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IMUNOCHEMICKE TESTY
prehled a principy metod

3. cast precipitace, imunodifazni testy
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Reakce antigenu s protilatkou

Ag + Ab HAQ-Ab | zesitovani

(crogs-linking)

Prvni faze je rychla (sekundy VS Drul a faze je pomala

( minuty, hodiny)

Il Ab musi byt alespon

bivalentni
Podle povahy antigenu:

* Precipitace = antigen je solubilni

« Aglutinace = antigen je korpuskularni (erytrocyt)



Precipitacni metody v
roztoku
Imunodifuzni metody v
gelovem prostredi



IMUNOPRECIPITACE

Rozpustny antigen + rozpustnd protilatka = precipitat
(srazenina)

Precipitat je vysledkem tvorby trojrozmérné mrizkové
struktury po interakci: polyvalentniho antigenu s
polyvalentni protilatkou.

PRECIPITACNI REAKCE mad dvé fdze:

1) Rychla faze: tvori se rozpustné imunokomplexy
(detekce jen specialnimi metodami)

2) Pomala faze: agregace rozpustnych imunokomplexu
se tvori nerozpustné komplexy
(reakce nekolik minut az hodin)

antigeny se nazyvaji precipitogeny a protilatky precipitiny



Ne vSechny protilatky maji schopnost precipitovat antigen

Neprecipitujici protilatky:- monovalentni nebo univalentni

Pric¢ina neprecipitace:

(maji jen jedno vazebné misto)

nizka afinita protilatek

musi se pridat velky nadbytek
antigenu, aby mohl reagovat
aspon s nékterymi vazebnymi
misty,

nadbytek brani, aby probéhla
druha faze precipitace:
agregace malych komplex



Monoklonalni protilatky nemaji schopnost precipitovat antigeny

Nesouvisi s nizkou afinitou (ta je vétsSinou
vysoka) ale s velkou specifitou - schopnosti
reagovat jen s jednou antigenni determinantou
na molekule komplexniho antigenu

Precipitaci ovliviuje izotyp protilatky
IgM obvykle hure precipituji

Ig6 jsou dobrymi precipitanty,



Ekvivalence

Mnozstvi

precipitatu Prebytek
protilatky

Prebytek
antigenu

Mnozstvi
antigenu
Pridavek
konstantniho
mnozstvi ‘ _
protilatky

Falesne negativni vysledek



Pri agregacu rozpustnych imunokomplext na velké
nerozpustné komplexy se upIaTnUJl NESPECIFICKE,
hlavné hydrofdobni vazby mezi jinymi castmi protilatkové a
antigenové molekuly.

Rychlost precipitace je primo imérna teploté

Rychlost precipitace stoupa v rozsahu O az 56°C,
ale mnozstvi precipitdatu se stoupajici teplotou klesa

Optimum pH 7. y rozsahu 6,5 az 8,2



PRECIPITACE:

v gelu, vizualni hodnoceni (kvalitativni
metOd a) Prstencova precipitace

v roztoku (zakal)

prsténcova precipitace v kapilare o O .

nebo ve zkumavkach - kvantifikace o Qo | wmny
O

)\ viditelny
' g prstenec
Y precipitace

£

specificka

o
;( \f protilitka
X




Stanoveni mnozstvi precipitatu (kvantitativni)

v roztoku: nefelometrie,

turbidimetrie
mnozstvi precipitatu — zakal
pridavek PEG

kvantitativni stanoveni (kalibracni krivka)
vysledky poskytuji velmi rychle
Ize je plné automatizovat,

vhodné pro velké série vzorku

pouzivaji se pro stanoveni proteinti v
komplexnich vzorcich, bakterialnich

lyzatech, homogenatech potravin a pod.

Citlivost metody — mg-ug/mi




Precipitace v gelu
IMUNODIFUZNI TESTY

Jednoducha imunodifuze
Dvojita imunodifuze

Imunoelektroforéza



JEDNODUCHA RADIALNI IMUNODIFUZE (MANCINI)

* precipitace v gelu
* gel — hydratovany polysacharid
« antisérum rozptyleno v gelu
» antigen difunduje z jamky do gelu
- vznika precipitacni prstenec
» obsah prstence odpovida koncentraci Ag

& kvantitativni stanoveni (kalibraéni kfivka)

« jednoducha a levna technika

& dlouhé inkubace (vysledky za 48-72 hod.)

#* nelze automatizovat, vhodna pro mensi série vzorku



RADIALNI IMUNODIFUZE

difuze

<_PRECIPITA("3Ni PRSTENEC
V ZONE EKVIVALENCE

GEL S INKORPOROVANOU PROTILATKOU




DVOJITA IMUNODIFUZE (OUCHTERLONY)

precipitace v gelu v Petriho miskach
do gelu difunduje proti sobée Ag a Ab
v bodé ekvivalence vznika precipitacni linie

kvalitativni prukaz

priklady pouziti:
« systéemoveé kandidozy (C. albicans, krusei)
« aspergilozy (A. flavus, fumigatus, niger, terreus)



PRECIPITACE V GELU

1. naliti gelu na podlozni sklo [BEZ INKORPOROVANE PROTILATKY)

2. do pripravenych jamek pipetujeme antigen a protilatku {sérum)

3. inkubace, DIFUZE |

{seériurm)

v

PRECIPITACNI LINIE ¥ ZONE EKVIVALENCE



1-1,5%
agarosovy gel

zOona
koalescence

identické antigeny A castecné identické antigeny A, Aa

komplexni reakce dvou
ruznych antigenu X a'Y

neidentické antigeny X, Y






IMUNOELEKTROFOREZA

& proteiny maji el. naboj

& podle naboje se rozdeéli v elektrickém poli
(albumin, o, B, y- frakce )

& orientacni informace o zménach

v kvantitativnim zastoupeni jednotlivych frakci
imunoglobulint

% moznost denzitometrické kvantifikace



ELEKTROFOREZA

ELEKTROFORETOGRAM
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IMUNOELEKTROFOREZA

elektroforeticke rozdéleni seérovych Ig [

2. difuze a precipitace !

J. obarveni precipitacnich linii a hodnoceni

pacient A: normalni nalez IgG, M, A {

« igM .
iIgG -
A A A A A A A A A - 'gA A . A A
( + antilgG, antilgA, antilghM
igG ! gA paraprotem
lgM |
pacient B: paraprolein ve Wiyl IMiA (

M-gradient {paraproiein)



EP INDEX v

NHS

HUNTER IMMUNOLOGY UNIT
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