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1. Antigeny

Antigeny (Ag), makromolekuly piirozeného nebo umélého plvodu, jsou po chemické strance
rizné polymery - proteiny, polypeptidy, polysacharidy nebo nukleoproteiny. Antigeny maji dvé
zékladni vlastnosti - nravozuji specifickou imunitni odpovéd’, at bunééného nebo protilatkového typu,
a specificky reaguji s produkty této odpovédi (tj. protilatkami a imunokompetentnimi bunikami). Obé
tyto vlastnosti m& kempletni antigen - imunogen, ktery je tvoren z makromolekulového nosice, a
antigennich determinant neboli epitopit (obr. 1). Epitopem je urcita skupina atomti na povrchu
molekuly antigenu a charakterizuje jeho specifitu a schopnost reagovat s vazebnym mistem protilatky
nebo antigenovym receptorem na lymfocytech. Pocet antigennich determinant reagujicich s vazebnym
mistem protilatek udava valenci antigenti.

Nizkomolekulova latka, ktera nemlze sama navodit tvorbu protilatek, ale specificky reaguje
s produkty imunitni odpovédi, se oznacuje jako hapten (nekompletni antigen).

Obr. 1 Schéma antigenu
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2. Protilatky

Protilatky (Ab) jsou produkovany plasmatickymi buiitkami, vyvijejicimi se z B-lymfocyti po
stimulaci antigenem.

Protilatky jsou heterogenni skupinou glykoproteinii Zivo¢isného ptivodu, které se pfi elektroforese
pohybuji v oblasti B aZ y a oznacuji se imunoglobuliny (Ig). Molekula imunoglobulini obsahuje
minimalné dva identické lehké (L) a dva identické tézké (H) polypeptidové fetézce vzajemné spojené
disulfidovymi vazbami (obr. 2). Jedna molekula Ig obsahuje vZdy jen jeden typ lehkého a jeden typ
tézkého tetézce. Lehké tetézce jsou dvoji - k nebo A a urcuji typ imunoglobulinové molekuly. Tézké
fetézce, které existuji v péti rlznych izotypech vy, pu, o, € a O urCuji pfisluSnost ke tiidé
imunoglobulinu - 1gG, IgM, IgA, IgE, IgD. C-koncové casti fetézcl tvoii konstantni oblast Ig, N-
konce fetézcll se oznacuji jako variabilni oblasti a ptedstavuji ¢ast molekuly protilatky vazajici antigen
- vazebné misto neboli paratop. Kromé IgM s 10 vazebnymi misty a sekrec¢niho IgA se 4 vazebnymi
misty maji ostatni imunoglobulinové tfidy 2 vazebna mista pro antigen.

Obr. 2 Struktura protilatky
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3. Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZzeny na reakci antigenu s protilatkou, pfesnéji feceno na reakci
epitopli s vazebnym mistem protilatky. Vyuzivaji protilatky vyrobené riznym zptsobem.

Monoklondlni protildtky jsou produkty jednoho klonu plasmatickych bun¢k odvozenych od B-
lymfocytl, pfipravenych v laboratornich podminkach hybridomovou technologii. Jeji podstatou je
bunéénd fuse nadorovych (myelomovych) bunék slymfocyty sleziny imunisované  mysi.
Monoklonalni protilatky jsou namifené proti jednomu epitopu urcitého antigenu, a proto predstavuji
identické kopie molekul imunoglobulinii, které maji stejnou primarni strukturu a stejnou specifitu
vazebnych mist. Vyznacuji se vyraznou specifitou, ale Spatn¢ precipituji.

Polyklonalni protildatky (konvencni protilatky) se pripravuji imunisaci zvifat (obvykle kralici,
kozy, ovce) antigenem. Krevni sérum imunisovaného zvitete, které obsahuje protilatky proti antigenu
pouzitému k imunisaci, se oznacuje jako antisérum. Pokud byl k imunisaci pouzit jeden antigen (napf.
jedna bilkovina), vytvareji se monospecifické protildatky (antisérum). Kazdy epitop v molekule
antigenu stimuluje na tvorbu protilatek jeden klon B-lymfocytl. Protoze kompletni antigeny maji vice
epitopd, aktivuji nékolik klont B-bunék. Imunisované zvife syntetizuje smés monoklonalnich
protilatek lisicich se tim, Ze jejich vazebnd mista maji rlznou afinitu i specifitu k jednotlivym
epitopim urcitého antigenu, ktery vyvolal jejich tvorbu.

Imunisace zvifat smési antigenti navozuje produkci polyspecifickych protilatek’, obsahujici
imunoglobuliny proti vétsimu poctu antigeni (napf. antisérum proti bilkovindm lidského séra
pouzivané pii imunoelektroforese).

Na méfeni tvorby komplexu antigenu a protilaitky je zalozeno stanoveni vétSiny analytl
v télesnych tekutinach.

3.1.Imunoprecipitace

Imunoprecipitace je reakce rozpustného antigenu s protilatkou, pfi niz vznika precipitat
(jemna srazenina). Provadi se jako kvalitativni nebo kvantitativni reakce.

Kvantitativni imunoprecipita¢ni kiivka

Zakladni princip, ktery vyuzivaji rizné imunochemické metody, vychazi z kvantitativni
imunoprecipitacni reakce. Jestlize budeme do zkumavek obsahujicich konstantni mnozstvi protilatky
pridavat ve stoupajicim mnoZstvi rozpustny antigen, v nékterych z nich se vytvofi precipitat, ktery
oddélime centrifugaci. Vztah mezi koncentraci antigenu a mnozstvim precipitatu za podminky
konstantniho mnozstvi protilatky charakterizuje kvantitativni imunoprecipitacni kiivka, kterou
popsali v roce 1935 Heidelberger a Kendall.

Kiivku Ize rozdélit na tfi Gseky (obr. 3):

Oblast nadbytku protilatky — se zvySujicim se mnozstvim antigenu vzriista precipitat. Na vSechna
vazebnd mista antigenu jsou navazany protilatky, Vysledkem je vznik malych rozpustnych komplexii
antigenu a protilatky, které se vzajemné nepropojuji. V supernatantu neprokazujeme zadny antigen,
ale muze se vyskytnout volna (nenavazana) protilatka. V oblasti nadbytku protilatky je mnozstvi
komplexu antigen-protildtka w#mérné koncentraci piitomného antigenu. Tyto reakéni poméry se
vyuzivaji u imunoturbidimetrie a imunonefelometrie a nekompetitivnich imunoanalys.

Oblast ekvivalence — dochazi k vzajemnému propojovani molekul antigenu a protilatky a tim
vznikaji velké nerozpustné imunokomplexy s miizkovitou strukturou, které agreguji a vytvaieji
imunoprecipitat. V supernatantu neprokazujeme volny antigen ani volnou protilatku. Dosazeni
ekvivalence se pouziva u imunodifusnich metod.

! Polyspecifické protilatky jsou nékdy nespravné oznatovany jako polyvalentni a monospecifické jako
monovalentni. Termin valence se vSak vztahuje na pocet vazebnych mist protilatky.



Oblast nadbytku antigenu — mnoZzstvi precipitatu klesa v disledku vysoké koncentrace antigenu.
Velké vzajemné propojené imunokomplexy se rozpadaji. VSechna vazebnd mista protilatek jsou
vysycena antigenem a nckteré molekuly antigenu zlstavaji bez navazané protilatky. Vznikaji malé
rozpustné imunokomplexy. V supernatantu nejsou ptitomny volné protilatky, ale vzestupné mnozstvi
volného antigenu. Podminka nadbytku antigenu musi byt splnéna u kempetitivnich imunoanalys.

Obr. 3 Imunoprecipitacni kiivka
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Imunoprecipitacni kiivka je zadkladem pro rizné imunochemické metody, které mohou byt
provadény v gelu nebo v roztoku.

3.2. Imunoprecipitac¢ni metody v gelu

Jako gelové prostiedi je nejcastéji vyuzivan agar nebo agarosa. Do agarového Ci agarosového
gelu se v rizném uspotradani nanasi protilatka a antigen. U jednoduché difuse se mize v agarose
pohybovat pouze jedna slozka (tj. antigen nebo protilatka) a druha slozka je rovnomérné rozptylena
v gelu. Pokud se obé¢ slozky imunochemické reakce voln€ pohybuji proti sobé, jde o dvojitou difusi.
V misté€ reakce antigenu a protilatky se vytvaii precipitacni linie ve formé obloucku, linie ¢i prstence.



Imunodifuse vyuziva napt. jednoduchda radialni imunodifuse dle Manciniové nebo dvojitd radialni
imunodifuse dle Ouchterlonyho.

Dalsi metody kombinuji imunochemickou reakci s elektroforetickou separaci jako je tomu napft.
u imunoelektroforesy a imunofixace.

3.2.1. Jednoducha radialni imunodifuse

Radialni imunodifuse je kvantitativni imunochemicka metoda bez velkych narokti na ptistrojové
vybaveni. Antigen, obsazeny ve vySetfovanych vzorcich nebo standardnich roztocich, je aplikovan
do jamek, které jsou vykrojeny do agarosového gelu, obsahujicitho odpovidajici monospecifickou
protilatku (obr. 4). Deska je inkubovana pii pokojové teploté po dobu 48 — 72 hodin podle charakteru
antigenu. Antigen difunduje z jamek radialné do agarosy, v niZ je koncentrace protilatky konstantni.
Migrace antigenu pokracuje az do dosaZeni ekvivalentniho poméru mezi antigenem a protilatkou.
Komplexy antigenu a protilatky vytvareji imunoprecipitat, ktery se projevi jako ostry bily prstenec
kolem jamky. Plocha precipita¢niho prstence nebo druhd mocnina priiméru prstence je pfimo imeérna
koncentraci antigenu.

Pracovni postup zahrnuje nékolik krokt:

e Rozvafena agarosa, do které se po ochlazeni na 50 °C pfidd monospecifické antisérum, se

nalije na sklenénou desku ¢i do Petriho misky.

e Po ztuhnuti se do agarosy vyfiznou pomoci $ablony kulaté starty, které se plni standardnimi

roztoky a vySetfovanymi vzorky.

e Deska se vlozi do vlhké komurky a neché se inkubovat potfebnou dobu, béhem niz antigen

radialn€ difunduje do okoli a reaguje s protilatkou.

e Po skonceni difuse se desticka ususi a pro zvyraznéni precipitacnich prstenct obarvi.

e Vyhodnocovani spociva ve zméfeni priméru prstenci a vypoctu jejich druhych mocnin.

Z hodnot druhych mocnin primeéru precipitacnich prstenci nékolika fedéni standardnich
roztokll antigenu zhotovime kalibracni kfivku, zniz odecteme koncentrace antigenu v
neznamych vzorcich.

Rozsah méfeni této metody je zpravidla 10 - 200 mg/l, a je proto vhodné pro stanoveni vétSiny
sérovych proteind (napf. imunoglobulini IgG, IgM, IgA, prealbuminu, transferrinu, o,-
makroglobulinu, ceruloplasminu).

V soucasné dobé¢ je tato metoda nahrazovana imunoturbidimetrii nebo imunonefelometrii (viz
nize).

Obr. 4 Jednoducha radidlni imunodifuse ( S; — S; — standardy, V, — V, — vzorky)

precipitaéni prstenec

e

S48, 83 8 8
@ @ @ @ é_ kruhovy start pro naneseni antigenu
© o ® ©®

S S, Vv

agarosovy gen obsahujici specifickou protilatku




3.2.2. Dvojita imunodifuse

Pii dvojité imunodifusi difunduji proti sob& antigen a protilatka. Casto se pouziva iprava podle
Ouchterlonyho. Do gelového prostfedi se obvykle ve tvaru rizice vyfezou jamky, které se plni
antigenem nebo protilatkou. Antigen a protilatka difunduji do okoli jamek radialné. V piipad¢ setkani
antigenu a odpovidajiciho antiséra, které jsou ve vhodném poméru, se vytvoii mezi jamkami
precipitat. Jestlize do jednotlivych jamek okolo stfedového startu s antisérem naneseme ridzné
antigeny, mohou vzniknout precipitaty riiznych tvarti. V ptfitomnosti vice antigenli v jednom vzorku
identifikujeme né¢kolik linii. Podle tvaru precipitacni linie v sousednich jamkach mazeme usuzovat,
zda jsou sousedni antigeny identické, zda maji spoleéné pouze nékteré antigenni determinanty nebo
nejsou identické (obr. 5).

e Reakce imunochemické identity - linie vytvorené vedle sebe umisténymi antigeny plné splyvaji.

e Reakce imunochemické neidentity - precipitacni linie jsou prekiizené.

® Reakce CasteCné identity - je charakterizovana obrazem ostruhy, to znamena, Ze antigeny maji
urCity epitop stejny, ale v jiném se lisi. Splyvajici linie je podminéna reakci spole¢ného epitopu

s prislusnou protilatkou, ostruha je vysledkem reakce epitopu, pfitomného pouze v jednou

antigenu.

Obr. 5 Dvojita radialni imunodifuse podle Ouchterlonyho (Ag,, Ag,, Ag.— antigeny s epitopy a,
b, ¢, Ab,, Ab, — protilatky proti epitoptim a, b)
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Ouchterlonyho dvojita difuse je kvalitativni metoda vhodna k identifikaci antigent a urceni
jejich imunochemické pfibuznosti, pokud jsou k dispozici pfislusna antiséra, nebo opacné na dikaz
pritomnosti protilatek pomoci Cistych antigenti.

3.2.3. Imunoelektroforesa

Imunoelektroforesa je kombinace elektroforesy s imunodifusi. Provedeni probiha ve dvou
krocich. V prvni fazi se smés antigenti rozdéli podle své elektroforetické pohyblivosti na jednotlivé
slozky. Ve druhém kroku se naplni kandlek podél -elektroforeogramu pozadovanym antisérem —
monospecifickym nebo polyspecifickym. Rozdélené antigeny a protilatky proti sob¢ difunduji a
v misté reakce antigenu a odpovidajici protilatky se vytvoii precipitacni obloucek (obr. 6).

3.2.4. Imunofixace

Imunofixace je metoda umoziujici identifikaci a typizaci monoklonalnich imunoglobulini
v séru, moCi nebo mozkomi$nim moku. Podobné jako imunoelektroforesa je i1 imunofixace
dvoustupiiova metoda. V prvni fazi se smés bilkovin rozd¢li podle elektroforetické pohyblivosti. Ve
druhé fazi identifikujeme specifickou bilkovinu pomoci imunoprecipitacni reakce.
Elektroforesa smési bilkovin se uskuteciiuje vétsSinou v agarosovém nebo acetatcelulosovém
gelu. V gelu se zhotovi obvykle 6 startdl, do nichz se aplikuje vzorek téhoz pacienta. Po skonceni




Obr. 6 Imunoelektroforesa (pouzito polyspecifické antisérum)(upraveno podle Ferencik M.:
Imunochémia. Alfa, Bratislava, 1989)
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elektroforesy se na povrch gelu pftilozi Sablona s vyfiznutymi prouzky v zénach elektroforetickych
drah. Do prvniho prouzku, ktery je uréen pouze pro elektroforesu, se aplikuje fixa¢ni roztok, do
ostatnich vyftiznutych prouzkl se nanaseji specifické protilatky (proti IgG, IgA, IgM a proti lehkym
fetézclim k a A), které difunduji do gelu a v mist€, kde reaguji s pfislusSnym antigenem, vytvareji
imunokomplexy ve formé precipitditu. Po promyti vhodnym pufrem zistanou v gelu pouze
nerozpusténé imunokomplexy, vytvarejici ohrani¢ny pruh, ktery se zvyraziuje obarvenim.

Kritickym bodem imunofixace je pouZziti vhodného Fedéni vzorku. Jak vyplyva
z imunoprecipitacni kiivky, dochazi pfi nadbytku jedné ze slozek antigenu nebo protilatky k rozpadu
imunokomplexu. Nizké koncentrace antigenu se nemusi prokazat, pokud vzorek pfili§ nafedime, a
naopak pfi vysoké koncentraci se imunokomplexy rozpusti.

VyuZziti

Imunofixace se v klinicko-biochemické praxi uplatituje predev$im pii prukazu monoklonalnich
imunoglobulinti. Prakticky nahradila dfive pouzivanou imunoelektroforesu. Oproti ni se vyznacuje
jednoduchym a rychlym provedenim, relativné nekomplikovanym odecitanim a vyssi citlivosti.

K vysetfeni imunofixaci pfistupujeme tehdy, pokud pfi elektroforetickém vysetfeni séra ¢i moci
vyslovime podezieni na pfitomnost monoklonalniho imunoglobulinu (paraproteinu) — tzv. M-
komponenty. Monoklonalni imunoglobuliny jsou celé molekuly imunoglobulini nebo jejich casti,
jejichz ptitomnost je typicka pro monoklonalni gamapatii, stav charakterizovany nadmérnou tvorbou
nezadoucich imunoglobulini. Monoklonalni imunoglobuliny vznikaji tak, ze bunky produkujici
protilatky prestanou byt citlivé na regulacni signély, dale se rozmnozuji a produkuji tyto protilatky
nepotiebné pro organismus. U monoklonalni gamapatie se nekontrolované rozmnozuje jeden klon
plasmatickych bungk, které syntetizuji identické molekuly imunoglobulint nebo jeho ¢asti (lehké nebo
tézké tetézce). Monoklonalni gamapatie mohou mit nékdy benigni charakter. VétSinou jsou vsak



ptiznakem nadorového bujeni bunék produkujicich protilatky. Mezi maligni formy patii mnohocetny
myelom (plasmocytom), u né¢hoz mohou byt produkovany kompletni monoklonalni imunoglobuliny
predevsim tiidy IgG a IgA. Nekdy jsou syntetizovany spolecné s tzv. Bence-Jonesovou bilkovinou,
jejiz molekula je tvofena monomerem ¢&i dimerem lehkych fetézct’. Je prokazovéana predevdim v moéi,
nebot’ pro svoji malou molekulu snadno pronikd glomeruldrnim filtrem. Pfi Waldenstromovée
makroglobulinemii vznika nadmérné mnozstvi monoklonalniho IgM.

Imunofixaci miizeme charakterizovat typ monoklonalniho imunoglobulinu, coz je umoznéno
pouzitim sady antisér. Komer¢ni soupravy obsahuji monospecifickd antiséra proti IgG, IgA a IgM a
proti lehkym fetézciim « a A.

Hodnoceni:

o  Polyklondlni imunoglobuliny se projevuji vznikem difusné zbarvenych precipitatl,
prokazatelnych pfi reakci s jednim nebo nékolika antiséry proti t€zZkym nebo lehkym fetézctim.

o  Monoklondlni imunoglobuliny se prokazuji jako uzky siln¢ obarveny prouzek v difusnim
precipitatu polyklonélnich Ig pfi reakci sjednim z antisér proti téZzkym fetézcim a s jednim
z antisér proti lehkym fetézcim. Bence-Jonesova bilkovina vytvaii tzky prouzek pouze pii reakci
s jednim ze dvou antisér proti lehkym fetézctim (obr. 7).

Obr. 7 Imunofixace — priklad IgG monoklonalniho imunoglobulinu
(sérum — paraprotein IgG kappa, mo¢ — volné lehké ietézce kappa)
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3.3. Imunoprecipitacni metody v roztoku

Precipitat, ktery vznikd v gelu, se muZze tvofit rovnéz v roztoku. Mnozstvi vzniklého
precipitatu stanovuji dvé kvantitativni metody - imunoturbidimetrie a imunonefelometrie.

3.3.1. Imunoturbidimetrie a imunonefelometrie

Vysledkem smiseni roztoku antigenu s odpovidajici protilatkou je vznik malych agregati.
Roztok se stava zakalenym. Svétlo, které prochazi zakalenym roztokem, je rozptylovano na rozdil od

? Charakteristickou vlastnosti Bence-Jonesovy bilkoviny je atypicka denaturace. Pi teploté 50 — 60 °C
precipituje (pti pH 4-6), pfi dalsim zahtivani precipitat vymizi.



roztoku, kde neprobéhla zadna imunochemicka reakce. Stupen zakalu je v oblasti nadbytku protildtky
umérny koncentraci antigenu. Vznikly zakal se méfi turbidimetricky nebo nefelometricky.

Turbidimetrie vyuziva optickych detekénich systémi, které méfi intenzitu svétla proslého
zakalenym roztokem v piimém sméru jako u klasické fotometrie. Proto je mozno k detekci pouzit
bézné spektrofotometry. Naopak nefelometrie je zalozena na meéfeni intenzity rozptyleného svétla,
které vychazi z roztoku vSemi sméry. M¢fi se pod thlem, ktery je odlisny od sméru dopadajiciho
zareni, obvykle 45° nebo 90°. Vyzaduje specialni pfistroj — nefelometr, vyuzivajici jako svételny
zdroj obvykle laser (obr. 8).

Je nezbytné, aby pfi provadéni téchto metod byl v reakéni smési nadbytek protildtky, nebot
stejnou hodnotu absorbance mohou poskytovat dvé rozdilné koncentrace antigenu — jedna v oblasti
nadbytku protilatky, druha v oblasti nadbytku antigenu (viz imunoprecipitacni kiivku). Pfi vysokych
koncentracich stanovované latky se imunokomplexy rozpoustéji a v tomto ptipadé bychom mohli
zmefit falesné nizké hodnoty. Pomoci modernich zafizeni je mozno méfit rychlost vzniku zakalu,
ktery je pfimo umérny koncentraci antigenu. Jinym zplsobem, jak rozhodnout v jaké oblasti
precipitacni kfivky lezi hodnota absorbance, je opakovani méteni s vyssim fedénim vzorku.

Praktické provedeni obou metod je jednoduché, a proto vhodné k automatizaci. Spociva ve
smichani optimalné nafedéného monospecifického antiséra s nafedénym vzorkem a naslednym
turbidimetrickym nebo nefelometrickym métenim.

Citlivost precipita¢nich metod v roztoku lze zvySit navdzdanim protilatky nebo antigenu na
latexové Castice, které zesiluji rozptyl svétla vyvolany imunokomplexy vzniklymi v imunochemické
reakce.

Metody imunoprecipitace v roztoku jsou rychlejsi, ale drazsi nez radialni imunodifuse, protoze maji
vEtsi spotiebu protilatek.

Obr. 8 Imunoturbidimetrie a imunonefelometrie

Imunoturbidimetrie Imunonefelometrie

kyveta & méfenym vzorkem kyveta s méfenym vzorkem

D
detektor

zdroj svétla

[
45 []

detektor 900

P T ST TR LR IR TR TN T R R TR LR AL R L R L E b

3.4. Aglutinace

Aglutinace (z lat. agglutino — pfilepuji, pfipojuji) je imunochemicka reakce, pii niz reaguje
specificka protilatka s antigenem, ktery na rozdil od imunoprecipitace, ma korpuskuldrni charakter.
Povahu korpuskularniho antigenu mohou mit napt. cela té€la mikroorganismi a erytrocyty nebo miize byt
pripraven uméle navazanim solubilnich antigenii na povrch inertnich cCastic, které se vyznacuji vétsi
trvanlivosti. Antigeny, které reaguji pfi aglutinaci, se oznacCuji aglutinogeny a protilatky aglutininy.
Aglutinaci erytrocytll nazyvame hemaglutinaci.



Princip aglutinace spociva v reakci, pii niz se vzajemné propoji dvouvazebné (IgG) nebo
vicevazebné (IgM) protilatky s ¢asticemi s vice epitopy. Bivalentnost ¢i multivalentnost protilatek a vétsi
pocet epitopti na partikulich je zakladni podminkou pro vznik pti¢nych vazeb mezi reagujicimi slozkami
a pro vytvoreni vysokomolekularni miiZkovité struktury. Vznikly imunokomplex, oznacovany jako
aglutindt, ma zrnity ¢i vloCkovity charakter, rychle sedimentuje a je viditelny pouhym okem. Protilatky
ttidy IgM s 10 vazebnymi misty vytvaieji pficné mustky mnohem efektivnéji nez IgG s pouhymi 2
vazebnymi misty. Pokud nékteré protilatky nejsou schopny aglutinovat, lze aglutinace dosahnout tim, ze
v dal$im kroku pfidame do reakéni smési zvifeci protilatky proti lidskym imunoglobulinim (Coombstiv
test).

Aglutina¢ni reakce se mohou provadét na podloznim sklicku, ve zkumavkach ¢i mikrotitracnich
destickadch. Ve srovnani s precipitatnimi metodami jsou citlivéj§i. Pii bézném uspotfadani poskytuji
aglutinacni metody kvalitativni, popt. semikvantitativni vysledky, ale je mozné i jejich kvantitativni
provedeni, které je velmi rychlé a citlivé.

Aglutinacni testy délime na piimé a neprimé.

3.4.1. Pfima aglutinace

Pti piimé aglutinaci je antigen integralni soucdsti povrchu Castice (t€la nebo ¢asti mikroorganismii,
erytrocyty). Suspense Castic je piimo shlukovana roztokem specifickych protilatek ptitomnych ve
vySetfovaném vzorku. S metodou piimé aglutinace se setkdvame v hematologii pfi zjistovani krevnich
skupin ¢i v imunologické diagnostice pfi prikazu pritomnosti protilatek proti povrchovym antigenim
neékterych mikrobll (napf. proti Salmonella typhi — tzv.Widalova reakce). Pii stanoveni protilatek je
aglutinace obvykle provadéna s néckolika fedénimi vySetfovaného vzorku a slouzi k urceni tzv. titru
protilatek, kterym rozumime nejvyssi fedéni, pfi némz jeste prokazujeme aglutinaci.

3.4.2. Neprima aglutinace

Technika nepiimé aglutinace pouziva castice, na které byly antigeny dodatecné navizdny. Piivodné
se jako nosi¢ antigenii pouzivaly erytrocyty, pozdéji se jako vhodné ukazaly i inertni Castice z latexu
(latexova aglutinace), koloidniho zlata, popt. z dalSich materiald. Mnohé antigeny se na povrch castic
adsorbuji spontanné (n€které proteiny, bakterialni antigeny, viry). Navazani jinych antigenti vyzaduje
pfedchozi modifikaci povrchu Céstice napf. taninem nebo chloridem chromitym. Pouziti partikuli se
znamym antigenem umoziuje jednoduchy pritkaz specifickych protildtek proti povrchovym antigenim
nékterych patogenti a nékterych autoprotilatek (napf. revmatoidni faktor’) (obr. 9).

Partikule vSak mohou byt obaleny misto antigenu specifickou protilatkou. Tento zpisob
usporadani je oznacovan jako reversni aglutinace a lze jim naopak ve vySetfovaném vzorku prokazovat
antigeny (obr. 10). Jako priklad mize slouzit semikvantitativni stanoveni C-reaktivniho proteinu nebo
lidského choriového gonadotropinu.

3.4.3. Inhibice aglutinace

Inhibice aglutinace je dalsi formou aglutina¢ni reakce a lze ji pouZit ke stanoveni solubilnich
antigenit. Je zaloZena na soutézi solubilniho antigenu a antigenu navazaného na ¢astice o vazbu na
omezené mnozstvi protilatky. Specificka protilatka je inkubovana se vzorkem obsahujicim testovany
antigen. Po pfidani suspense castic s navazanym antigenem k aglutinaci nedochazi, nebot’ vazebna mista
protilditek byla obsazena solubilni formou antigenu v prvni fazi reakce. Nepfitomnost aglutinace
predstavuje positivni vysledek (obr. 11). Pokud by v testovaném vzorku nebyl ptitomen solubilni antigen,
aglutinace by se po pridani korpuskularniho antigenu uskutecnila.

? Revmatoidni faktory (RF) jsou antiimunoglobulinové protilatky obvykle tiidy IgM se specifitou pro Fc fragment IgG.
Jejich zvysené hodnoty jsou typické pro revmaticka onemocnéni, ale miizeme se s nimi setkat i u jinych chorob. Pfi
vysetfeni RF se pouzivaji latexové castice potazené lidskym IgG (latex-fixacni test).
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Obr. 9 Neprima aglutinace pro stanoveni protilatky ve vySetfovaném vzorku
1. reakce — antigen je adsorbovan na povrch inertni ¢astice
2. reakce — CcCastice snavazanym antigenem jsou aglutinovany specifickymi protilatkami
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Obr. 10 Neprima reversni aglutinace pro stanoveni antigenu ve vySetfovaném vzorku
1. reakce — specificka protilatka je adsorbovana na povrch inertni ¢éstice
2. reakce — Ccastice s navazanou specifickou protilatkou jsou aglutinovany pfislusnym antigenem

pritomnym ve vysetfovaném vzorku

specificka protilatka  &astice &astice s navazanou protilatkou
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Obr. 11 Inhibice aglutinace
1. faze — ke specifickym protilatkdm se ptida vzorek obsahujici solubilni antigeny, které s nimi
vytvofi imunokomplexy
2. faze — po pfidani suspense Castic, na nichz je navazan antigen, nemtze dojit k aglutinaci, nebot’
vazebna mista protilatek byla obsazena v piedchozi fazi solubilni formou antigenu

rozpustny antigen specificka imunokomplex
ve vzorku protilatka antigen-protilatka

L
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imunokomplex ¢astice s navazanym nepiitomnost aglutinace
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3.5. Imunoanalysa

Moderni imunoanalytické metody dosahuji zvySeni citlivosti znac¢enim jedné z reagujicich slozek
— antigenu nebo protilatky latkou, jejiz detekce je citlivéjsi nez prikaz imunoprecipitatu. Znackou muize
byt vhodny radioizotop (radioimunoanalysa), engym (enzymova imunoanalysa), fluorescenéni nebo
chemiluminiscencni latka (fluorescencni nebo chemiluminiscen¢ni imunoanalysa), popt. dalsi. Detekéni
limity t&chto metod dosahuji hodnot az 10 az 10" mol.

3.6. Enzymova imunoanalysa (EIA)

Enzymové imunoanalysy jsou citlivé imunochemické metody, které vyuzivaji enzymt ke znaceni
antigenu nebo protilatky. Jako enzymova znacka slouzi obvykle peroxidasa nebo alkalicka fosfatasa.

Heterogenni enzymova imunoanalysa se oznaCuje jako ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay). V tomto typu metody je jedna komponenta imunochemické reakce (antigen nebo protilatka)
nespecificky adsorbovana na povrch pevné faze. Jako pevné faze se uzivaji rizné materialy — zkumavky,
jamky mikrotitraénich desti¢ek, magnetické Castice. Pevna faze usnadiiuje oddéleni vazanych a volnych
znacenych reaktanttl.

Jako homogenni enzymovd imunoanalysa je oznacovana technika, kterd nevyzaduje oddéleni
vazané (v imunokomplexu) a volné znacené protilatky nebo antigenu. Piikladem je metoda EMIT
(Enzyme Multiplied Immunoassay Technique). Jeji provedeni je jednoduché a uziva se ke stanoveni
nizkomolekularnich latek (1ékti, hormonii a metabolitil). Vzorek obsahujici stanovovany antigen se
smicha se znamym mnozstvim téhoz antigenu s navazanym enzymem (konjugat) a piislusnou protilatkou
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v omezeném mnoZzstvi. Pfi imunochemické reakci soutézi neznaceny antigen s konjugatem o navazani na
omezené mnozstvi protilatky. Pfi vazbé protilatky na konjugat se aktivni centrum enzymu miZze
zablokovat nebo nastava konformaéni zména enzymové molekuly spojend se ztratou aktivity. Cim je ve
vzorku vice nezna¢eného antigenu, tim vice molekul protilatky s nim reaguje a tim zlistane zachovano
vice enzymové aktivity v konjugatu, ktery nevstoupil do imunochemické reakce. Enzymova aktivita je
proporcionalni koncentraci antigenu v nezndmém vzorku.

Imunoanalytické metody vyuzivaji obvykle dva zplisoby uspofadani -  kompetitivni a
nekompetitivni.

3.6.1. Kompetitivni enzymova imunoanalysa se znacenym antigenem

Tato metoda se provadi v nadbytku antigenu. Se sérem, které obsahuje neznamé mnozstvi antigenu,
se smicha znamé mnozstvi stejného antigenu znacené¢ho enzymem (konjugat). Antigen v séru nebo ve
standardnim roztoku a konjugat soutézi o vazebna mista omezeného mnoZstvi specifickych protilatek
vazanych na pevné fazi. Neznaceny antigen ve vzorku a znaCeny antigen se vazou na protilatku ve
stejném pomeru jako byl jejich pomér v ptivodni smési; to znamena, ze ¢im vice neznaceného antigenu
reak¢ni smés obsahuje, tim méné znaceného antigenu se navaze na protilatku a opacné (obr. 12). Za
téchto podminek je pravdépodobnost vazby protilatky se znaCenym antigenem nepiimo Umérna
koncentraci neznaceného antigenu. Se zvySujicim se mnoZstvim neznaCeného antigenu zlstava vice
znaceného antigenu nenavazaného.

Po inkubaci jsou konjugat a neznaceny antigen, které se nenavazaly na protilatku, spole¢n¢ s dalSimi
soucastmi séra, odstranény promytim.

V indikacni reakci, pomoci niz se prokazuje enzymova aktivita vazaného konjugatu, se ptida
chromogenni substrat reagujici s enzymovou znackou. Intenzita vzniklého zharveni je nepiimo umérnd
koncentraci antigenu v sérovém vzorku. Vysledky ziskdme odecCtenim z kalibra¢ni kiivky, kterd je
sestrojena na zaklad¢ standardnich roztokl o znamé koncentraci antigenu (obr. 13).

Uvedeny princip je vyuZzivan pro urCovani koncentraci malych molekul s jednou antigenni
determinantou jako jsou hormony (steroidy, thyreoidalni hormony) nebo Iéky v biologickych tekutinach.

3.6.2. Nekompetitivni enzymova imunoanalysa (sendvi¢ové metody)

Tento typ enzymové imunoanalysy se vyuziva ke stanoveni antigeni nebo protilatek. Je to
heterogenni imunoanalysa vyuzivajici pevnou fazi s navazanou protilatkou nebo antigenem, které musi
byt v nadbytku vzhledem k analysované latce.”

3.6.3. Nekompetitivni enzymova imunoanalysa pro stanoveni antigenu

Nekompetitivni enzymova imunoanalysa je vhodna pro stanoveni velkych antigeni s n€kolika epitopy
(napft. lidsky choriovy gonadotropin, a,-fetoprotein, celkovy IgE). Pro provedeni metody jsou nezbytné dvé
rizné protilatky namifené proti riiznym epitoptim stanovovaného antigenu. Prvni profildatka je v nadbytku
navazand na pevnou fazi. K imobilisované protilatce jsou pfidany vySetfované vzorky nebo standardy
obsahujici antigen. Dojde k prvni imunochemické reakci.

V pribéhu inkubace se navazuje antigen na prvni protilatku. Vzhledem ktomu, ze protilatky je
nadbytek, vSechny molekuly antigenu maji moZnost se navazat. Po inkubaci jsou odstranény promytim
vSechny nezreagované slozky séra. V nadbytku je pfidana druhé protilatka zna¢ena enzymem (je odli$na od
prvni protilatky). Ta reaguje s dalSim epitopem vySetfovaného antigenu. Vznika sendvicovy komplex -
navazana protilatka na pevné fazi - antigen - protildtka znacend enzymem. Po odstranéni nezreagovaného
konjugatu se piida substrat. Po probéhnuti enzymové reakce zméefime absorbanci produktu, kterd je piimo
umérnd mnoZstvi antigenu (obr. 14).
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Obr. 12 Princip kompetitivnich imunoanalys — riizny pomér zna¢eného a neznaceného antigenu

a)

-( ° -(®

-( ° -(o

_( =+ ) _— -(O

-( ° -(o

b)

-( e O -(o

-( e O -(o

-+ ° -(® + e O
-( . (e

c)

-( e O -(o

-( (o) -(0 [JNe)
-( + e O  — -(® + e O
-( (6] -(0

d)

-( e 0 O -(® OO
-( e O O -(o (3Ne)
-(+ e O O —_ -(o + e O
-( e O O -(o L3Ne)
-( - protilatka -(® imunokomplex se znalenym antigenem
® - znacleny antigen -(O imunokomplex s neznacenym antigenem
O - neznaceny antigen

3.6.4. Nekompetitivni enzymova imunoanalysa pro stanoveni protilatky

Vyuziva se predevsim pro detekci specifickych sérovych protilatek napf. proti virim a parazitim,
autoprotilatek a specifickych protilatek IgE proti jednotlivym alergentim. V tomto pfipad¢ je na pevnou fazi
navazan antigen (popf. alergen) v nadbytku. Po pfidani vysetfovaného vzorku nebo standardii reaguji
vSechny specifické protilatky pfitomné ve vzorku s imobilisovanym antigenem a vytvoii imunokomplex.
Vzniklé imunokomplexy prokazujeme pomoci druhé protilatky proti lidskym imunoglobulinim znacené
enzymem. Znacené protilatky mohou byt namifeny proti jednotlivym imunoglobulinovym tiidam (IgG, IgA,
IgM ¢i IgE). Rozliseni tfidy specifické protilatky mize mit vyznam napf. pro urceni faze infekcniho
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onemocnéni (napi. IgM v Casné fazi
stanoveni antigenti (obr. 15).

a IgG v pozdé€jsi fazi). Dalsi postup je podobny jako v piipadé

Obr. 13 Kompetitivni enzymova imunoanalysa
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Obr. 14 Nekompetitivni enzymova imunoanalysa pro stanoveni antigenu
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Obr. 15 Nekompetitivni enzymova imunoanalysa pro stanoveni protilatky
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3.7. Vyuzitiimunochemickych metod v rychlé diagnostice

Dulezitou oblasti uplatnéni imunochemickych metod jsou testy uréené k rychlé orientacéni
diagnostice v terénu nebo u liZka nemocného na principu tzv. suché chemie. Reagencie jsou zakotveny
v poresnim materialu, ktery je pfipevnén na podloZce z plastu nebo je vlozen do plastového ramecku s otvory
pro nanaSeni vzorku a odecitani vysledkii. Testy vyuzivaji rizného usporadani a pribéhu imunochemické
reakce. Pfikladem mize byt stanoveni lidského choriového gonadotropinu (hCG) k prikazu t¢hotenstvi nebo
troponinu T v diagnostice infarktu myokardu ¢i prikaz drog v biologickém materialu.
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3.7.1. Priklady metod rychlé imunochemické diagnostiky
Stanoveni pritomnosti drog v moci nebo ve slinach

Jeden z principi spocCiva v soutézi mezi drogou ve vySetiovaném vzorku a konjugatem drogy, ktery
je imobilisovan v detekéni zon€ prouzku o omezené mnoZstvi specifické protildatky. Vzorek putuje reakéni
zonou obsahujici specifické protilatky navazané na barevné mikrocastice, které se v pribchu reakce
mobilisuji. Mo¢ i rehydratované znacené protilatky postupuji reakénim prouzkem a v detekéni zéné se
setkaji se zakotvenymi konjugaty drog (obr. 16).

Pokud vysetfovany vzorek obsahuje drogu, vazebna mista barevné oznacenych protilatek jsou jimi
saturovana a nemohou se tedy navazat na imobilisované konjugaty drog. Barva detek¢ni zony zlstane
nezménéna a vysledek je odecitan jako positivni (obr. 16 ).

V nepiitomnosti drogy ve vysetfovaném vzorku jsou znacené protilatky zachyceny imobilisovanym
konjugatem drogy. V detekéni zon€ se vytvoti barevny prouzek, ktery znamena negativni vysledek (obr. 16).

Pro rychlou diagnostiku jsou k dispozici testy pro stanoveni jedné¢ drogy nebo pro soucasné
stanoveni n¢kolika drog. Timto zplisobem lze v soucasnosti prokazat nejcastéji uzivané drogy - amfetamin,
metamfetamin, barbituraty, benzodiazepiny, kannabinoidy, kokain, opiaty, fencyklidin, tricyklicka
antidepresiva.

Obr. 16 Priklad rychlého orienta¢niho prikazu drog v modi
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Stanoveni lidského choriového gonadotropinu (test na detekci gravidity)

V poresni membrané testovaciho prouzku jsou tii zony protilatek. Aplika¢ni zoéna prouzku obsahuje
prvai specifickou protilatku proti hCG znacenou napt. mikrocasticemi koloidniho zlata nebo modrym
latexem (Ab1). Po ponofeni prouzku do vzorku moci je znacena protilatka mobilisovana moci a difunduje
k druhé (detekéni zon€), ve které je zakotvena druhd specifickda protilatka proti hCG (Ab2). Pokud je
v moc¢i pritomen lidsky choriovy gonadotropin, vytvoii s prvni znacenou protilatkou imunokomplex, ktery je
zachycen druhou protilatkou imobilizovanou v detekéni zo6n€. V misté vytvoreni sendviCového
imunokomplexu (Ab2-hCG-Abl) vznikne barevny prouzek. Piebytek nezreagované prvni protilatky je
zachycen ve tfeti (kontrolni) zon€, v niz jsou imobilisovany protilatky proti anti-hCG protilatce. Vznik
druhého barevného prouzku (kontrolni linie) znamena, ze test spravné funguje (obr. 17). Dva barevné
prouzky odecitame jako positivni vysledek.

V ptipadé€, Ze moc¢ neobsahuje hCG, je znacena protilatka zachycena az ve tfeti zon€. Vyvin jednoho
prouzku v kontrolni zé6n¢ znamena negativni vysledek. Pokud by se v kontrolni zoné nevytvofil barevny
prouzek, je tieba vysledek testu pokladat za neplatny.

Nekteré testy jsou uspotfadany tak, ze kontrolni prouzek tvoti vodorovnou linii - (minus) a detek¢ni
zona ma vertikalni smér a protina kontrolni linii, takze vysledkem je znaménko + (plus).

Obr. 17 Priklad rychlého orienta¢niho prikazu hCG v moci

positivni vysledek negativni vysledek
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