fluoreskuje malokdy, proto vyuzivame fluorescencné
znacene protilatky pro sledovani pozadovanych znaku.
N

« pro analyzu musi byt bunky v suspenzi < tzv.
nosna kapalina

(celé tkané se musi rozrusit a uvolnit jednotlivé buriky do suspenze
s nosnou kapalinou)
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NEPRECIPITACNI METODY — PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Postup

1. Znaceni bunék (povrchové znaky) pomoci monoklonalnich protilatek s fluorescenénimi znackami

az 40 barev

moznost multi-parametrického méreni
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NEPRECIPITACNI METODY — PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Postup

1. Znaceni bunék (povrchové znaky) pomoci monoklonalnich protilatek s fluorescenénimi znackami

2. Vlastni méreni
* bunky protékaji specialni celou konstruovanou tak, aby v dany okamzik protékala

celou prave jedna burika z analyzované suspenze

» burika je ozafena sadou laseru o specifickych vinovych délkach a sleduje se vyzarena

fluorescence Optickyssystem

Eluidni te excitacni zdroj a sbérné
uidni sytem optické drahy (¢ocky,
zrcadla, opticke filtry)

- N%/

buriky v suspenzi
proudi za sebou a
protinaji laserovy

paprsek —

rozptyluji svétlo a ~ b

emituji p 1 b

fluorescenci / \ L, i
// % Elektronicky systém

pfevod optickych signalu
na elektronické

N
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NEPRECIPITACNI METODY — PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Postup

1. Znaceni bunék (povrchové znaky) pomoci monoklonalnich protilatek s fluorescenénimi znackami

2. Vlastni méreni
* bunky protékaji specialni celou konstruovanou tak, aby v dany okamzik protékala

celou prave jedna burnka z analyzované suspenze
» bunka je ozarfena sadou laserl o specifickych vinovych délkach a sleduje se vyzarena
fluorescence
« dva pfistupy vyuziti: 1) imunofenotypizace - typizace jakékoliv buriky (nap. leukemické
buriky nebo buriky nakazené virem HIV)

2) roztfidéni bunék podle sledovanych znaku (napt. podle miry syntézy
DNA, RNA, intenzity bunécného cyklu a apoptozy)

Laser Detektor
N + .

Vyehylovaci Vyehylovaci

desticka desticka Znazornéni principu sortingu bunék. Ke kladné a zaporné vychylovaci desticce se
pritahuji opacné nabité buinky a odpad propadava stiedem. Pozitivni, ¢i negativni naboj
bunky ziskaji po pricchodu laserem.

Yo lev ®
I 0 ley a O . Do prava 75
tiridéné kapky

tiridéné kapky
Odpad



NEPRECIPITACNI METODY — PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Postup

1. Znaceni bunék (povrchové znaky) pomoci monoklonalnich protilatek s fluorescenénimi znackami

2. Vlastni méreni

bunky protékaji specialni celou konstruovanou tak, aby v dany okamzik protékala

celou prave jedna burnka z analyzované suspenze

burika je ozafena sadou laserl o specifickych vinovych délkach a sleduje se vyzarena

fluorescence

dva pfistupy vyuziti: 1) imunofenotypizace - typizace jakekoliv bunky (napt. leukemické
buriky nebo buriky nakazené virem HIV)

2) roztfidéni bunék podle sledovanych znaku (napt. podle miry syntézy
DNA, RNA, intenzity bunécného cyklu a apoptozy)

u kazdé bunky zaznamenavaji detektory 2 optické parametry (Side scatter -SSc,
,odrazené" svétlo a Forward scatter — FSc, vyjadfujici rozptyl do velmi malého
dopfedného uhlu) a nejméné 2 parametry vyjadfujici fluorescenci na rdznych

vinovych délkach Primy rozptyl (FSc) = velikost 76
Boc¢ni rozptyl (SSc) 2 granulosita



NEPRECIPITACNI METODY — PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Postup

1. Znaceni bunék (povrchové znaky) pomoci monoklonalnich protilatek s fluorescenénimi znackami

2. Vlastni méreni
* bunky protékaji specialni celou konstruovanou tak, aby v dany okamzik protékala

celou prave jedna burnka z analyzované suspenze
» bunka je ozarfena sadou laserl o specifickych vinovych délkach a sleduje se vyzarena
fluorescence
« dva pfistupy vyuziti: 1) imunofenotypizace - typizace jakékoliv buriky (nap. leukemické
buriky nebo buriky nakazené virem HIV)

2) roztfidéni bunék podle sledovanych znaku (napt. podle miry syntézy
DNA, RNA, intenzity bunécného cyklu a apoptozy)

3. Analyza dat

« vystupem z méfeni je mnohorozmérny graf, do kterého se zanese intenzita kazdéeho
ze sledovanych znaku

« statistickou analyzou se poté roztfidi jednotlivé buriky do skupin podle intenzity
jednotlivych znaku

* na zakladé téchto skupin lze urcit jednotlivé populace a jejich zastoupeni ve vzorku77



NEPRECIPITACNI METODY — PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Postup

Histogram znazorriujici

Zpusoby zobrazeni dat jeden parametr (CD3)

* histogram znazornujici jeden parametr

# Cells

a0

1]

T e aa r
107 107 102 107 10t
FL1-H: CD3FITC

» dvojrozmérné grafy (napf. bodovy (dot-plot)

B cells

Viysokoparametricka
fenotypizace lidské krve

CD19 BUV563

« trojrozmérné se rutinné nepouzivaji

3. Analyza dat CD14 BUVSO5

« vystupem z méfeni je mnohorozmérny graf, do kterého se zanese intenzita kazdéeho
ze sledovanych znaku

« statistickou analyzou se poté roztfidi jednotlivé buriky do skupin podle intenzity
jednotlivych znaku

* na zakladé téchto skupin lze urcit jednotlivé populace a jejich zastoupeni ve vzorku78



NEPRECIPITACNI METODY — PRUTOKOVA CYTOMETRIE

0 200 400 600 800 1000 Bazofily

Trombocyty,

erytrocyty a
debris
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Pouziti imunochemickych metod

Alergologie
— Diagnostika, titrace mediatort, imunomonitorovani a specifické

Imunoterapie
« ELISA, EIA, RIA,

Bakteriologie

— ldentifikace patogenu a bakterialnich antigent patogenu
» aglutinace, ELISA, imunofluorecence

Biochemie

— Titrace sérovych proteinu: imunoglobuliny, slozky komplementu,
detekce hormonu, cytokinu, vitaminu, Iéku v séru..
 ELISA, EIA, RIA, nefelometrie, turbidimetrie

Imunohematologie

— Urceni krevnich skupin a antigenu erytrocytu
« aglutinace
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Pouziti imunochemickych metod

Imunologie

— Titrace auto-protilatek, urceni HLA typu, uréeni lymfocytu, kontroly
vakcinace
« Pritokova cytometrie (FACS), ELISA, RIA, imunofluorecence

Mykologie
— ldentifikace houb v moci a/nebo krvi, detekce protilatek specifickych
pro houby

« Aglutinace, imunofluorecence,€lektrosynereze, imunoelektroforéza

Nadorove markery

— ldentifikace antigenu v krvi
* RIA, ELISA

Parazitologie

— Diagnostika a detekce paraziti ve stolici a krvi, detekce protilatek
specifickych pro parazity
« Aglutinace, imunofluorecence, elektrosynereze, imunoelektroforéza, ELISA
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Pouziti imunochemickych metod

« Virologie
— Detekce viru v krvi, v sekretech z nosu, krku, prudusek, stolice a ve
vzorcich biopsie, Detekce protilatek specifickych pro viry
« ELISA, western blot, imunofluorescence

* Vyzkum
— Casté pouziti imunochemickych metod ve vyzkumu
« NejCastéjsi: western blot, ELISA, EIA, RIA, imunofluorescence
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