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'y‘ Indikace laboratornich vysetreni

v klinické imunologii

m UrCeni diagnozy, diferencialni diagnostika

m Potvrzeni diagnozy

m Monitorovani terapie

m Screening rodin




Imunologicke laboratorni

metody 1.volby

hladiny imunoglobulint (kvantitativné) - IgG, IgA, IgM ev. IgE
cirkulujici imunokomplexy metodou PEG
C3, C4 slozka komplementu

T lymfocyty (stanoveni povrchovych znakt) CD3 ev. CD4, CD8 a jejich pomér event.
stanoveni B lymfocytt (CD 19, CD20)

antinuklearni protilatky (ANA, ANF) metodou nepfimé imunofluorescence (zejména u
dospélych pacientu), ENA screening

u déti néktera z metod orientacniho vysetfeni fagocytdzy

Soucéasti kompletniho imunologického vysetreni je vzdy:
« kompletni krevni obraz t.j. v€etné diferencialniho rozpoctu leukocytu
* FW (ev. CRP zejména u déti)



Imunologicke laboratorni

metody 2.volby

m autoprotilatky organove nespecificke (dsDNA, ENA typizace, ANCA, APLA, SMAb, AMAb
a d)aIS|) a organové specifické protilatky (anti-tTG, ASCA, anti-TG, anti- TPO LKM, anti-
ZP

m dalSi ukazatele bunécné imunity napf. znaky aktivace T lymfocytl, NK bunky, B
lymfocyty, adhezivni molekuly

m funkCni testy T a B lymfocytu (blastické transformace)

m vySetfeni fagocytarnich funkci v€etné oxidativniho vzplanuti granulocytu
m stanoveni specifickych IgE (AllergyScreen, Phadiatop apod.)

m ECP

m  C1 inhibitor, C1inh funkéni test

m stanoveni sekreCniho IgA

m stanoveni podtfid IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4



Vysetreni hladin imunoglobulint

IgG, IgA, IgM

Indikace

podezreni na prim. ¢€i sek.defekt (napr. IgA dysgamaglobulinemie, hyper IgM
syndrom, nefroticky syndrom, popaleniny, polytraumata, malnutrice, krevni
malignity, imunosupresivni terapie)

recidivujici infekce dychacich cest, arthralgie, infekce mo¢éovych cest,
gynekologické zanéty, pretrvavajici subfebrilie, u déti otitidy, meningitidy

prikaz paraproteinemii (myelom, Waldenstromova makroglobulinemie)



Stanoveni podtrid IgG

Indikace : Nachylnost k bakterialnim infekcim pri
normalnim Ci lehce snizeném IgG.

snizeni IgG1 vetSinou sekundarni (nefroticky syndrom)

pri defektu 1gG2 infekce pneumokoky, meningokoky,
H.influenzae, nékdy zaroven s defektem IgA

defekt IgG3 — sinusitidy, otitidy u déti
defekt IgG4 vetSinou provazen snizenim IgG2
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'Q‘ Cirkulujici imunokomplexy

—

m hodnoceni aktivity SLE a revmatoidni artritidy (zejm.
pfi sou€asném poklesu C3)

m vetsSi vyznam maji ty IK, které jiz pronikly cévni
stenou

m elevace i u infekci, malignit, systémovych
autoimunitnich chorob

m metoda: precipitace polyetylenglykolem PEG IKEM,
CIK Cl1g nefelometrie



Stanoveni CIK precipitaci

polyetylenglykolem (PEG)

B  vetSi® IK, pozdejsi stadium imunitni reakce
m monitorovani prubéhu syst. onem. ( SLE, GN,artritida)

m ,selektivni® precipitace rozpustnych IK Ag-Pl v séru v
prostredi 3,75% PEG




Vysetreni slozek

komplementu

m podezreni na prim. Ci sek. defekt (pfi snizeném C3 zejm.
Infekce G-. mikroorganismy

m primarni defekty mohou byt spojeny s renalnim poskozenim
(dysregulovana aktivace komplementového systému nebo
zhorsené odstranovani apoptotickeho materialu)

m sekundarni defekt — spotrebovavani pri systémovych
onemocneénich (zejm. SLE), glomerulonefritidach



Vysetreni slozek

komplementu

C3 slozka komplementu Zjisténi vrozeného deficitu

Hodnoceni aktivace komplementu a jeho spotreby

Reaktant akutni faze

C4 slozka komplementu Zjisténi vrozeného deficitu

Hodnoceni aktivace komplementu a jeho spotreby
Diagnostika angioedému (u vrozeného i ziskaného +)
Reaktant akutni faze

C3 nefriticky faktor Aktivace alternativni cesty komplementu, C3 ¥ a C4 norm,
k rozliSeni typl mesangiokapilarni glomerulonefritidy

C1Q slozka komplementu Hodnoceni aktivace komplementu a jeho spotieby

Rozliseni vrozeného a ziskaného angioedému ( u ziskanéhovy )
Vyznam u hypokomplementové urtikarialni vaskulitidy, SLE

C2 slozka komplementu Zjisténi vrozeného deficitu (nej¢astéjsi komplementovy defekt u
bilé rasy, homozygoti 1/10000)

Aktivita komplementu klasickou screeningove testy pfi podezfeni na deficity nékteré ze slozek
cestou komplementu

podezreni na vysoké zapojeni komplementoveho systému do
chorobného procesu




Vysetreni slozek

komplementu

Aktivita komplementu alternativni cestou

screeningové testy pfi podezfeni na deficit nékteré ze
slozek komplementu

podezfeni na vysoké zapojeni komplementového
systému do chorobného procesu

Mandzu vazajici protein

Vrozeny deficit

C1 inhibitor

Kvantitativni deficit inhibitoru C1 esterazy

C1 inhibitor — funkéni test

Kvalitativni deficit inhibitoru C1 esterazy

Funkéni hemolytické testy C1-C9 slozek,
faktorat Ba D

Vrozené deficity — vzacné

Terminalni komplex komplementu C5b-9

Deficit slozek, v CH100 i AH100




Snizena hladina C1-inh je pric¢inou otoku zvaného
angioneuroticky edém.

Toto onemocnéni muize byt vrozené a ziskané.

typ Cl-inh aktivita |C3 |C4
Hereditarni angioedém l.typu (s 30% 20% N
kvantitativnim deficitem C1-inh)
Hereditarni angioedém ll.typu (s 100%, 20% N
kvalitativnim deficitem C1-inh) | zvySeneé

koncentrace
Ziskany angioedém l.typu (spojeny 30% 20% N

s lymfoproliferaci)

Ziskany angioedém ll.typu (s 60-70% 10% N
protilatkami proti C1-inh.)

Upraveno dle: Sediva D., Stiiz I.: Ziskany angioedém v dtisledku deficitu C1-inhibitoru. Alergie &.4, 2000



Vysetreni slozek

komplementu

CH 100 a AH 100
Nulova nebo velmi nizka
hodnota obou testU

-Defekt terminalnich slozek (C3,
C5-9)

-Deficience faktoru | a H
-Pfitomnost C3NEF

CH 100 normalni
AH 100 nulova nebo velmi
nizka hodnota

Defekt na zacatku alternativni
cesty (faktor B,D)

CH 100 nulova nebo velmi
nizka hodnota
AH 100 normalni

Defekt na zac¢atku klasické cesty
(C1q, C1r, C1s, C2 nebo C4)

CH 100 i AH 100 snizeno

Aktivace komplementu in vivo




AR
'Q‘ Anti-C1q protilatky
——

syndrom hypokomplementarni urtikarni vaskulitidy systémovy
lupus erythematodes

m smisena chorobou pojiva
m Feltyho syndrom
m Imunokomplexova vaskulitida u revmatoidni artritidy

m Protilatky proti C1q jsou pritomny také u nemocnych
membranoproliferativnimi glomerulonefritidami a u 100 %
nemocnych s lupusovymi proliferativnimi
glomerulonefritidami, kde hladina anti-C1q protilatek koreluje
s aktivitou nefritidy. U lupoidni nefritidy ma tedy jejich
stanoveni klinicky vyznam.

Protilatky proti C1q se vyskytuji i u zdrave populace a jejich
prevalence vzrusta s vékem.



Pozor: specialni odbér!

Pritomnost v séru (vysrazeni v chladu)

Typizace

Typ I. — monoklonalini kryoglobuliny,
paraproteiny IgG, IgM, IgA

Typ Il. — smiSené kryoglobuliny, kombinace
paraproteinu s polyklonalnim IgL

Typ lll. = polyklonailni imunoglobuliny




Autoprotilatky

Imunoglobuliny, namirené proti endogennim antigenim
v’ proteiny, glykoproteiny (i.c. enzymy, receptory, strukturatni proteiny),
nukleové kyseliny (komplexy s DNA a RNA)
v fosfolipidy (kardiolipin, fosfatidylserin)
v glykosfingolipidy

Stanoveni autoprotilatek

Nalez autoprotilatek — autoimunitni onemocnéni ?

Vzdy je nutné hodnotit pozitivni nalez v
kontextu s klinickym obrazem nemoci !

Kombinace autoprotilatek




Autoprotilatky

Stejn¢ jako autoimunitni onemocnéni rozdélujeme autoprotilatky na
systémove a organove specificke.

Vysetreni indikujeme vZdy pii podezieni na autoimunitni zanét
systémovy nebo urc¢itého organu, u organové specifickych onemocnéni
vysSetiujeme screeningove 1 néktere dalsi autoprotilatky, protoze u
téchto onemocnéni je velmi Casté viceorganove postizeni —
polyglandularni syndrom.
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Abkirzungen: SLE: Systemischer Lupus Erythematodes. SS: Sjégren’s Syndrom. MCTD: Mixed Connective Tissue Disease. NOR:
Nucleolar Organizing Region. NuMA: Nukleéres Mitose-assoziiertes Protein. PBC: Primar billidre Zirrhose. CAH: Chronisch aktive
Hepatitis. CREST: Calcinosis, Raynaud’s Phenomen, Esophageal motor disturbances, sclerodactyly and telangiectasias. hnRNP: heteronu-
clear ribonucleoprotein. PM: Polymyositis. Scl: Sclerodermie. PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen.



' ‘ ENA — protilatky proti extrahovatelnému nuklearnimiu

antigenu

m Anti-SSA/Ro  SLE, Sjogrentiv syndrom

m Anti-SSB/La  SLE, Sjogrentiv syndrom

m Anti-Sm (B B) SLE

m  Anti-Sm (D) SLE

m  Anti-Scl 70 systémova sklerodermie

= Anti-RNP smiSena choroba pojiva SLE

m  Anti-r-RNP SLE

= Anti-Pm-Scl polymyositida, dermatomyositida
= Anti-NuMA Sjogrentv syndrom, SLE, RA

m Anti-Ku sklerodermie

m  Anti-Jo dermatomyositida, polymyositida
m  Anti-histon Iéky indukovany SLE, SLE, RA
m ACA CREST syndrom, sklerodermie



Primary diagnostics
Primary diagnostics and monitoring

Primary diagnostics, classification according to classification
criteria, e.g.: ACR, Chapel- Hill

Primary diagnostics and monitoring, classification according
to classification criteria e.g.: ACR, Chapel-Hill

Special parameter after consultation

H‘epatolog}{ profile for differentiation of autoimmune liver
diseases: AMA-M2/M4/M9; SMA; LKM1; LC-1; SLA/LP (ELISA)

Laboratory-specific normal value

* Thyroid peroxidase + Thyreoglobulin

Antibody to Normal
value

Cell nuclei (Screening HEp-2 cell IFT) negative

dsDNA (RIA) 7 IU/ml
dsDNA (Isotype ELISA) 15 U/ml
SS-A/Ro; SS-B/La (ELISA) Ratio 1
ScL-70 (ELISA) Ratio 1
snRNP (ELISA) Ratio 1
Sm (ELISA) Ratio 1
Centromere B (ELISA) Ratio 1
Jo-1 (ELISA) Ratio 1
ANCA (Screening c,p,x; IFT) negative
MPO (ELISA) 15 U/ml
PR3 (ELISA) 15 U/ml
Cardiolipin- IgM + 1gG (ELISA) 15 U/ml
Prothrombin; Serine* (ELISA) 15 U/ml
IgM-Rheumatoid factor (ELISA) 15 U/ml
IgA-Rheumatoid factor (ELISA) 15 U/ml
IgG-Rheumatoid factor (ELISA) 15 U/ml
Citrullin (ELISA) 25 U/ml
Complement C3,C4 e
Immunoglobulins IgG, 1gM, IgA e
Parotis* (IFT) negative
Hepatology Profile* * (ELISA) Ratio 1
Mitochondria (IFT) negative
Liver kidney microsome (IFT) negative
Smooth muscle cells type actin (IFT) negative
Parietal cells (IFT) negative
Glomerular basement membrane (IFT)  negative
Adrenal gland (IFT) negative
Skeletal muscle (IFT) negative
Sarcolemm (heart muscle, IFT) negative
TPO+TGQQQO -
Pemphigus (IFT) negative
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Progressive systemic
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dpasture syn

Prim. biliary cirrhosis (PBC)
odoasture syndr

Rheumatoid Arthritis (RA)
SLE
Primary/secondary
Sjogren

CREST syndrome

Sharp syndrome
syndrome (APS)
Dermato-/ Polymyositis
Vasculitis

micro. Polyangiitis (mPAN)
Churg-Strauss vasculitis
Autoimmune hepatitis
Prim. sclerosing cholangitis
Ulcerative colitis
Pernicious anemia
Raynaud syndrome
Rapid progressive
glomerulonephritis
Myasthenia gravis
Pemphigus
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neutrofilu - ANCA

ar
'@l Protilatky proti cytoplazme
-y

m Proteinaza 3
m Myeloperoxidaza
m Laktoferrin

m Elastaza
m Cathepsin G
m BPI
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C-ANCA

centralni cytoplasmaticka imunofluorescence
s centralni interlobularni akcentaci

terCovy antigen: proteinaza 3
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P-ANCA

perinuklearni imunofluorescence

terCovy antigen: myeloperoxidaza

50 ym ¢



ANCA asociované vaskulitidy
c-ANCA — Wegenerova granulomatosa
P-ANCA - Churg-Strauss syndrom

Goodpasture’s syndrome — anti GBM




' ‘ Antifosfolipidove protilatky

NEGATIVNE
NABITE PL

YV VYV

Kardiolipin (difosfatidylglycerol) — CL
Fosfatidylserin — PS

Fosfatidylinositol — Pl

Kyselina fosfatidova - PA

NEUTRALNI PL

VYV V

Fosfatidylcholin — PC
Fosfatidylethanolamin — PE

VDRL ANTIGEN

Komplex CL + PC + cholesterol




Antifosfolipidovy syndrom

KLINICKA KRITERIA LABORATORNI KRITERIA
e Opakované zilni a/nebo e Pozitivita antifosfolipidovych (na
tepenné trombozy kofaktoru dependentnich)

¢ Recidivujici spontanni potraty* protilatek
e Perzistujici trombocytopenie | Pritomnost lupusového

antikoagulans

KE STANOVENIi DIAGNOZY APS JE NEZBYTNA PRITOMNOST
ALESPON JEDNOHO KLINICKEHO
A JEDNOHO LABORATORNIHO KRITERIA, POZITIVITA
LABORATORNICH TESTU MUSi BYT PROKAZANA NEJMENE
DVAKRAT S ODSTUPEM TRi MESIicU.

* jeden nebo vice spontannich potratd, porody mrtvého plodu nebo umrti
novorozence narozeného predcasné pro fetalni distress



Fosfolipidy nejsou primarnim cilem

antifosfolipidovych protilatek.

1990 (Koike & kol., Galli & kol., Krilis & kol.) :
APLA asociované s klinickym prukazem trombéz potiebuji k vazbé na fosfolipidy
plazmaticky kofaktor

) B-2 glykoprotein 1 (B2GP1) ANTIPHOSPHOLIPID ANTIBODY
Phosp holipid

mmm) protrombin

memkbira rIE'




Vazba B2GP1 na fosfolipid

molekula p2GP1 prodéla konformaéni zmény

odhaleni kryptického antigenniho neoepitopu

Protilatky proti tomuto epitopu jsou potom
“skutec¢né” autoimunitni antifosfolipidové protilatky

na rozdil

od téch, které

sprovazeji néktera akutni infekéni onemocnéni

*reaguji se samotnym oxidaci zménénym fosfolipidem (tyto nejsou dependentni na kofaktoru,
nezpusobuji zadné klinické projevy a zpravidla po vylééeni infekce vymizi).



' ‘ Reprodukcni imunologie

A

Po mozné ucasti imunopatologickych mechanismu je
tfeba patrat ve vSech pripadech poruch plodnosti,
pokud byly vylouCeny
*geneticke
eanatomické
*hormonalni
sinfekCni priciny.
Takovych pripadu je podle riznych autort 20 az 40%.
Gleicher et al.: Reproductive failure because of autoantibodies: unexplained

infertility and pregnancy wastage. Am J Obstet Gynecol 1989, 160: 1307-
1385



'il‘ VysSetreni neplodnych paru

Zena Muz
* APLA screen, v pfripade pozitivity automaticky anti-spermie (sérum, seminalni
typizace (sérum) plazma)

* anti-spermie (sérum, cervikalni hlen, folikularni
tekutina, délozni vyplach)

« anti-zona pellucida (sérum, cervikalni hlen,
folikularni tekutina, delozni vyplach)

« anti-ovaria (serum, folikularni tekutina)
« anti-TG, anti-TPO

« anti-tTG

*ANAD

specificka aktivita NK bunék proti antigenim

trofoblastu a spermii
T



Crohnovanemoc

Protilatky proti Saccharomyces cerevisie (ASCA)

*Ag = fosfopeptidomanany bunécné stény kvasinek

*Patogeneticky mechanismus dosud nebyl uspokojivé vysvétlen -nejspise
imunopatologicka odpovéd’ na Ag potravy a stievnich mikroorganismii pri
zvySené permeabilité stievni stény

*nekoreluji s aktivitou onemocnéni

Protilatky proti exokrinnimu pankreatu

*Ag Je lokalizovan v sekretu pankreatu

*Vysoce specifické pro CD (31% pac.)

«Zridka nalezeny u UC ( 2%, nizKky titr )

*Nekoreluji s aktivitou ani typem onemocnéni ¢i extraintestinalni manifestaci

Signifikantné zvySena frekvence u insuficience pankreatu



' ‘ Ulceroézni kolitida

Protilatky proti Ag neutrofili typ p (p-ANCA)

*Nenalezen specificky Ag ( MPO, laktoferin, katalaza, histony, struktury
blizké chromatinu -apoptoza neutrofill ), actin — 47% pac

*MozZnost zktizené reakce s bakteridlnimi agens
*U pac s CD nalezeny v nizké frekvenci u podskupiny s ptiznaky kolitidy

*Protilatky proti poharkovvm bunkam

*Protilatky proti sttevni mukoze
*Specificke pro UC (prevalence 26%)
*Nalezeny i u pac s CD (velmi nizka frekvence)

*Protilatky proti hladkému svalu (6%)

 Antinuklearni protilatky (4%)




ASCA protilatky proti anti-goblet cells p-ANCA
exokrinnimu pankreatu protilatky
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'@ Moznostl praktického vyuziti

> indeterminovana kolitida - odliSeni CN a UC

» U détskych pacientu jako diagnosticka neinvazivni
metoda pri suspekci na IBD

» screening pribuznych s IBD




Gluten-senzitivni enteropatie

(celiakie)

Autoprotilatky Diagnosticka | senzitivita | specificita
metoda
Protilatky proti tkanové ELISA 95-100% 95-100%
transglutaminaze
Protilatky proti neprima imuno- 95% 95-100%
endomyziu (slozka fluorescence
mezibunécné hmoty, (NIF)
hlavni antigen = {TG)
Protilatky proti retikulinu
(slozka mezibunécné
hmoty, velky pocCet NIF 50-90% 90-95%
antigennich determinant)
Protilatky proti gliadinu ELISA 30-80% 55-70%




Anti-tTG

Tkanova transglutaminaza (1TG) je predominantnim autoantigenem
autoprotilatek asociovanych s GSE.

Senzitivita vySetreni anti-tTG v izotypu IgA je vysoka a je ovlivnéna
charakterem pouzitého antigenu v laboratornim testu - vysoka u
rekombinantni tTG.

Senzitivitu testu zvySuje i aktivace tTG Ca** ionty a malym mnozstvim
peptidu gliadinu.

Vyskyt anti-tTG protilatek koreluje s klinickou aktivitou GSE.



Diagnosticky algoritmus pri podezreni na gluten-senzitivni
enteropatii (GSE)

Klinické podezieni na GSE
(pfiznaky, rizikové faktory)

v

VysSetreni autoprotilatek:
anti-tTG IgA, EMA IgA
ev.EMA IgG, AGA IgA/lgG, ARA IgG/IgA

/ ! \

Dop.enterobiopsii

V&e negativni Autoprotilatky v izotyPu !gA negativni Autoprotilétky v iz’otypu
IgG pozitivni IgA pozitivni

nizka \ VySetreni sérové ¥

pravdépodobnost GSE hladiny IgA / \
pii pretrvavajicim \ Vysoka
klinickém _ . . . pravdépodobnost
podezfeni zvazit normalni snizenal/deficit GSE
bezlepkovou dietu,

k event. enterobiopsii / Dop.enterobiopsii
[ stiredni pravdépodobnost GSE }

N /




AIL
' Paraneoplasticke protilatky

Paraneoplastlcke neurologicke syndromy

Proti cytoplasmé Purkyrniovych bunék - anti Yo protilatky
Proti jadrim neuront (ANNA) — anti Ri, anti Hu protilatky

ca ovaria, ca prsu, Hodgkinav lymfom




Imunologicka laboratorni vysetreni

u neuropatii

Specializovana vysetreni autoprotilatek
Protilatky proti gangliosidiim
Anti-sulfatidové protilatky
Protilatky proti myelin-asociovanému glykoproteinu (anti-MAG)

Imunologické laboratorni metody 1.volby
VysSetfeni se zamérfenim na monoklonalni gamapatii (M-komponenta v séru)
Kryoglobuliny, v pfipadé jejich pozitivity doplnit imunologické lab. metody 2.volby

(panel org. nespec. autoprotilatek), serologii HCV a IELFO séra (pokud jiz nebylo
provedeno)



Protilatky proti gangliosidum

Gangliosidy (sialoglykosfingolipidy)

lipidy se sacharidovou slozkou, vyskytujici se v mozku (a téz v jatrech, sleziné a stromatu erytrocytt). Jsou
tvofeny ceramidem, k némuz je glykosidové vazan linearni nebo vétveny oligosacharidovy fetézec
kromé béznych monosacharidi obsahuji zbytek kyseliny sialové, ktery jim dodava zaporny nabo;.

Gangliosidy se u€astni adheznich procesu, kde pfedstavuji vazebna mista pro toxiny, viry a bakterie, kdy se
cukerna Cast glykosfingolipidu vaze na lektinovy receptor patogenu.

Jako mozné autoantigeny u neuropatii bylo identifikovano pres 20 sialoglykosfingolipidu (napf. GM1, GM1b,
GalNAc-GM1b, GD1a, GalNAc-GD1a, GD1b, 9-O-acetyl GD1b, GD3, GT1a, GT1lb, GQ1b, GQ1b, LM1).
Tyto potencialni autoantigeny se navzajem liSi strukturou své molekuly.
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Protilatky proti myelin-asociovanému glykoproteinu
(anti-MAG)

-senzorické nervy > motorické nervy
-symetricke distalni postizeni > proximalni postizeni
-ataxie, tremor, vék nad 50 let

-u 85% pozitivni IgM paraprotein v séru




Racionalni panely autoprotilatek u neuropatii

Motorické neuropatie
Anti-GM1 IgG a IgM
Anti-asialo-GM1 IgG a IgM
Anti-GD1a IgG (ev. IgM)

Senzorické a motorické neuropatie
Anti-MAG IgM
Anti-GD1a IgG a IgM
Anti-sulfatid IgG a IgM

Senzorické neuropatie
Anti-sulfatid IgM, anti-GD1b, anti-GD1a, anti-Hu

Demyeliniz. neuropatie
Anti-MAG IgM, anti-GM1, anti-GD1la

Akutni neuropatie
Anti-GML1 IgG a IgM, anti-GQ1b, anti-GQ1la




Principy laboratornich

imunochemickych metod

Stanoveni antigenu, popft. specifické protilatky, je mozné pouze tehdy,

pokud muze byt néjakym zplisobem zméfena nebo vizualizovana reakce
antigenu s protilatkou.

Antigeny a protilatky mohou byt stanovovany na zakladé nasledujicich
principu:

-ptimou detekci

-nepiimou detekci

-detekci zaloZenou na znaceni antigenu nebo protilatky.




Prima detekce antigenu nebo protilatky

Imunonefelometrie

Pri tomto postupu se méri svétlo, které se rozptyluje na komplexech
antigenu a protilaitek. S pomoci standardu o znamém obsahu antigeni se
vytvori referen¢ni krivka, na které se mohou vyhodnocovat signaly
rozptyleného svétla vzorku a vypocitat koncentrace antigenti.

Imunoturbidimetrie

Turbidimetricka metoda je zalozena na podobném principu jako
nefelometrie s tim rozdilem, Ze neni méren rozptyl svétla na
Imunokomplexech, ale méri se absorbce svétla (intenzita zakalu) vzniklymi

imunitnimi komplexy.
» Stanoveni imunoglobulini, slozek komplementu,

proteint akutni faze, CIK C1Q, C1 INH
O



'y ‘ Prima detekce antigenu nebo protilatky

Radialni imunodifiize

Jde o kvantitativni metodu stanoveni bilkovin zaloZenou na principu kruhové (radialni) difize
roztoku antigenu z kruhového startu do vrstvy gelu (napr. agarozovy gel) s obsahem protilatky.
Metoda hodnoti vznikly precipitat v dobé, kdy je dosazeno kone¢ného bodu imunodifize. Velikost
prstence je zavisla na koncentraci prokazované bilkoviny.

Imunoelektroforéza

Jedna se o techniku kombinujici dvé metody — elektroforézu a imunodifazi. VVzorky jsou
aplikovany na agarozovy gel nebo na celulézovou membranu a umistény do eletroforetické
vany. Po probéhlé elektroforéze se do gelu vykroji Zlabek paralelné k eletroforeticky
rozdélenému vzorku a do néj se aplikuje protilatka proti stanovovanému antigenu.
Imunodifuzi se vytvori precipitac¢ni linie. Po obarveni Ize dle tvaru a pozice precipitati urcit
pritomnost jednotlivych proteini a jejich koncetraci (v porovnani se standardy).



' ‘ Prima detekce antigenu nebo protilatky

Protismérna imunoelektroforéza

Do gelu se vykroji dvé jamky, pricemz do jedné se aplikuje roztok antigenu, do druhé protilatka a
pri elektroforéze migruji obé slozky proti sobé. V zéné ekvivalence pak vytvori precipitacni linii.

Stanoveni autoprotilatek protl ENA
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Imunofixacni elektroforéza

Tato metoda zahrnuje podobné jako
imunoelektroforéza elektroforetickou
separaci proteint na gelu, nasledovanou
jejich imunoprecipitaci

s monospecifickymi antiséry.
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Neprima detekce antigenu nebo

protilatky

Latex fixacni test

Protilatky jsou navazany na latexovych ¢asticich a po pridani vzorku
obsahujiciho prislusny antigen dojde k aglutinaci. Tento test se
pouziva napr. ke stanoveni revmatoidniho faktoru.
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' ‘ Funkcni testy stanoveni hemolyticke

aktivity komplementu

m CH50 (hemolytické jednotky) — mnozstvi séra, které zpusobi
lyzu 50% standardni koncentrace ery senzibilizovanych
amboceptorem v pfitomnosti iontt Ca 2+ Mg 2+ za 1 hod
inkubace pfi 37 C

m Hemolyza je méfena spektrofotometricky




Funkcni testy stanoveni hemolytické

aktivity komplementu

m Celkova hemolyticka aktivita
m  Princip podobny RID

m V gelu ovCi ery s navazanou Pl proti ov€im ery. Séra se pipetuji do
aplikacnich jamek,komplement se aktivuje pfi 37 C (klasicka
cesta) : lyza ery - projasnéni




Znacené imunochemicke reakce

Tento typ stanoveni miize byt pouzit pro detekci nebo kvantifikaci nizkych
koncentraci stanovovanych antigend. Antigeny ¢i protilatky mohou byt
znaceny fluorochromem, radioaktivng, chemiluminiscencné ¢i enzymaticky.

»Enzymy (enzymova imunoanalyza — EIA)
»Fluorescencni (fluorescenc¢ni imunoanalyza — FIA)
» Chemiluminiscen¢ni latky (chemiluminiscenéni imunoanalyza — CLIA)

»Radionuklidy (radioimunoanalyza — RIA)



Princip NIF
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Antigenni cile v bunce

Antigeny asociované s délenim
bunky
centriola
deélici vieténko
separacni zona bunky

Organové nespecifické antigeny
cytoplazmy
bunécné organely
antigeny cytoskeletu
dalSi antigeny

Jaderna membrana s pé

Jaderné autoantigeny

\

polynukleotidy
histony
ribonukleoproteiny
antigeny jadérek
centroméra

dalSi antigeny




All
Metody detekce autoprotilatek
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Screening:

 aglutinace (revmatoidni faktor, autoprotilatky pri

poruchach plodnosti)

* neprima imunofluorescence (NIF)
« ELISA
Typizace:
« ELISA
« CIE
« Western blot, Dot blot




