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Obecné principyObecné principy
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Rozdělení metodRozdělení metod

•• imunoprecipitaimunoprecipitaččnníí metodymetody
• při reakci vzniká precipitát

• např. aglutinační reakce, imunodifúze, imunoelektroforéza

•• neprecipitaneprecipitaččnníí metodymetody
• při reakci nevznikají imunokomplexy, neprecipitují

• např. imunoturbidimetrie, ELISA, RIA

•• ostatnostatníí metodymetody
• reakce Ag s Ab využita jiným způsobem

• imunosenzory, mikroarray, (imunoafinitní chromatografie)
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Rozdělení metodRozdělení metod

•• metody I. generacemetody I. generace
• většinou kvalitativní nebo semikvantitativní

• některé „techniky v roztoku“– precipitační 
reakce, aglutinační reakce, CFR

•• metody II. generacemetody II. generace
• kvantitativně i složité směsi Ag

• imunodifúze, imunoelektroforéza
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Rozdělení metodRozdělení metod
•• metody III. generacemetody III. generace

• velmi citlivé metody, stanoví Ag, Ab i hapteny
• imunoanalýzy (např. RIA, ELISA, FIA), 

imunoturbidimetrie, imunonefelometrie, 
imunofluorimetrie, popř. jejich kombinace 

• mikroarray

•• metody IV. generacemetody IV. generace
• kontinuálně měří Ag, Ab nebo hapten
• imunosenzory
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Techniky v roztokuTechniky v roztoku

•• I. generaceI. generaceimunochemických metod
• precipitační metody 

• aglutinační metody

• komplement fixační reakce

•• III. generaceIII. generace imunochemických metod
• imunonefelometrie

• imunoturbidimetrie
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Techniky v roztokuTechniky v roztoku

• precipitační reakce
• stanovení krevních skupin

• latexová aglutinace
• rychlé kvalitativní stanovení „u lůžka“
• Ag nebo Ab imobilizován na latexových 

kuličkách

• imunoturbidimetrie
• přesné kvantitativní stanovení

• lze použít i běžný spektrometr
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ImunodifúzníImunodifúzní metodymetody

• imunoprecipitace probíhá v gelu

• difunduje jedna nebo obě složky reakce

• kvalitativní i kvantitativní metody

• použití výjimečné (např. soudní lékařství)

• teoreticky možná automatizace, prakticky 

obtížná realizace
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ImunodifúzníImunodifúzní metodymetody

jednoduchá radiální 
imunodifúze

dvojitá radiální 
imunodifúze



10

ImunoelektroforézaImunoelektroforéza

• kombinace imunodifúze a elektroforézy

• rychlejší než imunodifúzní metody

• méně citlivé a pracnější než imunoanalýzy

• rozlišujeme:
• klasickou imunoelektroforézu (kvalitativní)

• raketovou imunoelektroforézu (kvantitativní)

• protisměrnou imunoelektroforézu (kvalitativní)

• dvourozměrnou imunoelektroforézu (kvantitativní)
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ImunoelektroforézaImunoelektroforéza

imunoelektroforéza dle 
Grabarové a Williamsové

raketová 
imunoelektroforéza
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ImunoelektroforézaImunoelektroforéza

protisměrná imunoelektroforéza

dvourozměrná imunoelektroforéza
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ImunoblottingImunoblotting

• otisk (Western blottig) proteinů z gelu za 
pevný podklad 
• přiložením ss. napětí

• difúzí

• kapilárním tlakem

• vakuem

• výhody otisku:
• zabrání se nespecifickým interakcím

• snadnější detekce proteinu 
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RadioimunoizotopovéRadioimunoizotopovémetodymetody

•• RIARIA – RadioImmunoAssay
• radioizotopem značený antigen/hapten

•• IRMAIRMA – ImmunoRadioMetricAssay
• radioizotopem značené protilátky

•• EPRIAEPRIA – Enzyme PotentiatedRIA
• protilátka s navázaným enzymem, ten uvolňuje 

radioizotop z přidaného substrátu
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RIARIA
• velmi citlivá metoda
• postup:

• Ab + Ag + Ag* v jedné směsi
• separace imunokomplexů
• měření aktivity, nepřímo úměrná množství Ag

• podle separace imunokomplexů
• solid phase radioimmunoassay
• sekundární precipitační protilátky
• elektroforéza
• ionexová chromatografie
• precipitace přidáním solí

• varianta se značenou protilátkou -IRMAIRMA
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RIARIA
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RIARIA

• výhody
• vysoká citlivost

• levnější (ve výsledku)

• nevýhody
• nutnost separace

• práce s radioaktivním materiálem
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EPRIAEPRIA

• Enzyme PotentiatedRIA
• velmi citlivá metoda (až 100x než RIA)
• protilátka je značena enzymem 

(glutamátdekarboxyláza)
• k separovanému imunokomplexu se přidá 

kys.glutamová s 14C v pozici 1
• měří se aktivita uvolněného 14CO2

• drahý provoz
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EIAEIA

• protilátky nebo antigeny značené enzymem

• výhody (vs. RIA)
• stálejší reagencie

• menší zdravotní riziko

• rozdělení
•• homogennhomogenníí aktivita enzymu v imunokomplexu

se mění

•• heterogennheterogenníí aktivita enzymu v imunokomplexu
se nemění
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Homogenní EIA Homogenní EIA -- EMITEMIT

• Enzyme Multiplied ImmunoassayTechnique
• hapten je navázán na enzym (lyzozym, malátdehydrogenáza, 

glukóza-6-fosfátdehydrogenáza)
• protilátky kompetují o hapteny
• po vzniku imunokomplexu dochází k měřitelné změně aktivity 

enzymu
•• snsníížženeníí – obvyklé, blokáda vazebného místa, konf. změna
•• zvzvýšýšeneníí – jen tyroxin, konformační změna

• použití – stanovení koncentrace nízkomolekulárních látek 
(haptenů)
•• lléékyky – antibiotika, cytostatika, digoxin
•• hormonyhormony – T3, T4, kortizol
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ELISAELISA

• Enzyme L inkedImmunoSorbentAssay

• několik modifikací:
• kompetitivní ELISA pro Ag a hapteny

• sendvičová nekompetitivní ELISA pro Ag

• nepřímá ELISA pro Ag

• sendvičová nekompetitivní ELISA pro Ab
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ELISA ELISA 



23

ELISAELISA

• odečítat lze pohledem (kvalitativně) nebo 
čtečkou (fotometrie)

• metodu lze dobře automatizovat

• obvykle lze kombinovat reagencie a 
přístroje různých výrobců, nebývá 
doporučováno
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FIAFIA

• Fluorescence ImmunoAssay
• metody využívají toho, že některé látky po 

ozáření absorbují energii a se zpožděním jí 
část vyzáří

•• StokesStokesůůvv posunposun= rozdíl mezi vlnovou 
délkou pohlceného a vyzářeného záření
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Heterogenní FIAHeterogenní FIA

•• SSepepFIAFIA = Separační FIA
• značený antigen

•• IFMAIFMA = ImmunoFluoroMetricAssay
• značené protilátky

•• MEIAMEIA = M icroparticleEnzyme IA
• mikročástice s protilátkou, na které se váže Ag
• druhá protilátka s alkalickou fosfatázou
• po separaci fosfatáza štěpí substrát (4-

metylumbelliferylfosfát) na produkt s vyšší fluorescencí
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Homogenní FIAHomogenní FIA

• jednoduché uspořádání je málo citlivé a 
použitelné jen na hapteny

• modifikace zvyšují přesnost i citlivost
•• DELFIADELFIA

•• FPIAFPIA
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DELFIADELFIA

• Dissociation-EnhancedLanthanide
FluoroImmunoassay

• po vzniku imunokomplexu se ligand mění 
na látku s dlouhou fluorescencí
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FPIAFPIA

• měření fluorescence v polarizovaném světle

• jen pro malé molekuly

• Ruthenium

• zpoždění
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LIA (CLIA)LIA (CLIA)

• ChemiLumminiscenceImmunoAssay

• luminiscenční značka – chemiluminofor
•• spotspotřřebovebováávváá sese- např. luminol , izoluminol

•• nespotnespotřřebovebováávváá sese- např. luciferáza

• citlivost srovnatelná s RIA

• modifikace:
•• luminiscence zesluminiscence zesíílenlenáá enzymemenzymem

•• elektroluminiscenceelektroluminiscence(ECLIA)(ECLIA)
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Luminiscence zesílená enzymemLuminiscence zesílená enzymem

• heterogenní metoda

• značení alkalickou fosfatázou

• inkubace s adamantyldioxetan fosfátem
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ElektroluminiscenceElektroluminiscence(ECLIA)(ECLIA)

• homogenní metoda

• chemiluminiscence je iniciována elektricky

• tripropylamin (TPA) - přenašeč e- na Ru
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ImunosenzoryImunosenzory

•• biosenzorbiosenzorje zařízení, které převádí 
fyzikální nebo chemický signál na signál 
elektrický a jehož součástí je biologický 
materiál

• podle IUPAC je třeba rozlišovat
•• bioprbiopr óóbyby – na jedno použití
•• bioanalytickbioanalytickéé systsystéémymy – vyžadují dodatečné operace
•• biosenzorybiosenzory– automatické kontinuální měření

•• imunosenzorimunosenzorje senzor s protilátkou
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ImunosenzoryImunosenzory
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ImunosenzoryImunosenzory

• praktické využití imunosenzorů
• čidlo pro kontinuální měření
• mikroarray

• výhody
• selektivita
• rychlá odezva
• potenciálně levné

• nevýhody
• nutnost zajistit optimální podmínky
• existují „senzorické jedy“



35

ImunoafinitníImunoafinitní chromatografiechromatografie

• separační metoda založená na specifické 
afinitě protilátek, která umožňuje podle 
podle uspořádání izolovat konkrétní antigen 
nebo protilátku
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Shrnutí Shrnutí –– precipitační metodyprecipitační metody

-hodinyK1,0-1 mg/ldvojrozměrná imunoelektroforéza1)

+++hodiny
5,9%

19,9%

1 mg/l

0,05 mg/l
imuno turbidimetrie2)

-dny8%20 µg/lradiální imunodifúze3)

+
sekundy 
hodiny

Knízkáklasické techniky v roztoku1)

ADobaPřesnostCitlivostMetoda

A = automatizovatelnost
K = kvalitativní metoda

1) dle Ferenčíka
2) CRP, klasická / latex asistovaná turbidimetrie

uvedena kombinovaná celková nejistota měření
3) IgG v likvoru
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Shrnutí Shrnutí –– neprecipitační metodyneprecipitační metody

+++hodiny20%cca 0,5 µg/lELISA 2)

++den8-12%2 pmol/lRIA 1)

+++hodiny4%< 1 µmol/lheterogenní FIA 3)

+++den
nejsou 

informace
až 100 x RIAEPRIA

+/-rychleKaž 50 pgotisk (Western blotting)

ADobaPřesnostCitlivostMetoda

A = automatizovatelnost
K = kvalitativní metoda

1) angiotenzin II
2) kit Benzonase® ELISA 
3) IgG v likvoru
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Shrnutí Shrnutí -- fluorescenční a fluorescenční a 
luminiscenční metodyluminiscenční metody

+++
Desítky 
minut

1,3-2%0,7 ng/l FPIA 1)

+++
Desítky 
minut

2,5 – 3,8%0,6 pg/lECLIA 3)

+++
Desítky 
minut

2,3 – 5,7%0,4 pg/lMEIA 3)

+++
Desítky 
minut

6-10%5 pg/lLuminiscence zesílená enzymem 4)

+++
Desítky 
minut

6,9 %0,5 ng/lDELFIA2)

ADobaPřesnostCitlivostMetoda

A = automatizovatelnost 1) kys.valproová
2) Apo D

3) AFP
4) ACTH
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Shrnutí Shrnutí –– zhodnocení metodzhodnocení metod

imunosenzoryNejnadějnější

fluorometrické metodyNejpoužívanější

otisk, aglutinaceNejrychlejší

FPIA, ECLIANejpřesnější

fluorometrické metodyNejcitliv ější
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