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Uloha1 - Imunoprecipitaéni kfivka lidského albuminu a stanoveni
koncentrace albuminu imunoturbidimetricky

Princip:

Imunoprecipitaéni ktivka vyjadfuje mnozstvi vytvofeného imunoprecipitatu pii
riizném mnoZstvi solubilniho antigenu a stejném mnoZstvi odpovidajici protilatky. Ziskdme
ji, jestlize do fady zkumavek, ve kterych je konstantni mnozstvi protilatky, budeme piridavat
antigen ve vzestupné koncentraci (obr. 1).

Obr. 1
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Po inkubaci, béhem niz probihd reakce antigenu s pfislusnou protilatkou, zmétime
v jednotlivych zkumavkach vznikly imunoprecipitat. Podstatou imunoprecipitatu je prostorova
miizka, ktera se vytvafi propojenim epitopti antigenu s jimi odpovidajicimi paratopy
protilatek. Kdyz dosahne urcité velikosti, ztraci rozpustnost a precipituje v roztoku.

Podminkou imunoprecipitace je reakce antigenu s vice epitopy (polyvalentni antigen)
s protilatkami, které stémito epitopy reaguji. Pokud tato podminka neni splnéna,
imunoprecipitace se neuskute¢ni. Proto hapteny, které jsou vybaveny pouze jednim epitopem,
nemohou precipitovat. Podobné monoklonalni protilatky, které jsou namifeny pouze proti
jednomu epitopu, nejsou vhodné pro imunoprecipitacni reakce.

V nasi uloze pouZzijeme k sestrojeni imunoprecipitacni kiivky lidsky albumin a berani
protilatky proti nému. Albumin je vyznamna bilkovina pfitomna v plazmé ve vysoké
koncentraci.

Pti naSem pokusu budeme pracovat s takovymi koncentracemi albuminu, které pokryji
vsechny oblasti precipitacni kiivky — oblast nadbytku protilatky, oblast ekvivalence i oblast
nadbytku antigenu. Zakal, ktery vznika pfi reakci albuminu s protilatkou proti nému, lze
hodnotit imunoturbidimetricky. Pomoci bézného spektrofotometru mtizeme mérit intenzitu
svétla, které prosilo zakalenym roztokem v piimém sméru.

Pro stanoveni koncentrace albuminu v neznamém vzorku pouZijeme jako kalibracni
ktivku linearni, vzestupnou ¢ast precipitacni kiivky (oblast nadbytku protilatky). V této oblasti
je koncentrace antigenu pfimo umeérna mnozstvi vzniklého precipitatu. Je zapotiebi zduraznit,
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ze pokud chceme imunoprecipitaci v roztoku pouzit pro stanoveni koncentrace néjaké latky, je
nezbytné, aby vreakcéni smesi byl nadbytek protilatky. Pokud by tato podminka nebyla
zachovana, dostavali bychom pfi vysokych koncentracich antigenu faleSn€¢ nizké hodnoty.
Vzorek je zapotifebi nafedit tak, aby se koncentrace snizila na hodnotu, kdy bude splnéna
podminka nadbytku protilatky, a vysledek potom vynasobit ziedénim. Na obr. 2 mame uveden
priklad.

Obr. 2 Hodnoceni imunoturbidimetrie
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Imunoturbidimetrické metody jsou Siroce vyuzivané ke stanoveni riiznych analyth
v biologickych tekutinach (napf. riizné plazmatické bilkoviny).

Uloha 2 — Vyhodnoceni jednoduché radialni imunodifize
pro stanoveni celkovych IgG a IgM

Princip metody:

Antigen (v naSem pripad¢ lidsky IgG nebo IgM), ktery je nanesen do kruhového startu,
radialn¢ difunduje v agard6zovém gelu obsahujicim specifickou (zviteci) protilatku. Pii reakci
antigenu se specifickou protilatkou se vytvari precipitacni prstenec, jehoz plocha je iméma
mnozstvi antigenu.

Referencni hodnoty: 1gG: 8§ —18 g/l IgM: 0,6 — 1,8 g/l
Uloha 3 — Stanoveni specifickych protilatek pomoci ELISA metody

Princip metody:

Metody  enzymové  imunoanalyzy  (EIA) predstavuji  velkou  skupinu
imunoanalytickych metod, které vyuzivaji jako znacku enzym. Jednou z EIA metod je tzv.
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Je pro ni typické, ze bud antigen, nebo
protilatka jsou pevné zakotveny na pevné fazi, kterou mtize byt povrch jamek mikrotitracnich
stripi. ELISA metody délime na kompetitivni a nekompetitivni (sendvi¢ové). Mohou byt
pouzity pro stanoveni antigenii nebo protilatek.

Nase modelova souprava ELISA je piikladem sendvicové enzymové imunoanalyzy
urcené ke stanoveni specifickych protilatek, jako jsou napf. protilatky proti nejriznéjSim
infekénim agens (baktérie, viry a dalsi), autoprotilatky namifené proti vlastnim strukturam
nebo IgE protilatky proti jednotlivym alergentim.
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V soupravé je na povrch jamek mikrotitraénich prouzkd (tzv. stripd) navazan
specificky antigen (Ag), kterym mulze byt napf. virovy antigen nebo alergen. V nezndmych
vzorcich, které ptidavame do jamek, budeme vySetfovat pfitomnost protilatek proti tomuto
antigenu. Pokud vzorky obsahuji protilatky proti danému antigenu, navazou se na néj a vytvori
s nim imunokomplexy (obr. 3, prvni krok).

Po promyti nenavazanych slozek vzorku se imunokomplexy detekuji konjugatem
zviteci protilatky proti lidské protilatce (antiimunoglobulin — anti-Ig) s enzymem peroxidazou.
Vznikne ,,sendvi¢* tvofeny antigenem zakotvenym na sténé jamky — lidskou specifickou
protilatkou — konjugatem (obr. 3, druhy krok). Konjugaty, které se nenavazaly, musi byt
odstranény promytim.

Mnozstvi navazanych znacenych protilatek se zviditelni enzymovou reakei,
katalyzovanou peroxidazou. Po odstranéni nenavdzanych molekul konjugitu promytim
pridame substrat, ktery je pomoci peroxidazy pfemeénén na barevny produkt. Enzymova reakce
se zastavuje pridanim kyseliny (stop roztok). Podle intenzity zbarveni hodnotime ptitomnost ¢i
nepiitomnost protilatek v testovanych vzorcich. (obr. 3, tfeti krok). Intenzitu zbarveni je
mozno hodnotit kvalitativné nebo kvantitativné.

Reakéni podminky nekompetitivni ELISA metody

Pro nekompetitivni metodu ELISA pro stanoveni protilatek plati, Ze mnozstvi antigenu
navazaného na sténu desticky musi byt v nadbytku vzhledem k ofekdvanému mnozstvi
protilatek. V ptipadé nedostate¢ného mnozstvi antigenu by se nékteré protilatky v testovanych
vzorcich nemély na co navézat a béhem promyvani by byly odstranény. Vysledek koncentrace
protilatek ve vzorku by pak byl nespravné (falesn€) nizsi. Podobné i mnozstvi ptidavaného
konjugatu musi byt v nadbytku. Disledkem jeho nedostatku by byl opét fale$né nizsi
vysledek, nebot by nebyla splnéna podminka, Ze na vSechny imunokomplexy tvotfené
antigenem a protilatkou ze vzorku, se navaze konjugat.

Vysvétleni nékterych pojmu

1. Promyvani: mezi jednotlivymi kroky provadéni testu ELISA je zapotifebi odstranit z jamek
nenavazané slozky séra (prvni krok) nebo protilatek znaenych enzymem (druhy krok). Provadi se
naplnénim jamek promyvacim roztokem, ktery je pak odstranovan. Tento postup se né€kolikrat
opakuje. Pokud by nebyly vymyty protilatky zna¢ené enzymem, bylo by zbarveni ve vSech jamkach
stejné bez ohledu na mnozstvi specifickych protilatek ve vzorcich.

2. Konjugat: je oznaeni pro spojeni dvou ¢i vice latek pomoci chemické ¢i jiné reakce. V EIA
metodach se konjuguje obvykle zvifeci protilatka proti lidskému imunoglobulinu (anti-Ig) nebo
antigen s enzymem, ktery umoznuje detekci imunokomplext. V nasi ELISA metod¢ je jako
konjugat pouzivan anti-Ig s peroxidazou (anti-Ig/Px).

3. Substratovy roztok: lisi se podle enzymu, ktery je souéasti konjugatu. Pro peroxidazu je pouzivan
derivat benzidinu tetrametylbenzidin, ktery je v redukovaném stavu bezbarvy. Oxidaci peroxidem
vodiku v pfitomnosti peroxidazy se méni na barevny produkt (obr. 4). Pokud v jamkéach neni
navazany peroxidazovy konjugat, nedojde k barevné pfeméné tetrametylbenzidinu a obsah jamek se
nezbarvi.

4. Zastavovaci (stop) roztok je slaby roztok kyseliny, kterym se po urcité dob& zastavuje enzymova
reakce. Zaroven dojde ke zméné barvy z modré na Zlutou, ktera je méfitelna na spektrofotometru pti
vinové délce 450 nm. V ptipad¢ pozitivnich vzorki je Zluté zbarveni viditelné i okem.



Obr. 3 Provedeni nekompetitivni metody ELISA na stanoveni protilatek

Prvni krok: navdzani specifickych protildtek ze vzorku na antigen zakotveny na sténé
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Obr. 4 Podstata chemické reakce katalyzované peroxidazou konjugatu

H3C CH;3 Peroxidaza HsC CH3
(soucast konjugatu)
Hs;C CH; H;C CH;3
3',3",5',5"tetramethylbenzidin 37,37°,56",5" tetramethylbenzidin
BEZBARVY MODRE ZBARVENI

Hodnoceni metody
Kontrola spravnosti provedeni metody ELISA

V jamkach se slepych vzorkem by se nemélo vyvinout viditelné zbarveni, nebot’ misto
vzorku je pouzit fedici roztok, ktery neobsahuje zadné protilatky. Konjugat, ktery se nema na co
navazat, je odstranén pii promyvani. Slabé zluté zbarveni mlize byt zptisobeno ptitomnosti zbytku
konjugatu, ktery byl nedostatecné vymyt.

Hodnoceni vzorku

Pokud jsou v testovanych vzorcich pritomny protilatky proti antigenu navazanému na
sténu jamek, zbarvi se obsah jamek po pridani stop roztoku zluté. Intenzitu zlutého zabarveni
je mozno hodnotit kvalitativné nebo kvantitativné.

a. Kbvalitativni hodnoceni

Pfi tomto zplsobu hodnotime vzorky na pozitivni a negativni. K tomu je zapotiebi
znat hranici mezi negativitou a pozitivitou. Podklady pro rozliSeni na pozitivni a negativni
vzorky dodava obvykle vyrobce. V nasi ELISA metod¢ se zpracovava tzv. cut-off kontrolni
vzorek, jehoz absorbance predstavuje hrani¢ni hodnotu mezi pozitivnimi a negativnimi
vzorky. Konkrétni postup pfi interpretaci vysledk je uveden v navodu k tloze.

Jinou moznosti pro posouzeni miry pezitivity vzorku je pouziti fedéni neboli titrace
vzorku. Pfi nizkém fedéni jsou vSechny jamky s pozitivnimi vzorky silné zabarveny. Pii
vys$§im fedéni zlstanou siln€ pozitivni vzorky dale intenzivné zabarveny, zatimco u slabé
pozitivnich vzorki intenzita zlutého zabarveni slabne. Negativni vzorky neobsahuji specifické
protilatky a nenavazany konjugat je promyvanim odstranén. Jamky se tedy nezbarvi. Rovnéz
protilatky proti jinym antigeniim pfitomné ve vzorcich se na antigen nezachyti a jsou v dalsim
kroku také vymyty.

b. Kvantitativni hodnoceni

Pokud chceme mnozstvi protilatek hodnotit kvantitativng, je zapotiebi spolecné se vzorky
zpracovavat i standardni roztoky v n€kolika fedénich. Intenzita zabarveni v jamkach je v urCitém
koncentracnim rozmezi umérnd mnozstvi protilatek ptitomnych ve vzorku.

Intenzitu zbarveni hodnotime méfenim absorbance pomoci specialniho spektrofotometru s
vertikdlnim paprskem. Hodnoty absorbanci standardnich roztokd se pouziji pro sestrojeni
kalibra¢ni kiivky. Z kalibra¢ni kiivky potom odecteme koncentrace protilatek v neznamych
vzorcich.



Uloha 4 — Stanoveni specifickych protilatek pomoci imunoblotu

Princip metody

Imunoblotové metody kombinuji elektroforézu s imunochemickymi reakcemi. Nejprve je
elektroforézou na polyakrylamidovém gelu rozdélena smés bilkovin. V dals$im kroku
oznacovaném jako blotovani jsou separované bilkoviny pieneseny na nitrocelulézovou nebo
polyvinylidenfluoridovou membranu, kde jsou fixovany. Pfenos se déje bud’ prostou difiizi, nebo
za pomoci elektrického proudu.

Zjednodusenou variantou imunoblotu je imunodot. Na rozdil od imunoblotové techniky, u
nizZ je prvnim krokem elektroforetické rozdéleni proteint (antigentl), u dot blotu jsou na membranu
antigeny naneseny piimo ve formé prouzkll nebo skvrn bez predchozi elektroforetické separace.
Pouzivaji se bud’ Cisté nativni antigeny, nebo antigeny piipravené rekombinantni technologii.

Nosice s jiz rozdélenymi nebo navazanymi jednotlivymi antigeny urcené pro vysetieni
pritomnosti nékterych specifickych protilatek v biologickém materidlu jsou komeréné dostupné.
To podstatnym zptisobem zkrati ¢as potiebny pro provedeni analyzy v klinicko-biochemické nebo
imunologické laboratofi. Zpracovani vzorku se omezi pouze na inkubaci prouzku s vysSetiovanym
biologickym materidlem a naslednou vizualizaci navazanych protilatek.

Prikaz specifickych protilatek v testovaném vzorku s pouzitim prouzkii s antigeny
zahrnuje nékolik krokd (obr. 5):

1. Prouzek je ponofen do inkubacniho roztoku, kde je zvlhéen a poté¢ je knému pridan
vySetifovany vzorek. Pokud jsou ve vzorku pfitomné specifické protilatky, navazou se béhem
inkubace na prislusné antigeny imobilizované na prouzku. Nenavazané slozky vzorku se
odstrani promytim.

2. 'V dalsim kroku se ptida zvifeci protildtka proti lidskému imunoglobulinu znacend enzymem
(konjugat)'. Zvifeci protilatka se navaze na lidsky imunoglobulin a vznikne sendviovy
imunokomplex tvofeny antigenem na prouzku, lidskou protilatkou a konjugatem. Promyti
odstrani nenavazané molekuly konjugatu.

3. Nasleduje piidani substrdtu, ktery je preménovan enzymem konjugatu na produkt. V mistech
prouzku, kde se pfi imunochemickych reakcich navazaly protilatky ze vzorku, se objevi
barevné linie. Ty jsou diikazem pfitomnosti specifickych protilatek proti danym antigeniim ve
vySetiovaném vzorku.

4. Nakonec se prouzek ususi a vyhodnoti se viditelné linie.

Hodnoceni

Hodnoceni se provadi obvykle vizualné, popf. pomoci denzitometru. Posuzuje se
intenzita zbarveni jednotlivych linii a pocet zbarvenych linii. Detaily v hodnoceni jsou u
jednotlivych souprav odlisné a jsou popsany v navodu k dané souprave.

Vyuziti

Imunoblotové a imunodotové techniky se vyuZzivaji v klinické praxi pro semikvantitativni
stanoveni specifickych protilatek proti riznym infekénim agens (napt. Borrelia, Helicobacter
pylori, Treponema pallidum) a dale na stanoveni autoprotilatek namifenych proti antigentim
vlastniho organismu u autoimunitnich onemocnéni. Vyhodou téchto metod je moZnost stanovit

VétSi pocet protilatek proti riiznym antigeniim béhem jednoho vysetieni. Podle reaktivity
konjugatu Ize stanovovat jednotlivé tfidy imunoglobulini — IgG, IgM, IgA.

Je mozna i varianta, kdy jsou na membran¢ imobilizovany protilatky. V tomto pfipade se
pomoci specifickych protilatek stanovuji ve vzorku antigeny.

' Kromé& enzymii mohou byt v konjugatech se zviteci protilatkou pouzity u jiné znacky.

7



Obr. 5 Stanoveni specifickych protilatek pomoci imunoblotu

Prvni krok: navazani specifickych protilatek obsaZenych ve vzorku na antigeny
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Treti krok: vizualizace pritomnosti specifickych protilatek

Substrat

Pridani substrdtu
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