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Roz@leni metod

s MUnopreEcipitacni metoay

* nag. aglutin&ni reakce, imunodifuze, imunoelektroforéza

e neprecipitacni metody
« pii reakci nevznikaji imunokomplexy, neprecipituji
e nap. imunoturbidimetrie, ELISA, RIA

e ostatni metody
* reakce Ag s Ab vyuzita jinym Zgobem
e Imunosenzory, mikroarray, (imunoafinitni chromaiafgg)




Roz@leni metod

N MELedy/ 1. ENENECE

* n¢ktere ,techniky v roztoku“— precipitai
reakce, aglutinani reakce, CFR

 metody Il. generace
o kvantitativre | slozite sndsi Ag
e imunodifuze, imunoelektroforéza




Roz@leni metod

e imunoanalyzy (nap RIA, ELISA, FIA),
Imunoturbidimetrie, imunonefelometrie,
Imunofluorimetrie, pop jejich kombinace

* mikroarray

e metody IV. generace

o kontinualre meri Ag, Ab nebo hapten
* IMmunosenzory




Techniky v roztoku

|, generace
o precipita&ni metody
o aglutina&ni metody
« komplement fixani reakce
e |ll. generace imunochemickych metod
* Imunonefelometrie
e Imunoturbidimetrie




Techniky v roztoku

 |latexova aglutinace
 rychle kvalitativni stanoveni ,uizka“

* Ag nebo Ab imobilizovan na latexovych
kulickach

e Imunoturbidimetrie
e presné kvantitativni stanoveni

 |ze pouzit i Bzny spektrometr




Imunodifuzni metody

 difunduje jedna nebo élslozky reakce

o kvalitativni i kvantitativni metody

e pouziti vyjimené (nap. soudni lékestvi)

e teoreticky mozna automatizace, prakticky
obtizna realizace




Imunodlfuznl metody

dvoijita radialni
imunodifluze




Imunoelektroforéza

 mere citlivé a pracgjsi nez imunoanalyzy
e rozlisujeme:
 klasickou imunoelektroforezikyalitativni)
 raketovou imunoelektroforézl\fantitativn)

 protisnernou imunoelektroforézikyalitativni)
« dvouroznérnou imunoelektroforézikyantitativnj
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Imunoelektroforéza

Imunoelektrotoreza die
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Imunoelektroforéza
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Imunoblotting

BECIKKMAN Paragon® IFE Gel

 pfilozenim ss. nafti
o difuzi

o kapilarnim tlakem
o vakuem

| e e
Y ] Rty M et

SPE IgG IgA IgM K A

 vyhody otisku: = NG W M K

» zabrani se nespecifickym interakcim
* snadrjSi detekce proteinu

~ @ g by BE
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Radioimunoizotopovénetody

 IRMA —ImmundRadioM etric Assay
 radioizotopem zngeneé protilatky
e EPRIA — EnzymePotentiatedRIA

e protilatka s navazanym enzymem, ten tiuvgg
radioizotop z pfdaného substratu
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e sSeparace imunokompléx
* meéfeni aktivity, nepimo ung&rna mnozstvi Ag

podle separace imunokompiex
solid phase radioimmunoassay

o sekundarni precipitai protilatky

» elektroforéza

* jonexova chromatografie

e precipitace fidanim soli

e varianta se zri@nou protilatkou {RMA

15




REAGENCIE:

Ab specifickd pro hapten Y
(poviekajici jamku)

Nezndmy vzorek ]

Probehne imunoreakce

Odmyti nenavazanehe substratu

POZITIVNI VZOREK
vysoka hladina haptenu

NEGATIVNI VZOREK
nizka hladina haptenu

REAGENCIE:

™
hapten znaceny 125.1" ﬂ

Probehne imunoreakce

Odmyti nenavazanche
radioaktivahe substratu

PROCEDUR A:
Mereni aktivity gama zdreni
Z AVER:
Zmerend aktivita je neprimo
umernd koncentraci haptenu
ve zkoumanem vzorku
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 levrgjsi (ve vysledkyu
* nevyhody
* nutnost separace
e prace s radioaktivnim materialem
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o protilatka je zn&ena enzymem
(glutamatdekarboxylaza

e k separovanemu imunokomplexu selp
kys.glutamova s*C v pozici 1

e Meti se aktivita uvolaného'“CQO,
e drahy provoz
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 stalejSi reagencie
* mensi zdravotni riziko

e rozkleni

 homogenn aktivita enzymu v imunokomplexu
se néni

e heterogenr aktivita enzymu v imunokomplexu
se nemni
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Homogenni EIA- EMIT

gluk6za-6-fosfatdehydrogenaza
o protilatky kompetuji o hapteny

e po vzniku imunokomplexu dochazi kéitelné znén¢ aktivity
enzymu

e snizeni — obvyklé, blokada vazebného mista, konféeaan
e zwSeni — jen tyroxin, konforméni zména
e pouziti — stanoveni koncentrace nizkomolekulariattk
(hapterd)
» |éky — antibiotika, cytostatika, digoxin
e hormony — T3, T4, kortizol
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* n¢kolik modifikaci:
o kompetitivni ELISA pro Ag a hapteny
e sendvéova nekompetitivni ELISA pro Ag
 ne@gima ELISA pro Ag
e sendvéova nekompetitivni ELISA pro Ab
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jamka mikrotitracni imobilisace ual::a
desticky protilatky antigenu
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vazba druhe protilatky inkubace stanoveni

S navazanym s chromogennim produktu enzymove
enzymem substratem enzymu reakce
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ELISA

DU I Lc c DU cUcC!H1
cteckou (fotometrie)
 metodu Ize dote automatizovat

* obvykle Ize kombinovat reagencie a
pristroje fiznych vyrobd, nebyva
doporwovano
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oz&eni absorbup energu a se zpéldn i
cast vyzai

o Stokesdiv posun= rozdil mezi vinovou
délkou pohlceného a vyiEného zgeni
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Heterogenni FIA

e [FMA =Immund-luoroM etric Assay
e znaene protilatky
« MEIA = MicroparticleEnzymelA
e mikrocastice s protilatkou, na které se vaze Ag

« druha protilatka s alkalickou fosfatazou

e po separaci fosfatazaspt substrat (4-
metylumbelliferylfosfat) na produkt s vyssi fluocesci
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Homogenni FIA

 modifikace zvysuji fesnost i citlivost
« DELFIA
« FPIA
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DELFIA

e po vzniku imunokomplexu se ligandem
na latku s dlouhou fluorescenci

INKLIBALZE
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e Ruthenium
e ZpOZaEni
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LIA (CLIA)

e luMINIScerenl zna&ka — chemiuminoror
e spotrebovava se- nag. luminol, izoluminol
e nespofebovava se- nag. luciferaza

e citlivost srovnatelna s RIA
e modifikace:

e luminiscence ze#dena enzymem
e elektroluminiscence(ECLIA)
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Luminiscence zesilena enzymem

e inkubace s adamantyldioxetan fosfatem
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Elektroluminiscence(ECLIA)

o tripropylamin (TPA) - prenasé € na Ru

streptavidin  antigen

'
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magneticka biotinylovana protilatka

castice protilatka znac ena 31
rutheniem




Imunosenzory

» DIOSENZON

elektricky a jehoz saiasti je biologicky
material

e podle IUPAC jetteba rozlisovat
* bioproby — na jedno pouziti
» bioanalyticke syseemy — vyzaduji dodai@né operace
e biosenzory— automatické kontinualni &eni

e Imunosenzorje senzor s protilatkou
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Imunosenzory

Fixovaneé protilatky

Elektrochemicky
aktivni latka
ELEKTRODA

Teplo

TERMISTOR Elektricky

signal

Zména rozmeéru
PIEZOSNIMAC

33




Imunosenzory

« mikroarray

e vyhody
» selektivita
* rychla odezva
e potencial® levné

* nevyhody
e nutnost zajistit optimalni podminky
 existuji ,senzorické jedy*
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Imunoafinitni chromatografie

podle uspéadani izolovat konkretni antigen

nebo protilatkL
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Shrnuti — precipitaéni metody

Metoda Citlivost Presnost| Doba

klasické techniky v roztokil nizka K seku_ndy +
hodiny
: . : 1 mg/I 5,9% :
imuno turbidimetrie? J ° hodiny | +++
0,05 mg/l 19,9%

radialni imunodiftzeé) 20 ug/l 8% dny -
dvojrozmeérna imunoelektroforéza | 1,0-1 mg/l K hodiny -

A = automatizovatelnost V) dle Fererika

K = kvalitativnhi metoda

2) CRP, klasicka / latex asistovana turbidimetrie

uvedena kombinovana celkova nejistotaeni
3)1gG v likvoru
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Shrnuti — neprecipita‘ni metody

Metoda Citlivost Pfesnost| Doba
otisk (Western blotting) az 50 pg K rychle | +/-
RIA D 2 pmoll/l 8-12% den ++
EPRIA a2 100 x RIA| . TSP 1 gen | st
iInformace

ELISA 2 cca 0,5 ug/l 20% hodiny | +++
heterogenni FI&) <1 pmol/l 4% hodiny | +++

A = automatizovatelnost 1) angiotenzin I

K = kvalitativhi metoda 2) kit Benzonase® ELISA

3) 1gG v likvoru -




Shrnuti - fluorescer®ni a

luminiscenéni metody

Citlivost Presnost Doba
EPIAD 07ng/l | 1320 | DPESNY I,
minut
DELFIA2) 05ng!l | 699% | DESky | ...
minut
MEIA 3 0.4pgll | 2.3-57%| PSSV .
minut
. o Desitky
Luminiscence zesilena enzymém| 5 pg/l 6-10% cingt. | T
ECLIA 3 0.6 pgll | 2,5-38%| PSSV |,
minut
A = automatizovatelnost U kys.valproovd 3 AFP 38
2) Apo D 4 ACTH




Shrnuti — zhodnoceni metod

Nejcitliv &jSi fluorometrické metody
Nejpresrgjsi FPIA, ECLIA
Nejrychlejsi otisk, aglutinace

Nejpouzivargjsi  fluorometrické metody

''''''

Nejnadgjn &jSi Imunosenzory
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Dalull 2a pozernest




