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Bilkoviny

Uvod

V lidském téle se nachazi asi 500 000 raznych druhu a forem proteind. Jejich studiem, tzn. identifikaci a
kvantifikaci v§ech proteint v organismu, poznanim jejich struktury a biochemickych vlastnosti, tlohou

v bunice, organech i celém organismu, studiem zmén téchto parametrd za fyziologickych i patologickych
okolnosti se zabyva proteomika (proteomics). Je to obrovska védni oblast Sirokého zabéru, jejiz vyznam
stale roste. Vyzkumny projekt, ktery se celou problematikou zabyva se nazyva HUPO (Human Proteome
Organization - Organizace humanni/lidské proteomiky, resp. zabyvajici se lidskou proteomikou; Internetova
adresa je http://www.hupo.org/).

V tomto textu se omezime pouze na nékteré bilkoviny nachazejici se v lidském téle. Pfedmétem naseho
zajmu budou pfedevsim bilkoviny krevni plazmy.

Bilkoviny krevni plazmy

Plasma obsahuje nékolik stovek, mozna i nékolik tisic proteinu, biologicka funkce je vS§ak znama pouze u
mensi ¢asti z nich. Kromé albuminu a C-reaktivniho proteinu jsou to glykoproteiny, s obsahem sacharid(
mezi 10 — 25%.

Nejvétsi ¢ast obsahu plazmatickych bilkovin tvofi albumin, dale pak imunoglobulin G a zbytek s viceméné
stejnym (mensim) podilem tvofi transferin, fibrinogen, imunoglobuliny A a M, alfa-1-antitrypsin, slozka
komplementu C3 a haptoglobin. Asi 10% celkového obsahu plazmatickych proteinl je rozdéleno mezi
lipoprotein (a) a apolipoprotein A1, které predstavuji nejvétsi podil této ¢asti plazmatickych bilkovin,
apolipoprotein B, kterého je o néco méné a v mensich mnozstvich faktor H, ceruloplasmin, slozku
komplementu C4, komplement faktor B, slozky komplementu C8, C9, C1q a prealbumin. Jedna se hruby
odhad obsahu nejdulezitéjSich plazmatickych bilkovin, jejich obsah v plazmé se dynamicky méni, zavisi na
rychlosti syntézy a katabolismu a distribuci bilkovin mezi intravazalni a extravazailni tekutinu. Na
nasledujicim obrazku je ukazano pomérné zastoupeni hlavnich bilkovin v plazmé v grafické formé.
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Vyznam bilkovin krevni plazmy

e Udrzovani osmotického tlaku bilkovin (ij. koloidné osmotického = onkotického tlaku), coz je
dllezité zejména v krevni kapilare, jejiz sténa propousti vodu i ionty a prakticky nepropousti
bilkoviny, tedy osmoticky tlak v kapilafe je dan zejména osmotickym tlakem bilkovin, na kterém se
podili z asi 70% albumin; vyznam pro udrZeni tekutin v krevnim Fecisti, zabranéni vzniku otok

e Transport fady latek, pfedevSim latek nerozpustnych ve vodé, pfipadné i 1€kl (prealbumin,
albumin, ceruloplazmin, transferin, apoproteiny, transkortin, protein vazajici thyroxin = TBP)

e Obrana proti infekci (imunoglobuliny = specifickd humoralni imunita a komplement = nespecificka
humoralni imunita)

e Hemokoagulace a fibrinolyza (koagulalni faktory a faktory zajistujici rozpousténi trombu)

e Funkce enzymda a inhibitord
- enzymy (v plazmé jsou aktivni napr. cholinesteraza a ceruloplazmin)
- inhibitory proteaz branici napadeni poSkozenych a zanicenych tkani proteolytickymi enzymy

(patfi sem napr. oq-antitrypsin, o;-antichymotrypsin a a-makroglobulin)

e Specialni funkce, napf. ochrana pfed volnymi radikaly, resp. zdbrana jejich tvorby (albumin,

ceruloplazmin, haptoglobin, hemopexin)
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Metody stanoveni celkovych bilkovin

Podle Kjeldahla (referenéni metoda)
Pomoci Folinova a Ciocalteauova ¢&inidla (Folin-Ciocalteau)
Biuretovym cCinidlem (biuret)

Pfima fotometrie v UV oblasti
Turbidimetrie

Vazbou barviva (pyrogalollova erven)

Poznamka: metody 4., 5. a 6. jsou vhodné pro stanoveni nizkych
koncentraci protein(i (napf. v moci, likvoru...)

o gRMNwN =

Stanoveni celkovych bilkovin podle Kjeldahla

Princip: Po mineralizaci organické dusikaté latky varem s koncentrovanou kyselinou sirovou se dusik
pfitomny ve formé r{iznych funkénich skupin pfevede na amoniak, ktery zGstane vazan ve formeé siranu
amonného, alkalizaci se amoniak ze siranu uvolni a stanovi se titracné.

a. mineralizace (kjeldahlizace)
Ke vzorku se pfida
e kyselina sirova + peroxid vodiku nebo
e kyselina chlorista nebo
e  katalyzator (tzn. smés siranu médnatého, selenu a siranu draselného)

a vzorek se zahfiva na piskové lazni nebo elektrické plotné; kyselina sirova mineralizuje bilkoviny (obsah
¢erna uhlikem z organickych latek), oxidacni Cinidla pfevadéji uhlik na oxid uhli€ity (mineralizovana smés se
odbarvi). Odbarveni obsahu a husté bilé dymy oxidu sirového avizuji (oznamuji) konec mineralizace. Dusik
z organickych latek dava s kyselinou sirovou siran amonny.

b. stanoveni amonného iontu titracné:
Po alkalizaci obsahu mineraliza¢ni bariky louhem sodnym se uvolnény amoniak destiluje s vodni parou
do
o HCI + titrace nadbytku kyseliny louhem sodnym, za pouZiti metyl€ervené jako indikatoru, nebo do
o H3BOj; + titrace KHJ,Op (1j. KJIO3.HJO3. kysely jodi€nan draselny), coz je pfesnéjsi nez titrace
louhem

Souhrn

Mineralizace Alkalizace Destilace NH,"
vzorku pomoci NaOH do

Titrace NaOH

Titrace KHJ,0¢

Poznamka: Existuji i jind usporadani metody

Hodnota koncentrace bilkovin se vypocte pomoci empirického faktoru:
Nuik X 6,25 = bl'Ikovmy [g/l],

kde N je hodnota stanoveného dusiku a 6,25 je empiricky faktor: 100/16 = 6,25 (bilkoviny
obsahuji v priméru 16% dusiku); v literatufe Ize nalézt i jiné hodnoty pfepocitavaciho faktoru
(obsah dusiku v jednotlivych bilkovinach se rizni)

Stanoveni bilkovin krevniho séra kjeldahlizaci je komplikovanéjsi o to, ze v krvi
jsou pritomny i dusikaté latky nebilkovinného puvodu. Je proto zapotfebi stanovit
celkovy dusik v krvi, poté vysraZet bilkoviny, napf. kyselinou trichloroctovou a v
supernatantu také stanovit dusik. Dusik bilkovin pak bude rozdilem mezi dusikem
celkovym a nebilkovinnym:

Dusik plazmatickych bilkovin = celkovy dusik (plna krev) - nebilkovinny dusik
(supernatant)

Metoda je obecné zdlouhava a vyZzaduje digestof. V bé&zné praxi (klinické
biochemie) se v podstaté nepouziva, slouzi vSak stale jako metoda
referencni pro definici referenénich materiald.

Kjeltec 8400
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Dfive pouzivana rutinni mineraliza¢ni metoda
Vysrazené bilkoviny se mineralizovaly s kyselinou sirovou a
e vznikly siran amonny se stanovil fotometricky pfi pouziti Nesslerova ¢inidla (K;[Hgl,] = Hgl,.2KI)
[tetrajodortutnatan draseiny)
e uvolnény amoniak reagoval za katalyzy nitroprussidem sodnym s fenolovym ¢inidlem (fenolatem
sodnym) Berthelotovou reakci za vzniku modrého zbarveni vhodného k fotometrii.

Existuji moderni automaty na stanoveni dusiku Kjeldahlovou metodou, které poskytuji spolehlivé vysledky,
a to pomérné rychle. Pfikladem pfistroje m{ize byt napf. Kjeltec 8400 firmy FOSS, uc¢eny pro analyzu
potravin (podrobnosti Ize nalézt zde).

Fotometrické stanoveni bilkovin podle Folina

Cinidlo se nazyva fenolické, protoze se pouziva ke stanoveni fenol(i. it
Princip: Fenolicky hydroxyl tyrosinu z bilkoviny redukuje fosfomolybdenany a O OH
fosfowolframany ¢inidla za vzniku modrého zbarveni (wolframova a molybdenova @ NH,
modr), které se fotometruje. tyrozin
Standard: tyrozin (1 g bilkoviny obsahuje cca 16 mg tyrozinu)

Stanoveni bilkovin biuretovym €inidlem

Princip: Tvorba fialové zbarvenych komplex(i médi s bilkovinou

Reakce neni specificka jenom pro bilkoviny, reaguji i peptidy, pocinaje tripeptidy (je nutna pfitomnost
minimalné dvou peptidickych vazeb). Vhodné pro stanoveni bilkovin v séru, v moci jediné po vysrazeni a
rozpusténi bilkovin (existuji vSak pfijatelnéjSi metody — viz dfive), pro bilkoviny v mozkomisnim moku se
nehodi. o o
Nejjednodussi takto stanovitelnou latkou je BIURET — odtud nazev metody. Biuret vznika tepelnou )k Jk
pfeménou mocoviny (NH2-CO-NHy). HN NH NH,
Standard: albumin. biuret

Stanoveni bilkovin pfimou fotometrii pfi 280 (260) nm

Princip: Aromatické kruhy tyrozinu a tryptofanu (ty jsou standardné zastoupeny ve vétsiné proteinti)
absorbuji pfi 280 nm. Takto Ize stanovit vétSinu bilkovin.

Interferuji napf. nukleové kyseliny, které ale absorbuji vice pfi 260 nm. o]

Interferenci Ize potlacit zavedenim korekénich faktord.

Metoda je, pfi odpovidajici instrumentaci, vhodna pro stanoveni malych mnoZstvi | OH

bilkovin. HN NHz
tryptofan

Turbidimetrické stanoveni bilkovin

Princip: MéFeni zakalu po denaturaci bilkovin kyselinou sulfosalicylovou, trichloroctovou,
benzethoniumchloridem aj.

Dfive bylo velmi pouzivano tzv. Extonovo ¢inidlo, jehoz zakladem je kyselina sulfosalicylova. Modernim
Cinidlem je benzethoniumchlorid.

Stanoveni bilkovin s vyuzitim vazby barviva na bilkoviny

Princip: Barvivo (Coomasie modr, Ponceau &erveri, pyrogallolova cerveri, bromkresolova modr aj.) se vaze
na bilkovinu, dojde ke zmé&né zbarveni, méfi se Ubytek absorbance. V principu se jedna o stejny jev, jaky je
popsan u prikazu bilkovin v moci diagnostickym prouzkem, proteinovou chybu acidobazického indikatoru
Standard: lidské sérum se znamym obsahem bilkovin

Koncentrace celkovych bilkovin v krevni plazmé (krevnim séru) se pohybuje mezi 62 — 82 g/I.

Klinické poznamky

I Hypoproteinémie — priginy: pfevodnéni pacienta, malnutriéni stavy, sniZeni koncentrace jedné nebo
nékolika malo bilkovin (napf. ztrata albuminu pfi nefrotickém syndromu, nedostate¢na tvorba albuminu u
téZkych hepatopatii aj. = celkova hypoproteinémie)

T Hyperproteinémie — priginy: dehydratace pacienta, zvy$eni koncentrace jedné nebo nékolika malo
bilkovin (napf. polyklonalni ¢ monoklonalni hyperimunoglobulinémie)

( = snizené hodnoty, T = zvy$ené hodnoty)
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Elektroforéza bilkovin

Princip Elektroforézou se rozumi pohyb (nabitych) koloidnich ¢astic nebo

) )
iontud v homogennim stejnosmérném elektrickem poli ‘:'
s ()
G
oA

V podstaté Ize rozlisit elektroforézu volnou, tj. v roztoku a elektroforézu na nosicich.

V sou€asné dobé se nejvice pouziva tzv. elektroforéza zénova neboli na nosicich:
elektroforeticky zkoumana latka se pohybuje v poérovitém prostfedi (agarovy gel,
agarosovy gel, Skrobovy gel, polyakrylamidovy gel, prouzky z acetylované celulézy).

Pohyblivost jednotlivych &astic (iontl) je ovliviiovana

napétim

prochéazejicim proudem

sloZenim pouzitého pufru (pH, iontova sila, pouZity pufrovy systém, Cili
pfitomné ionty),

do jisté miry i pouzitym prostfedim (napf. putovani bilkovinnych frakci @
v agaru Ci agaroze se do znacné miry blizi elektroforéze volné; v agaru se

uplatriuje tzv. elektroendosmaéza, ktera strhava nékteré frakce zpétnym
tokem ke katodickému konci a proto start musi byt uprostred nosice, na
rozdil napr. od elektroforézy na acetylované celuléze apod.)

velikosti molekuly testovaného iontu (ve vétsiné pripadd je prostredi
tvoreno tzv. molekulovymi sity, typickymi pfiklady jsou Skrob a
polyakrylamidovy gel). [Technické parametry v hodinach instrumentalni
analyzy].

Ukazka zdroje a

V 8eskych zemich je jednim z nejpouZivanéjsich komeréné dostupnych nosiét Hydragel (firma elektroforetickych van
Sebia), coz jsou agarézove gely uréené pro rtzné typy déleni (bilkovin v plazmé, v mogi, z nabidky firmy BioTech a.s.
v mozkomisnim moku; lipoproteind; isoenzymt LD aj.) Viz téz WEB Sebia. Soucasnym trendem je

prechod na kapilarni elektroforézu.

Kdo ma rad hry, muze si pohrat s vcelku zdafilym grafickym znazornénim vertikalni gelové elektroforézy v polyakrylamidovém gelu o
riznych koncentracich na internetové adrese http://people.rit.edu/pac8612/electro/Electro_Sim.html ; jedinym pozadavkem je
anglictina, ale i bez ni to Ize zvladnout, a pripojeni na Internet.

Rozdéleni na frakce
Elektroforéza na fdéliich z acetatceluldzy nebo v agarézovém gelu déli bilkoviny krevniho séra na 5 az 6

frakci:

albumin a ¢tyfi (az pét) frakci globulini - a;,0,, B (B; 2 B2) a y. Frakce albuminu je

tvofena jedinou bilkovinou (nékdy je pfed albuminem patrna frakce prealbuminu, tj. transthyretinu).

Elektroforeogram

| - .
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soupravou HYDRAGEL PROTEIN Ggg“é‘;zm“
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obsahuji vétsi mnozstvi bilkovin:

e o -globuliny: oy-lipoprotein, orosomukoid, oy-antitrypsin

e m-globuliny: a,-makroglobulin, ceruloplasmin, haptoglobin, pre-B-lipoprotein

e  S-globuliny: transferin, fibrinogen, C-reaktivni protein, f—lipoprotein

e globuliny: IgG, IgM, IgA, IgD, IgE

0,-z0ha
Rozkresleni moznych tvar( déleni alfa-2 zény
(obrazky prevzaty z, ev. upraveny podle
firemnich materiall firmy A. L.Instruments a
Z Www.sebia.com)
4—
1 = a,,-makroglobulin
A B c 2 = haptoglobin HYDRAGEL 7 PROTEIN(E)
3 = ceruloplasmin
2(£5) 2(£5) 4 = GC globuin

5 = ay-lipoprotein

1+42+3+4+5 1+2+3+4(%5) 1+3+4(x5)

— g — -

Elektroforetické typy | " -
Na zakladé dlouholetych zkuSenosti s elektroforézou bilkovin krevniho séra ‘
na konkrétnim nosici Ize z charakteru rozdéleni frakci, tj. z urcitého
elektroforetického typu (vymizeni frakci, objeveni se novych frakci, jiny
vzajemny pomeér frakci atd.) usuzovat na urcité skupiny chorob ¢&i stavu. s s
‘ sebia
Narast (T, 7T atd. podle intenzity narastu) &i pokles (4, {1...) jednotlivych
frakci 1ze hodnotit vizualné nebo pomoci jednoucelového fotometru, tzv. Rozdélen sérowych proteind do
denzitometru, ktery vysledky vyda Ciselné i ve formeé kfivky. péti frakci na Hydragelu firmy Sebia
ELFO typ Elektroforeticka frakce
Albumin Globuliny

o o B1 B2 Y
1. Typ akutniho zanétu N% NN ™ N (™) N
2. Typ chronického zanétu J N N N N A
3. Typ chronické hepatopatie J N J J N2 Ap
4. Typ nefrotického syndromu N/ N DD NN AN v
5. Typ malnutrice N ("™N (™) N V) N N
6. Typ monoklonaini N Kdekoli uzky prouzek monoklonalniho imunoglobulinu; y-frakce méize zcela vymizet
hyperimunoglobulinémie
7. Vzacnéjsi nalezy Viz dale popis "Vzdcnéjsi nalezy”

*) Siroky pruh y-globulind réznych typl = polykionaini hyperimunoglobulinémie
Legenda: N = nezménéno, /N = zvySeno , 1 = sniZzeno [v obou pfipadech pocet Sipek oznaduje silu zmény], (1) = miZe byt
Zvyseno

1. Typ akutniho zanétu

Celkova bilkovina je normalni, lehké snizeni albuminu, vzestup as- a
az-globulind, pfipadné i B.-globulinG.

Akutni rozsahly zanét, pfedevsim bakterialni. Nalez je u vSech akutnich
stavll (po operacich, urazech, infarktu myokardu apod.). Akutni
hepatitida. Aktivni zanét u revmatoidni arthritidy, u rychle rostoucich
malignit (zhoubnych nadoru).

2.  Typ chronického zanétu

Pokles albuminu. Vzestup ai- a az-globulind (mensi nez u typu ad 1.),
vyrazny vzestup y-globulina (Siroky pruh y-globulind na
elektroforeogramu). Jedna se o tzv. polyklonaini
hyperimunoglobulinémii. Chronické infek&ni choroby, zanétliva
onemocnéni pojiva, autoimunitni choroby, maligni nddory

Automat HYDRASYS 2
Eelektroforéza proteind; firma Sebia
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3.  Typ chronické hepatopatie

Pokles albuminu, a-, az- a p—globulind (tj. bilkovin
tvofenych jatry). Vzestup y-globulind (pfedevsim IgA,
ktery se naléza mezi y a f globuliny a tvofi tzv. B—y
miustek mezi témito frakcemi, y-globulinova frakce
naseda pfimo na frakci B-globulinG)

Tézka fibréza az jaterni cirh6za, chronicka hepatitida.

4.  Typ nefrotického syndromu (ztraty bilkovin)
Velky pokles albuminu. Pokles y—globulind.

Narust a- a p—globulind. (Ztraty pfedevsim bilkovin
s malou molekulou)

Nefroticky syndrom (chronicka glomerulonefritida,
postizeni ledvin pfi systémovych onemocnénich,
diabetické glomeruloskleréza, amyloid6za, néktera
infek&ni onemocnéni)

5.  Malnutriéni typ

Celkova bilkovina vyrazné snizena. Velky pokles
albuminu a B1-globuling.

Chybéni aminokyselin, z toho vyplyvajici porucha
syntézy bilkovin.

6. Monoklonalni hyperimunoglobulinémie

HYDRAGEL PROTEIN(E) 15/30 sebia

16 17 18 19 20 21 2¢ 22 24 25 26 27 28 29 30

Same SRR SRR s SRR IR SRR S
e sewe SR SR s S -

1

Razné elektroforetické typy,
Agarosovy gel, Hydragel Protein(e) 15/30, firma Sebia

Niz8i koncentrace albuminu. Nékde (tj. kdekoli) mezi ai- az y-globuliny se nachazi uzky prouzek monoklonalniho

imunoglobulinu.

Nédorové onemocnéni mnoho&etny myelom. Waldenstromova makroglobulinémie, hemoblastézy, karcinom,
plazmocytom aj. S vékem vyskyt paraprotein(i roste, ve stafi se i u zdravych lidi objevuji benigni monoklonalni

imunoglobuliny, a to bez klinickych pfiznak{ onemocnéni.

7. Vzdcnéjsi nalezy

Bisalbuminémie (zdvojeni frakce albuminu), analbuminémie (chybi frakce albuminu),
deficit az-antitrypsinu (chybi ai-frakce), atransferinémie (pokles Bi-globulin(),
hypogamaglobulinémie (dédi¢ny ¢&i ziskany defekt syntézy imunoglobulin).

Hemolytické sérum — projevy pri elektroforéze:
posun az-globulind ke katodé

zvySeni Bo-globulin()

fibrinogen (prouzek mezi - a y-globuliny),

nakladna.

Ptistroj pro kapilarni elektroforézu
od firmy Beckman-Coulter

Jednotlivé bilkoviny krevni plazmy

Prealbumin (transthyretin)

zvys$eni B-lipoproteint (LDL; intenzivni prouzek v f—oblasti)

Modernim trendem v oblasti elektroforézy
bilkovin je vyuzivani kapilarni elektroforézy,
coZ je v podstaté volna elektroforéza. Svymi
délicimi vlastnostmi se bliZi metodam
chromatografickym, je jednodussi a méné

A

Hereditarni bisalbuminémie

A.  Klasické déleni na
Hydragel Proteine

B.  Déleni pomoci kapildrni
elektroforézy Capillarys
Sebia

Jaterni transportni protein pro hormony §titné Zlazy, molekulova hmotnost 55 000, vaze i transportni

bilkovinu pro vitamin A (zabrana ztratam do modi)

{ = porucha proteosyntézy v jatrech u téZkych hepatopatii nebo proteinové malnutrice
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Albumin
Pfedstavuje vice nez polovinu plazmatickych bilkovin, tvofi se v jatrech, molekulova hmotnost 68 000, ze
75% se podili na onkotickém tlaku (osmoticky tlak bilkovin) plazmy, transportni bilkovina pro nekonjugovany
bilirubin, neesterifikované mastné kyseliny, hormony §titné Zlazy, vapnik, hofCik, zinek a jiné mineraly. Vaze
i nékteré Iéky. Soucast extracelularniho antioxidaéniho systému v ochrané proti volnym radikaltm.
= snizena syntéza u téZké hepatopatie ¢i proteinové malnutrice, zvySeny katabolizmus u akutnich zanétd a nador(
v akutnich stavech (negativni reaktant akutni faze — viz str. 10-9), zvySené ztraty ledvinami (nefroticky syndrom),
do GIT, kizi ap., pfevodnéni (hyperhydratace), v téhotenstvi (narlst télni tekutiny)

Metody stanoveni albuminu
e Bromokresolovy purpur — BCP (5,5 -dibrom-o-kresolsufoftalein) tvofi s albuminem ve slabé
kyselém prostfedi za pfitomnosti povrchové aktivnich latek komplex vhodny k fotometrickému
stanoveni (603 nm), dochazi k pfemé&né barvy ze Zluté (barvivo) na zelenou (komplex)
e Bromkresolova zelen - BCG (3,3",5,5 -tetrabrom-m-kresolsulfoftalein) se vaze na albumin a
vytvofeny komplex se stanovuje fotometricky pfi 628 nm
e mala mnozstvi albuminu (napf. v moci) se stanovuji imunochemicky

Referenc¢ni hodnoty: 35 — 53 g/l (metoda s BCG, fa Erba Lachema s.r.o.
Alfa;-globuliny

Alfa;-inhibitor protedaz (API)

Jaterni glykoprotein nazyvany téz a;-antitrypsin (AAT), inhibitor proteolytickych enzymu (elastazy,
kolagenazy) uvolfiovanych pfi zanétlivé reakci. Hlavni podil a;-globulinové frakce.

T = akutni zanéty a akutni zavazné stavy, téhotenstvi

J = t&2ké hepatopatie, dédiény defekt tvorby API (diisledkem mUiZe byt cirhdza jater, dale se rozviji plicni enfyzém)

Alfa;-kysely glykoprotein (orosomukoid)

Jaterni glykoprotein, fyziologicka funkce neni znama. Koncentrace stoupa u akutnich stavu, klesa pfi poruse
proteosyntézy v jatrech

T = akutni stavy

J = porucha proteosyntézy v jatrech

Alfa,-fetoprotein
Tumorovy marker, pouZiti v prenatalni diagnostice. O AFP je pojednavano zvlast v kreditnim kurzu
vénovaném biomarkertim.

Alfa;-lipoprotein
Soucast HDL2 a HDL3, v mensi mife i HDL1 (viz kreditni kurz Lipidy)

Alfa;-mikroglobulin

Molekulova hmotnost 26 000. Pfi sniZzeni glomerularni filtrace stoupa v séru. V modi se naléza pfi tubularni
poruSe (tubularni proteinurie) a v sou€asnosti je povazovan za nejvhodné&;jsi ukazatel poruchy tubularnich
funkci ledvin. Ma pravdépodobné fyziologickou protektivni funkci (imunoregulaéni, imunomodulaéni).

1 = sniZeni glomerularni filtrace (podobné ostatni mikroproteiny)

Alfa,-globuliny

Alfa,-makroglobulin

Molekulova hmotnost 820 000, inhibitor endoproteaz (trypsinu, chymotrypsinu, plazminu aj.)
T = nefroticky syndrom, chronické hepatopatie, v détském véku

{ = akutni pankreatitida

Haptoglobin

Jaterni glykoprotein sloZeny ze Ctyf fetézcl (tetramer) dvou typu a nékolika variant. Pevné vaze hemoglobin
a komplex je rychle vychytén burikami RES z krevniho ob&hu. Zabrariuje tvorb& nebezpecného
hydroxylového radikélu

1 = akutni stavy

{ = poruchy proteosyntézy v jatrech, intravaskularni hemolyza (velmi nizké aZ nulové hodnoty haptoglobinu)
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Ceruloplazmin

Protein s osmi atomy médi v molekule. Transport médi. Oxidazova aktivita (zdbrana vzniku nebezpecného
hydroxylového radikalu)

Ke vzniku volnych hydroxylovych radikalt vede napf. tzv. Fentonova reakce:

Hz0; + Fe? ————— ‘OH + OH + Fe**

Role ceruloplazminu spociva v tom, Ze katalyzuje oxidaci Fe® na Fe®*" a zminénou Fentonovu reakci tak inhibuje:

ceruloplazmin
Fe — > Fe*

T = postupny narst v t&hotenstvi
4 = geneticka porucha zplisobujici nedostatednou tvorbu ceruloplasminu, tzv. hepatolentikularni degenerace (Wilsonova
choroba)

Ferritin
Zasobni bilkovina pro Zelezo, nachazi se v jatrech, ve sleziné, kostni dfeni a stfevni sliznici. Tumorovy
marker.

Proteiny transportujici hormony
Napf¥. transkortin pfenasejici kortizol, globulin vazajici tyroxin (tj. thyroxin-binding globulin, TBG).

Beta-globuliny

Transferin
Jaterni B,-globulin, molekulova hmotnost 76 500, miize vazat dva atomy Zeleza (Fe®*), transportni bilkovina
pro zelezo
T = nedostatek Zeleza v organismu (pfi malnutrici nedojde ke zvyseni);
J = prebytek Zeleza v organismu (hemosideréza, hemochromatéza, osteomyelofibréza aj.), porucha proteosyntézy
Vv jatrech, akutni zatéz organismu

Bezsacharidovy transferin — transferin se snizenym podilem cukerné sloZky (carbohydrate-deficient
transferin, CDT), nachazi se u alkoholikll (dg vyznam pouze u muzu).

Hemopexin

B,-globulin vazajici hem, podobna funkce jak u haptoglobinu
T = hemolyticka anémie

I = akutni stavy

Slozky komplementu C3 a C4

Komplement = 11 proteind, patfi k faktoriim nespecifické humoralni imunity (aktivuje se napf. vazbou
antigenu a protilatky, vysledkem je lyza baktérii i jinych bunék)

1 = akutni zatéz

d = tvorba imunokomplexd (nap¥. autoimunitni choroby )

Beta-lipoprotein
B2-globulin, lipoprotein (LDL) (viz kreditni kurz Lipidy)

Beta,-mikroglobulin

Mikroprotein, molekulova hmotnost 11 800, sou€ast HLA systému na povrchu bunék, produkt myeloidnich a
lymfoidnich bunék, tumorovy marker (odrazi proliferaci bunék tohoto ptvodu)

T = v mogi — poruchy tubulu, v séru - pokles glomerularni filtrace

C-reaktivni protein (CRP)

Precipituje C-polysacharid pneumokoku (odtud nazev). Jaterni protein. Bilkovina akutni faze s nejrychlejsi a
nejvyraznéjsi reakci ze vSech bilkovin akutni faze, zvl. u bakterialnich infekci (viz kreditni kurz Biomarkery)
T = akutni zanét, akutni stavy (revmatické choroby, malignity, stres, pooperaéni stavy apod.)

Fibrinogen

Plazmaticka bilkovina, molekulova hmotnost 340 000, pfi elektroforéze putuje mezi beta- a gama-globuliny.
Uplatriuje se pfi hemokoagulaci (viz hematologie); rizikovy faktor aterosklerozy

T = akutni stavy (napf. zanétlivé choroby pojiva)

I = t&7ké hepatopatie (nedostatedna syntéza), diseminovana intravaskularni koagulopatie = DIC (zvy$ena spotieba)
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Gama-globuliny
Nejvétsi podil této frakce tvori imunoglobuliny (zasahuji v8ak az do frakce beta a z&asti i do frakce alfay),
tvofené bufkami lymforetikularniho systému, protilatky pfi reakci s antigenem.

IgG

Tvofi nejvétsi podil plazmatickych imunoglobulin(i. Odpovéd na rozpustné antigeny (toxiny a produkty lyzy
bakterii), prochazeji fetoplacentarni bariérou a novorozenec ma vysokou hladinu IgG. Ta klesa, nejnizsi je
mezi 3. - 6. mésicem. Vlastni tvorba IgG zacina jiz pfed narozenim ditéte.

IgA
Vyskytuji se v plazmé jako monomer, na povrchu sliznic (GIT, spojivky, dychaci cesty) jako dimer,
neprochazeji fetoplacentarni bariérou, ochrana sliznic pfed bakterialni infekci.

IgM
V plazmé jsou ve formé pentameru, molekulova hmotnost 970 000, rychla reakce na bakterialni a virovou
infekci (pozdéji je jejich tvorba vystfidana tvorbou IgG protilatek).

IgD

Nachazi se jako membranovy protein (spolu s IgM) v membranach zralych B-lymfocytll. Ve velmi
omezeném mnozstvi existuje i ve vylu€ované formé (monomer) a Ize ho nalézt ve velmi nizkych
koncentracich v krevnim séru. Jeho funkci je (pravdépodobné) predat signal B-lymfocytiim, aby se
aktivovaly, ¢imz se stanou pfipraveny zaujmout své misto v imunitnim systému pfi obrané organismu.

IgE
Tzv. reaginy u alergiku, reaguji s alergeny, pfitom se uvolfiuji mediatory alergické reakce z mastocytli (napf.
histamin).

Stavy s nadbytkem a nedostatkem imunoglobulint

¥ = hypoimunoglobulinémie: fyziologicky u novorozencti a kojenct, dédiéné poruchy syntézy véech tfid =
agamaglobulinémie (disledkem jsou tézké bakterialni infekce), nebo jen nékterych = dysgamaglobulinémie (u
nékterych typl se vyskytuje porucha bunééné imunity)

T = hyperimunoglobulinémie: polyklonalni, vznikaji protilatky rdznych typd, na elektroforeogramu $iroky pruh v oblasti
gama-globulint (chronické zanéty, chronicka hepatopatie, automimunitni choroby); monoklonalni, tvofi se jediny
typ g, uzky pruh na elektroforeogramu (viz dal paraproteiny)

Monoklonalni imunoglobuliny (paraproteiny) jsou produktem jednoho klonu (kmene) proliferujicich
bunék B-lymfocytové fady. Jejich molekula je tvofena t&€Zkymi fetézci pouze jedné tfidy (pfipadné podtfidy)
a lehkymi fetézci jednoho antigenniho typu. Paraproteiny jsou obvykle slozeny z kompletnich molekul a
nachazeji se v pofadi, v jakém jsou koncentraéné v krvi zastoupeny jednotlivé imunoglobuliny, tj. IgG, IgA,
IgM, IgD a IgE. Jiné nazvy pro tyto proteiny jsou myelomové proteiny nebo M-proteiny. Jsou-li tyto proteiny
zjistény v krevnim séru/plazmé jedna se o monoklonalni gamapatii (monoklonaini hypergamaglobulinemii).
Neékteré paraproteiny jsou tvofeny z nekompletnich molekul monoklonalnich imunoglobulind. Tvofi je lehké
fetézce kappa nebo lambda. Pfikladem je Bence-Jonesova bilkovina. Vyskytuji se i paraproteiny s
nekompletni molekulou tvofené pouze téZkymi fetézci (Franklinova choroba).

Monoklonalni gamapatie se déli na primarni a sekundarni. Primarni monoklonalni gamapatie maji sv(j
puvod v autonomni transformaci a proliferaci (novotvoreni, bujeni, chorobny rtst) plazmatickych bunék,
sekundarni jsou zpUusobeny autoimunnimi, infekénimi, metabolickymi a toxickymi onemocnénimi.

Klasickymi metodami vySetfovani monoklonalnich gamapatii je vedle standardni elektroforézy také
elektroforéza imunofixacni a turbidimetrické ¢i nefelometrické vySetreni sérovych hladin volnych lehkych
retézcd.

Novou analytickou metodou v diagnostice a hodnoceni priibéhu monoklonalnich gamapatii je HEVYLITE
METODA (HLC — Heavy Light Chain, Cili t&Zké a lehké Fetézce). V metodé se vyuZivaji protilatky specifické
proti junkénim (ij. tykajicich se tzv. ,pant(*) epitopiim umisténym mezi konstantnimi doménami tézkych a
lehkych Fetézclh molekul imunoglobulinu. Tyto protilatky umoznuji separatni rozpoznani a kvantifikaci
lehkych Fetézcl x a L. Stupen klonality se obecné ur€uje z poméru/indexu « /L. Hevylite v ramci jedné tfidy
imunoglobulinG (napf. IgG) umozruje separatni kvantitativni vyhodnoceni (napf. IgGk a IgGL), coz dava
podobné moznosti jako vySe uvedeny index.
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Polyklonalni gamapatie. Pokud je antigennim podnétem aktivovano vice klonl plazmatickych bunék,
dochazi ke zvySeni koncentrace imunoglobulinl pfislusejicich vice tfidam, pak se hovofi o polyklonaini
gamapatii (polyklonalni hypergamaglobulinemii).

Nalez paraproteinu je tfeba vzdy povazovat za vyznamny, i kdyz se, pomérné fidce (1-3%), vyskytuje i u
zdravych jedincl ve véku <50 roku. Ve starSim véku se, diky poklesu imunitni kontroly, jeho frekvence
vyskytu zvySuje, ve véku >75 let az na 3 - 10%. V soucasné dobé je vyskyt monoklonalni gamapatie
povazovan za vyznamny premaligni marker, protoze u 20 — 25% nosic¢l paraproteinu dojde po 1 az vice
Iétech k malignimu zvratu. Vyskyt paraproteinu v podstaté signalizuje nekoordinovanou proteosyntézu.

Zajemce o vice podrobnosti z problematiky paraproteini odkazuiji na vybornou monografii profesora Tichého: Tichy, M., Laboratorni
analyzy monoklonalnich imunoglobulint (paraproteinti), FINIDR, s.r.o., Cesky TéSin,
1997

TERAGEL 7 61-82 ® Elektroforéza séra v agarosovém gelu (HYDRAGEL)
s ndlezem paraproteinu.

2 pacientska séra délend v duplikdtu. Sérum v pozicich 3 a 4
ma vyrazny paraprotein.

- . < Paraprotien (IgA s hodnotou 58 g/I )

Imunochemické metody stanoveni bilkovin
Imunochemické metody jsou moderni vysoce citlivé a specifické metody, vhodné pro stanoveni jednotlivych
bilkovin krevni plazmy. Principem je reakce mezi antigenem a specifickou protilatkou.

Uvod

Antigen (imunogen, kompletni antigen): VVysokomolekularni latka (protein, polysacharid, lipoprotein,
lipopolysacharid, glykoprotein; mikroorganismy; viry; apod.) majici ve své molekule nékolik vazebnych mist
pro navazani protilatky (tzv. epitoptl) a je schopna vyvolat tvorbu protilatek. Antigeny vyvolavaji imunitni
odpovéd v reaktivnim organismu, namifenou specificky proti pouzitému antigenu. NejlepSi antigenni
vlastnosti maji bilkoviny.

Pozndmka: V literature se Ize s pojmem antigen setkat v ponékud odlisnych vyznamech:

e Jednak jako s vyrazem pro slouceniny, které sice reaguji s protildtkami, ale samy nejsou imunogenni. V tomto
pfipadé se pro Ildtky, které mohou vyvolat imunitni odpoved' (bunécnou, humordini, nejcastéji obé), uZiva
vyraz imunogen. Pak plati, Ze je kaZdy imunogen antigenem, ale opacné to neplati.

e Moderni prameny mluvi zcela opacné, tj. pojem imunogen se viibec nepouZivd a pouZivd se vyraz antigen
v plvodnim vyznamu, tedy jako oznaceni pro ldtku schopnou vyvolat imunitni odpovéd organizmu.

Epitop: ¢ast molekuly antigenu, kterd se ucastni vlastni reakce s protilatkou; tato ¢ast (makro)molekuly
(epitop) se vaze ve vazebném misté protilatky nebo na bunéény receptor bunék T; dfive se nazyvala
"antigenni determinanta”; epitopl mlze byt v molekule imunogenu nékolik, napf. na molekule vajeéného
albuminu se jich nachazi 5, na molekule thyroglobulinu se nachazi 40 epitopu.
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Hapten (nekompletni antigen): Jakakoliv nizkomolekularni latka, ktera nemuze vyvolat tvorbu protilatek,
ale ktera s produkty imunitni odpovédi muze specificky reagovat. | kdyZ sama o sobé nemuze vyvolat
tvorbu protilatek, mize ,vysytit* vazebné oblasti protilatek a tim zabranit reakci antigen-protilatka

Protilatky: Imunoglobuliny, které se déli do 5 tfid: IgG, IgA, IgM, IgD a

Antigens IgE. VS8echny imunoglobuliny obsahuji dvé dvojice polypeptidovych
fetézcl, které jsou v molekule usporadany symetricky, molekula
- - - protilatky ma tvar pismene Y -viz obrazek: oblast Fab obsahuje
w vazebna mista, ktera se liSi u riznych protilatek. Oblast Fc je
e konstantni Casti fetézce v ramci protilatkové tfidy. RozliSuji se fetézce
T —— . lehké (L, od light = lehky) a tézké (H, od heavy = tézky). Existuje pét
\’"'\*Z- / variant tézkych fetézcl ozqacenych y, a, p, 8, &€ - odtud pét tfid
. Fab imunoglobulint (ij. G, A, M\D, E, viz vy$) a dvé varianty lehkych

fetézcl oznacenych «, A - podle nich se fadi protilatky do dvou
antigennich typ K a L. V Jmunoglobulinech jsou seskupeny
vzdy dva lehké a dva tézRé fetézce. Podle dalSich odliSnosti ve

v o

F. struktufe jednotlivych Fetézgll Ize rozliSovat jesté podtfidy a
podtypy imunoglobulind. Vgechny imunoglobuliny obsahuiji
cukernou slozku, jsou to tedy glykoproteiny.

Antibody
Antigen binding sites ——
Variable region ~
‘ ., ~onheavy N
Pomdicka k obrdzkim - slovnik:
antibody = protildtka s
ant/'gen/s':p'rotllatka/y .. Light T 5 + Variable region
antigen-binding fragment = ¢dst/fragment . g § . .
vdzajici antigen chain . /. N s on Ilght chain
NP . Disulfide - o

binding sites = vazebnd mista . v ¥ .
variable/constant region = brldges ! Constant region
variabilni/konstantni oblast oon |Igh‘t chain
light/heavy chain = lehky/tézky Fetézec Pantovd (hinge) oblast $4
disulfide bridges = disulfidové mstky Heavy chain 11 Constant region

on heavy chain

Dohoda: Antigenem miZe byt i protildatka (je to bilkovina!). Proto se v laboratorni praxi vétsinou oznacuje jako antigen
urcovand (stanovovand) bilkovina. Protilatka proti urcované bilkoviné (antigenu) se nachdzi v antiséru.

Antiséra: Jsou to séra s obsahem specifickych protilatek proti pfisluSnému antigenu. Pfipravuji se
imunizaci zvifat opakovanym parenteralnim (mimo travici trubici, napf. injekén&) podavanim antigenu.

Komerc¢ni séra proti lidskym sérovym bilkovinam (,antihumanni séra“) byvaji
e monovalentni (obsahuji jednu protilatku proti konkrétni sledované bilkoviné) a
e polyvalentni (obsahuiji protilatky proti mnoha bilkovinam).

Protilatky mohou byt
e monoklonadlni, tzn., ze pochazeji z jednoho klonu bunék, vyrabéné metodami genetického
inzenyrstvi (viz str.13). Molekuly protilatek jsou stejné struktury bez variant, tvofi je jedna tfida
fetézcu H a jeden typ fetézcl L. Jsou vysoce specifické pro jeden epitop na multivalentnim
antigenu.
e polyklonalni (produkt vice klon( bunék) tvofi smés protilatek reagujicich se stejnym antigenem, ale
s rdznymi epitopy

V laboratorni praxi se pouzivaji k detekci antigent jak monoklonalni, tak polyklonalni protilatky, pfi¢emz oba
typy maji své prednosti v konkrétnich aplikacich.

Pokud se jedna o detekci protilatek v séru pacienta, pravdépodobné pujde o polyklonalni protilatky
produkované imunitnim systémem pacienta.
11
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Reakce multivalentniho antigenu (s vice epitopy) s monoklonalni protilatkou
Specifita monoklonalnich protilatky k jednomu epitopu

N N

Ve

Komplex multivalentniho Monoklonalni protilatky

(polyvalentniho) antigenu Komplex antigen-protilatka

Reakce multivalentniho antigenu (s vice epitopy) s polyklonalni protilatkou
Mnohocetna specifita polyklonalnich protilatek k vice epitopiim jednoho antigenu

PN S P

ﬁ

VA ST

Komplex multivalentniho
P Polyklonalni protilatky

(polyvalentniho) antigenu Komplex antigen-protilatka

Monoklonalni protilatky se liSi od polyklonalnich protilatek vysokou specifitou k jednomu epitopu na
multivalentnim antigenu, jak je ukazano na obrazku vys. Jsou produkovany jednou buné&nou linii a
bunécnymi liniemi mySich myelom, za vyuziti hybridiza¢ni technologie (hybridoma technology).

Hybridomy (hybridomas) jsou nadorové (tumorové) buriky produkujici protilatky v mnoha kopiich identické
molekuly protilatky a snadno rostouci v podminkach laboratornich bunéénych kultur.
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antigen Postup pripravy monoklonalnich
protilatek

Cely postup sestava z nékolika kroku:

plasmaticks buriky #5
produkujici protila
ey

kancerogenni

plasmaticke bufiky Vpraveni specifického antigenu do
hostitelského organismu (mys); B-buriky
zacnou (omezenou dobu) produkovat
prislusnou protilatku

W kuttura rostoucich hybridnich |ZO|aC€ B_bunék (Z myél’ SleZiny)
Spojeni (fuze) B-bunék se specifickym
typem tumorovych bunék, které se
t';groi;négunbdd\:g:é'ni’ch neustale déli (snadno rostou

v tkanoveé kulture), ale neprodukuji
protilatky; po fuzi zacnou protilatky
produkovat

testovani klondl na pofadovand
protildthky

wybrané klony jsou
kultivowany a zmra

Izolace Uspésnych hybrida (fuzované
buriky), které produkuji protilatky se
specifitou proti uvazovanému antigenu
(a v tkanové kultufe se mnozi)

hybridni tumory jsou udrZovany naivu v mysEim

arganismu 5= % ‘A ’ Obrazek je prevzat (a prizplisoben)

z edukacniho materialu firmy ABBOTT

EiEtéEni monoklonalnich protildtek

Reakce mezi antigenem a protilatkou: Slouzi ke kvalitativni a kvantitativni detekci antigen( a protilatek.
Jedna se o reakci rozpustného antigenu a rozpustné protilatky.

Vysledkem reakce mezi antigenem a protilatkou muze byt

e zakal

e vazba bez zmény koloidniho stavu (senzibilizace)
e aglutinace a

e  precipitace

Aglutinace: Antigen se pfi setkani se specifickou protilatkou shlukuje v dobfe viditelné vio¢ky nebo zrnicka
(tzv. aglutinat). Aglutinat je tvofen hlavné antigenem.

Precipitace: Antigen tvofi s protilatkou komplexy, které po dosazeni vétSich rozmérd vypadnou z roztoku
(precipituji). Precipitat je tvofen pfedevsim imunoglobulinem (protilatkou). MnoZzstvi precipitatu je zavislé na
kvantitativnim poméru antigenu a protilatek — existuje optimalni koncentrace, kdy se tvofi precipitat, a mimo
kterou dochéazi k rozpousténi (resp. netvofeni) precipitatu.

Imunoprecipitacni reakce muze obecné probihat v gelovém prostfedi nebo v roztoku. Jesté v nedavné
dobé reakce v gelovém prostredi tvofila zaklad vétSiny specifickych metod stanoveni jednotlivych proteina.
Dnes ma veétsi vyznam reakce v roztoku, i kdyz metody zalozené na reakci v gelovém prostiedi opustény
nebyly — Ize jejich pomoci stanovit nizSi hladiny bilkovin nez reakci v roztoku.

Imunoprecipitacni reakce ma sva uskali — precipitat se tvofi pfi optimalnim mnozstvi obou komponent —
antigenu a protilatky. Pfi nadbytku nékteré z téchto slozek se pfi urcité koncentraci zacne precipitat
rozpoustét (hook efekt = efekt prohnuti kfivky do haku;hook = hak; prozon efekt). Zavislost tvorby precipitatu
na vzrlstajici koncentraci (napf.) antigenu pfi neménném mnozstvi (v tomto pfipadé) protilatky vyjadfuje tzv.
imunoprecipitacni kfivka. Po vzrUstajicim narUstu precipitatu dojde ke stagnaci tvorby a posléze k jeho
rozpousténi.

Jedna hodnota koncentrace precipitatu tak odpovida dvéma koncentracim antigenu!

Méfici oblasti je linearni ¢ast na vzristajici strané grafu (viz obrazek). Je to linearni ¢ast nachazejici se v
oblasti nadbytku protilatky. Nasleduje zéna ekvivalence a posléze oblast nadbytku antigenu.
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Koncentrace antigenu, pfi niz za¢ina oblast nadbytku antigenu (ij. bod na kfivce odpovidajici poslednimu
bodu méfici oblasti) se nazyva kriticky bod.

Kriticky bod je nutno pfi zavadéni metody dikladné oSetfit, tzn., je tfeba provést takova analyticka opatreni,
aby nedo$lo k omylu pfi odecitani vysSich koncentraci antigenu (aby nedoSlo k mylnému odecteni nizké
koncentrace, zatimco se jednalo o vysokou koncentraci antigenu a rozpousténi precipitatu!).

To jsou omezeni turbidimetrickych a nefelometrickych metod.

- . 7
r Signal Zakriveni (hook) zptisobené
/ nadbytkem antigenu
Nadbytek Pl Bezpecna oblast Nadbytek Ag

‘ N\

Kriticky bod

4

Cip
M&Fici oblast IS A

Heldebergerova krivka

Imunoprecipitaéni kfivka (Heldebergerova kfivka)

Charakteristicky tvar kfivky — zavislost tvorby precipitatu na mnozstvi antigenu pfidavaného k neménnému
mnozstvi protilatky.

Na svislé ose je vynesena koncentrace vzniklého precipitatu resp. signal odpovidajici této koncentraci
(napf. naméfena turbidance), na vodorovné ose je vyneseno vzrustajici mnozstvi antigenu.

Mérici oblast: koncentrace antigenu, které Ize bez problému zméfit; dolni a horni limit méfici oblasti

Bezpecna oblast: az do koncentrace oznacené na schématu jako Cy, tedy koncentrace antigenu v
kritickém bodu je zfejmé, ze koncentrace stanovované bilkoviny (antigenu) je vysSi, nez horni limit méfici
oblasti; vzorek se v tomto pfipadé naredi tak, aby se koncentrace pohybovala v méfici oblasti; od
koncentrace v kritickém bodu to zfejmé neni.

Reseni problému s imunoprecipitaéni kiivkou: Jednou z moznosti fedeni je sestrojeni 3D kFivky, kde
tfetim rozmérem je rychlost tvorby precipitatu (tj. ¢as): plati, Ze nikdy nejsou vSechny tfi hodnoty totoZzné a
tak se da odlisit oblast za kritickym bodem.

Rychlost tvorby precipitatu a jeho pfipadné rozpousténi tzn. pokles turbidance v ¢ase (tzv. prozon efekt)
sleduji u homogennich zakalovych metod (str. 10-20) i moderni automaty. Pfi detekci prozon efektu jednak
vydaji hlaseni a také (podle nastaveni) mohou pavodni vzorek naredit, €i vzit ho do analyzy mensi mnozstvi
a analyzu zopakovat.

Prozon efektu u vazebnych testu (str. 10-22) se jejich konstruktéfi brani napf. dvoustupfiovym uspofadanim
(dvoustupnovym formatem) metody, kde se vyuzivaji promyvaci kroky k odstranéni nadbyte¢ného antigenu.
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Me=azuring Zon: —=

Equivalence Zans * Antigen Exvess Zone

Turtidiy Sigmal

0
db
Fha

Increasing &ntigen Level i
OO0 QOO0 T OO0
OO0 OO0
QOO0
OO0

Obrazek imunoprecipitacni kiivky prevzaty z edukacniho materialu fy Abbott Learning Protein

Imunoprecipitacni reakce v gelovém prostredi
Obrazovy materialu v tomto odstavci oznaceny (UP) byl pfevzato z WEB Univerzity Palackého, Biochemického oddéleni, oboru
molekularni biochemie, http://www.molbio.upol.cz/stranky/vyuka/BAM/Imunometody. pdf

Princip: Antigen a protilatka difunduji do gelového prostfedi (kterym je nejcastéji agarézovy gel) riznou
rychlosti. Rychlost difize zavisi na koncentracich antigenu a protilatky, jejich fyzikalné chemickych
vlastnostech a na struktufe a vlastnostech gelového prostfedi. V misté optimalni koncentrace vytvofri
precipitacni oblouk, ktery se pro lepSi zviditelnéni barvi.

Imunodifiize dvojita
do gelu difunduji obé slozky; princip kvalitativnich metod, kdy se pomoci rliznych protilatek patra po povaze
stanovované bilkoviny (antigenu)

Metody zaloZzené na dvojité imunodifiizi (kvalitativnhi metody)

e dvojita radialni imunodifuze (podle Ouchterlonyho)
e imunoelektroforéza (Grabar a Williams)
e protismérna imunoelektroforéza

Imunodifiize jednoducha
do gelu difunduje pouze jedna sloZka (obvykle antigen), druha je obsaZena v gelu; princip kvantitativnich
metod, kdy se stanovuje mnozstvi zname bilkoviny (v gelu je protilatka proti konkrétni bilkoving).

Metody zaloZzené na jednoduché imunodifuzi (kvantitativni metody)

e jednoducha linearni imunodifuze
- ve zkumavce (Oudin)
- v kapilafe (Oudin, modifikace Hitzig a Schwick)
- v kapilare v elektrickém poli (imunoelektromigrace)
e jednoduché radiélni imunodifuze (Manciniova)
e elektroimunodifiize neboli raketova imunoelektroforéza a jeji varianty (Laurell)
e kvantitativni pfekracujici imunoelektroforéza &ili tandemova technika (Krdll)

e dvourozmérna prekracujici neboli kfizova imunoelekfroforéza (Clarke a Freeman)
15
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Metody zalozené na imunoprecipitacni reakci v gelovém prostredi

— Dvojita radialni imunodifuze

Dvojita

e — Imunoelektroforéza
kvalitativni

—  Protismérna imunoelektroforéza

Ve zkumavce

Imunodifaze — Jednoducha linearni V kapilare

V kapilare v el. poli

— Jednoducha radialni imunodiftize

Jednoducha
kvantitativni

— Elektroimunodifiize

— Tandemova technika

— Kfizova imunoelektroforéza

Struéné popisy jednotlivych metod
Dvojita radialni imunodifize podle Ouchterlonyho

O Na podlozni skli¢ko Etvercového tvaru se nalije gel (agarovy,
O O agarozovy). Do stfedu se vyhloubi centraini jamka (CJ) a kolem ni
jamky periferni. Do centralni jamky se umisti protilatka proti
O Oci) O sledovanému antigenu a do perifernich jamek antigen (vzorek). Obé
slozky difunduji do gelu (kruhové Eili radialné kolem jamek) a v misté
\ stfetu s optimalni koncentraci antigenu a protilatky se vytvori
O O precipitacni prouzek.
O Vysvétlivka: Sipka na obr. ukazuje pozitivni precipitaci = precipitacni prouzek
Se simulaci procesu je mozno si pohrat
zde.

Na fotografiich jsou vidét reakce
vzorku/sé.

Detail obrazku vpravo ukazuje
identickou precipitaci v jamkach
¢. 4 a ¢. 6 proti hovézimu
albuminu v centralni jamce
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@ o@ . - ;
singf,\g g’gs Pomicka k obrazku:
\/ single Ag = jeden antigen
2 Ags = dva antigeny
Y. wells with identical Abs = jamky se stejnymi
wells with identical Abs wells with different Abs protilatkami
wells with different Abs = jamky s rozdilnymi
LINES OF LINES OF e i jamsy /
IDENTITY NON-IDENTITY protilatikami _ . _
Ag with 2 epitopes = antigen se dvéma epitopy
. . wells with identical Abs + 1 well with Ab
Ag with 2 epitopes specific for 2nd epitope = jamky se stejnymi
LINES OF protilatkami + 1 jamka s protilatkou specifickou
PARTIAL pro druhy epitop
IDENTITY Y@ Y@Y LINES OF IDENTITY, NON-IDENTITY, PARTIAL
»Wleuilvlli‘;ihﬂi\d:zﬂsﬁc‘i\ftif IDENTITY = ?fecieitaéni linie znacici ideontitu,
for 2nd epitope neidentitu, ¢astecnou identitu antigent
Imunoelektroforéza

Kombinace elektroforézy v agarovém gelu a dvojité imunodifuze. Po probé&hlé elektroforéze se podél délici
drahy vyhloubi jamka ve formé prouzku a naplini se polyvalentnim sérem. Rozdélené frakce bilkovin
difunduji, rovnéz tak polyvalentni sérum. V misté stfetu s optimalnimi koncentracemi antigenu a protilatky se
vytvofi precipitacni prouzek. Na nasledujicim obrazku je v €asti a) znazornéna agarova elektroforéza:
putovani frakci jak zasluhou elektrického pole, tak elektroendoosmézy, dale difuze jednotlivych frakci, difize
polyvalentniho séra a nakonec tvorba precipitanich oblouck. V €asti b) jsou fotografie vysledkl po
vizualizaci imunoelektroforézy

Jamka/korytko
pro polyvalentni
antisérum

Imunofixace

Elektroforéza se €asto kombinuje s tzv. imunofixaci - po elektroforetickém rozdéleni je na gel s rozdélenymi
frakcemi bilkovin aplikovano pfislusné antisérum. Je-li pfitomen antigen, vytvofi se na misté, kde se
nachazi, precipitat, ktery se nasledné barvi. Precipitat je ,fixovan“ v gelu a ostatni proteiny Ize z gelu vymyt.
Pouzivaji se séra polyvalentni, monovalentni, pfipadné specificka proti jednotlivym typlm fetézcq, takze je

mozno bilkoviny pfesné identifikovat
-

Na vedlejSim schématu
elektroforeogramu bylo ,pouzito®

I8G monovalentni antisérum proti IgG
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HYDRAGEL DOUBLE IF sebia @

1
i
!
1
1

K - ” i %
I

| 1 o

| I

‘ :

L L s e L | : ot il Gp ] i
R IR . - : BEoG Akt Zdvojena folie Hydragel pro imunofixaci.
Serum 1 : Serum 2 Sérum 1: monoklonalni gamapatie IgA kappa.
& Sérum 2: biklonalni gamapatie IgG kappa a IgM kappa.

Western blotting (pfenos)

Je variantou imunofixace. Ne vzdy Ize pfimo aplikovat antisérum (protilatku) na délici gel bud z technickych
davodu (napf. to nelze aplikovat na polyakrylamidovy gel, ktery denaturuje bilkoviny), ¢i proto, Ze antigenu
na vytvofeni precipitatu je malo. V téchto pfipadech se pfenese pfislusny protein z déliciho media na
pevnou fazi, kde je fixovan bud kovalentnimi vazbami (pevnou fazi je papir aktivovany cyanogen bromidem
nebo m-nitrobenzoyloxymethylbromidem) nebo adsorp&nimi silami (nitrocelul6zovy papir nebo membrany
na bazi nylonu). Pfenos se déje kapilarnimi silami pomoci savého papiru, pfipadné elektroforeticky. Pevna
faze se potom inkubuje s pfislusnou protilatkou, zna¢enou enzymem nebo radioizotopem. Citlivost téchto
metod je 10 — 100x vySSi nez pfi prosté imunofixaci se stanovenim proteinu.

Schéma usporadani pii Western blotting

L L s - Savy papir
Smér “«--=---"
fenosu
P D e i P Polyakrylamidovy gel
e m— e __
~ Nitrocelulosa
Savy papir
Podlozky

Poznamka: ,blot”, angl. znamena skvrnu, ale také vysati (savym
papirem), Cili nazev ,blotting“ je jasny. Pojem ,western*t|. ,zapadni“ je
slovni hfickou: prakticky totoZznou metodu pro fixaci a vizualizaci DNA,
vymyslel sir Edwin Mellor Southern (na obrazku), ktery rozvinul i
technologie DNA mikroarrayi a za svuj pfinos v medicinském vyzkumu
obdrzel prestizni ocenéni Alberta Laskera. ,Southern® je ¢esky ,jizni®,
takZe pfibuzné techniky byly postupné pojmenovavany podle svétovych
stran. ,Nothern* (severni) pfenos (blotting) je uréen pro studium
genovych expresi pomoci detekce RNA, ,eastern” blotting se pouZiva

k analyze posttranslacnich modifikaci a k detekci karbohydratovych

epitopu, ,southwestern” (jihozapadni) blotting je kombinaci ,southern“a

,western” pfenosu a uzivé se k charakterizaci proteinti vazejicich DNA. Edwin Mellor Southern
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Protismérna imunoelektroforéza

V gelu na podloznim sklicku se vyhloubi fady jamek. Vzdy do fady bliZze katodé se umisti antigen (vzorek),

+ O O O O O O O

PP O O O O O O O

Ag O O O O O O O

O

O

PK

Pl

Ag

PI

Ag

PI

Ag

Jednoducha radialni imunodifize

do fady blize anodé se umisti protilatka. Vlivem
elektroendosmoézy putuji protilatky v agarovém
(agarézovém) gelu ke katodé, antigeny (pokud jsou
pfitomny) putuji ,normalné“ k anodé. V misté stfetu

s optimalnimi koncentracemi antigenu a protilatky se vytvori
precipitacni prouzek .

Vysvétlivky:

Pl = protilatka

Ag = antigen, Sipky znazornuji smér putovani
prislusné bilkoviny

PK = pozitivni kontrola, vodorovna c¢arka znazornuje
precipitacni linii u pozitivni kontroly (ve skutecnosti se
jedna spise o obloucek

Vzorky pacientd

Do gelu se pfi jeho pfipravé pfida specificka protilatka (monovalentni antisérum) proti itanovované

bilkoviné (antigenu). Do gelu na podloznim skli¢ku se vyhloubi Fady
jamek. Do prvni fady se umisti antigen o vzrustajici koncentraci
(kalibra¢ni kfivka), do ostatnich se umisti vzorky. Bilkoviny (radialné) o
difunduji kolem jamek za tvorby precipitacni zény (na obrazku vievo
jsou znézornény pouze jamky, precipitacni zény ne, ty jsou
znazornény na schématu niz). Velikost zény, pfesnéji &tverec jejiho
priméru (D), je umeérny koncentraci antigenu. Zavislost D% na
koncentraci antigenu (kalibracni graf) se ziska z hodnot naméfenych
v prvni fadé se znamymi koncentracemi stanovovaného antigenu

Postup pri jednoduché radialni imunodifazi

O O O O O
O O O O O O
O O O O O O
0O O O O O O

O O
Kaliffracni fada

REAGENTS: Pomucka k obrazku
agar gel impregnated () 'Y ' @ () @
with antiglobulins A 5 7 3 3 . .
(anti-Ig6) gel impregnated with uniform concentration of anti-Ig& Reagencie — agarovy gel s obsahem anti-lgG
1. itkd sepin Soriple & — 1. dg jamek se nepipetuji vzorky
Ig6 standards to wells @ séra (sample AaB)a
200 400 800 1600 le A le B i _
ol eyl Lyt ol samp sample standardni roztoky (200 — 1600

mg/dl)

“ g?ﬁ?‘?ﬁnﬁfgflﬁusm 2. ponecha se Cas difusi molekul
IgG do gelu

3. v mistech optimalni
koncentrace IgG:anti-lgG se

3. precipitin rings form
at site of optimal @ v, R
IgG;qnfi_Ing concentral®h @ @ @ tvori precipitacni prstence

4. mérfeni priméru (D) prstencu
(D je umérné koncentraci IgG

4. measure ring diameter!
(proportional to Ig6 @ @ @ ve vzorku)
concentrations)
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Elektroimunodifize
(presnéji elektromimunoprecipitace) Cili raketova (raketkova) technika (podle Laurella)

= e - Kombinace jednoduché radialni imunodifize s elektroforézou (ta
[+] slouzi k urychleni imunoprecipitace).

i V gelu je pfitomna protilatka, v gelu vlivem elektrického
stejnosmérného napéti putuje antigen. Tvofi se komplex antigen-
protilatka, putujiciho antigenu je vSak prebytek, takze dochazi

| k soustavnému rozpousténi tohoto komplexu az do okamziku, kdy
je veskery antigen vyvazan specifickou protilatkou. Vysledkem je

¢ obraz ve tvaru raketky (kosmické). Raketky maiji velikost podle

koncentrace pfislusného antigenu ve vzorku.

’ Kalibrace se provadi podobné jako u jednoduché radialni

. imunodifize pomoci znamych koncentraci stanovovaného

[ - = antigenu (nékolik jamek — obvykle 5 — slouzi pro kalibraci, ostatni
| O O © 0 @ |5 pro vzorky)

(1 2 3 4 5 | (UP)

Dvojrozmérna ¢Cili tzv. kfizova neboli prekracujici imunoelektroforéza
Kombinace elektroforézy v agarovém gelu s elektroimunoprecipitaci, Cili aplikace raketkové techniky na
sérum predem frakcionované pomoci elektroforézy.

Tato cast gelu se odstrani 2. ELFO: nové priloZzeny +
gel, ktery obsahuje

=

Zde se gel odfizne Novy smér déleni (otocen o
90°proti plvodnimu sméru)

1. ELFO: zde probiha prvni déleni vzorku
Gel s pivodnim délenim
Smér déleni bilkovin (prvni ELFO)

i

Imunoprecipitaéni reakce v roztoku

Princip: Zfedény roztok antigenu reaguje s vhodné zfedénou protilatkou za tvorby zakalu
(imunoprecipitatu). Reakce se vyhodnocuje turbidimetricky nebo nefelometricky (existuje fada specialnich
fotometrd a nefelometrd zkonstruovanych pravé k tomuto ucelu). Jedna se o velmi moderni metody vhodné
i k automatizaci.
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Turbidimetrie

Turbidimetrie

. analyt
* protilatka

PETIA

Reaké&nim prostfedim je pufr s obsahem
polyethylenglykolu (PEG), ktery podporuje
tvorbu suspenze (zakalu). Pouzivaji se
protilatky rdznych vyrobcli (Dako, Orion aj.).
Podle pouzitého pufru a protilatky se aplikuji
metody na jednotlivé pfistroje. Zavislost
turbidance na koncentraci stanovované
bilkoviny je obecné nelinearni a kalibrace
vyzaduje fadu standard(, vétSinou péti.
Vzhledem k mnoha okolnostem ovliviiujicim
imunoprecipitacni reakci, je zavadéni metod
obtizné, vlastni vyuziti jiz zavedené metody
je v8ak obvykle snadnou a rutinni zalezitosti.

Particle Enhanced Turbidimetric Immunoassay (PETIA)

2

mikrocastice potazend protilatkami

Zesileni turbidance je mozné
dosahnout pomoci
mikrocastic.

Mikro&astice Ize ,potahnout*
protilatkami (viz obrazek
vlevo).

P¥i reakci téchto mikrocastic
s analytem dochazi k tvorbé

zesitovaného kompaktniho
precipitujiciho komplexu a k

analyt

naméfeni vysSich hodnot
turbidance.

Takto je pomoci (mikro)&astic
(particles) posileno
(enhanced) turbidimetrické
imunostanoveni (turbidimetric
immunoassay).

Molekuly, pfilis malé na to, aby samy o sob& mohly s protilatkami tvofit nerozpustné komplexy Ize ,upevnit®
na mikroc¢astice, zvétsit timto zplisobem jejich velikost a ,posilit* (enhance) tak metodu (v daném pfipadé
inhibici turbidimetrického stanoveni (turbidimetric inhibition immunoassay). Mikro¢astice ,potazené” malymi
molekulami (analytem) tvofi s protilatkami zesitované, nerozpustné komplexy. Je-li vSak ve vzorku pacienta
pritomen analyt, soupefi tento s analytem na mikro¢asticich o vazebné misto na protilatce a protoze sam
neni schopen tvorby komplex, rusi (inhibuje) tuto tvorbu.Vysledna turbidita je mnohem nizsi, nez by byla
bez volného analytu. Toto uspofadani je typické pro stanoveni léku.

Turbidimetrické imunometody maji sva omezeni, pfedevdim smérem k nizkym, ale i vysokym koncentracim
stanovované bilkoviny. Hodi se pro omezeny pocet pouZiti, v rutinni praxi vS§ak maji bohaté zastoupeni.
Pfikladem je stanoveni v séru napf.: IgG, IgA, IgM, C3, C4, prealbuminu, transferinu, orosomukoidu aj.,
v moci mikromnozstvi albuminu (tzv. mikroalbuminurie).
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PETINIA

Particle Enhanced Turbidimetric Inhibition Immunoassay (PETINIA)

. .
. o
) p

* protildtka

o vzorek pacienta

Vazebné testy

Principem vazebnych testl je opét reakce analytu s vazebnym proteinem, kterym je nejCastéji protilatka.
Analyt nebo vazebny protein jsou urcitym zplsobem oznaceny, aby bylo mozno prokazat vytvofeny
komplex antigen-protilatka, resp. analyt-vazebny protein. Jednotlivé analytické metody nesou nazev podle
charakteru detek¢niho prvku pouzitého k prikazu interakce (vzédjemného plisobeni) analytu a vazebného
proteinu. Detekéni prvek se voli podle charakteru znaceni zd€astnéného reaktantu. VSechny vazebné testy
pouzivaji ke kalibraci standardy, s jejichz reakci v systému je srovnavana reakce stanovované latky.

V soucasné dobé existuje fada vazebnych testd, rutinné pouzivanych ke stanoveni biologicky vyznamnych
slou€enin — hormon(, nadorovych markerd, farmak, alergenu a protilatek podilejicich se na alergickych
reakcich organismu. Jejich 8kéla se stale rozsifuje.

Spide neZ s pojmem ,vazebny test se Ize v literatufe i v praxi setkat s pojmem ,ligandové techniky®

(z latinského ligare, svazovat), o analytu se v této souvislosti mluvi jako o ligandu, nebo s obecnym pojmem
imunoanalyza, imunostanoveni, imunoesej, immunoassay apod.

Vazebné testy Ize nap¥. rozdélit

1. podle usporadani testu na
e nekompetitivni a
e kompetitivni

2. podle nutnosti oddélit vytvofeny komplex antigen-protilatka na
e heterogenni a
e homogenni

At uz se jedna o jakékoliv uspofadani testu, aby bylo mozno stanoveni provést, je u vSech téchto
imunoanalyz nutno pouzivat znaené antigeny nebo protilatky, které slouzi jako tzv. labels (k identifikaci
vytvofeného komplexu antigen-protilatka (Ag-Pl).

label (angl.), [leibel], Stitek, nalepka, etiketa, visacka
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Ke znaceni antigent ¢i protilatek se pouZivaji

1. Radioaktivni zafice, napt. **I (izotop jodu). Metody se nazyvaji RIA (radio immunoassay) a patfi
mezi klasické imunometody

2. Enzymy (alkalicka fosfataza, peroxidaza, p—galaktozidaza), které po pfidani substratu do reakéni
smési katalyzuji reakci, na jejimz konci je barevna latka vhodna k fotometrii. Tyto metody se
nazyvaji EIA (enzyme immunoassay)

3. Fluorescenéni latky, které po ozareni svétlem jedné vinové délky emituji svétlo o vétsi vinové délce
nez je svétlo iniciacni. Emitované svétlo se fluorimetricky méFi. Pouziti fluorescenéniho indikatoru se
objevi v ndzvu konkrétni metody, napf. FPIA (Fluorescence Polarization Immunoassay)

4. Chemiluminiscencni latky, bioluminiscenéni latky, elektrochemiluminiscenéni latky — moderni
metody, kdy k emisi svétla dochazi po chemické nebo elektrochemické iniciaci, pfipadné po

pusobeni specifického enzymu (luciferaza). Nazvy jednotlivych metod obvykle zohledriuji zplsob
znaceni i provedeni testu — napf. CMIA (Chemiluminescent Magnetic Immunoassay)

Schémata znazornujici znaceni protilatek a antigenti ve vazebnych testech

Oznacena protildtka umoznuje pfi imunochemickych
reakcich detekci komplexu antigen-protildtka

>+ @— O

Reagencie s oznacenou protildtkou Stanovovany analyt ve vzorku Komplex antigen-protilatka

Oznaceny antigen také umozriuje pfi
imunochemickych reakcich detekci komplexu m

Reagencie ) |
s oznatenym Stanovovany analyt Komplex antigen-protilatka
Reagencie s protilatkou analytem ve vzorku

PFi kompetitivnim (soutéZivém) uspofadani soupefi znateny a neznaceny antigen o vazebné misto na
specifické protilatce. V praxi to znamena, Ze do reakéni smési s limitovanym mnozstvim protilatky se pfida
ke stanovovanému antigenu antigen zna¢eny. BEéhem inkubace se tvofi komplexy antigen-protilatka jak se
znaCenym, tak s neznaCenym antigenem. Pfevazuje ta forma komplexu, které formy antigenu (znaceny x
neznaceny) bylo vice. Plati zde pfima uméra: ¢im vice (neznaeného) antigenu ve vzorku, tim vice
komplexu s neznaCenym antigenem a méné komplexu se znacenym antigenem (vice znaceného antigenu
zUstane nezreagovano v reakéni smési).
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Jednostuprova kompetitivni imunoanalyza

>_+ ® -9 . @ _

Ag Ag' Pl-Ag Pl-Ag”

Dvoustupriova kompetitivni imunonalyza

U dvoustupriové kompetitivni analyzy se pfidava nadbytek protilatky (vzhledem k antigenu). Nejprve se
s protilatkou inkubuje stanovovany antigen, znaceny antigen se pfidava v druhém kroku. Dvoustupriova
metoda je citlivéjSi nez jednostupriova

PI-v nadbytku
> . @ — 9 _ -
Ag Pl-Ag P
@, > @9 - *.:
Pl-Ag PI Ag Pl-Ag Pl-Ag

PFi nekompetitivnim (tzv. sendvicovém) usporadani je analyt vazan mezi dvé vysoce specifické protilatky
(jako platek masa mezi dvéma chleby — ,sendvici“). Jedna z nich je vazana na pevnou fazi (sténu
zkumavky, jamku desti¢ky, mikro¢astici), druha je znacena a pfidava se az k vytvofenému komplexu. Opét
plati, ze ¢im vice antigenu ve vzorku, tim vice antigenu v komplexu a tim vice znacené protilatky

v nasledném ,dvojitém*“ komplexu.

Poznamka:“sendvic” je v podstaté platek masa mezi dvéma krajici chleba; nazev pochazi od jistého Angli¢ana jménem John Montagu,
Ctvrty Earl ze Sandwich, ktery (dajné tak miloval Sachy, Ze se od nich nechtél ani na chvili odtrhnout, ani jit k obédu a v zajmu usSetreni
¢asu ,vynalezl”tohle rychlé obclerstveni (lvan Crha, Dédecek na scesti a dalSich 300 michanych néapojt).

Jsou i jina, i kdyz obdobna vysvetleni (http://en.wikipedia.org/wiki/Sandwich).

Nekompetitivni sendvi¢ova imunoanalyza

Sendvi¢ova imunoanalyza: protilatky jsou vazany na analyt oboustranné

Pevna faze:
e Mikrocastice
e Napln

specialnich

nadobek

(matrix), napf. < > *

skelnd vlakna

e Stény
mikrotitracnich

jamek

Pevnad faze Pevna faze-PI-Ag-PI’
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Sandwichové usporadani u imunoeseji, které pouzivaji mySi monoklonalni protilatky, je pomérné citlivé na
pritomnost lidskych protilatek proti mySim antigenim (Human Anti-Mouse Antibodies, HAMA), které mohou
byt pficinou jak faleSné zvySenych (pozitivnich), tak falesSné snizenych (negativnich) vysledkd. Tyto
protilatky (HAMA) se mohou vyskytovat v lidské krvi jako dlisledek expozice organismu mysim antigentm.
PFiciny expozice jsou rizné — maze to byt v dusledku IéEby nékterych typu rakoviny, kdy se pouzivaji mysi
monoklonalni protilatky, ale také jako imunologicka odpovéd organismu na expozici pfimo mysi, pokud s ni
pacient néjakym zplsobem pfijde do styku, pficemz se nevylu€uje ani expozice environmentalni.

FaleSna pozitivita

HAMA protilatky se vaznou jak na protilatky
upoutané na pevné fazi (napf. mikroc¢astici), tak
na znacCenou protilatku, coz se projevuje,
jakoby vznikl komplex z protilatek a analytu
pfitomného v pacientském vzorku.

PUsobeni HAMA protilatek — falesna pozitivita

Pevna faze HAMA protilatky

FaleSna negativita

PlUsobeni HAMA protilatek — falesna negativita Plsobeni HAMA protilatek — falesna negativita

HAMA protilatky blokuji zna¢enou

HAMA protilatky blokuji navéazanou
Pevna faze protildtku Pevna faze protildtku

Zabranou témto jeviim slouzi rizné techniky
e dvoustupfiové usporadani, aby interferujici latky se mohly vymyt
e pouziti blokator(, které obsadi vazebna mista na HAMA, ke snizZeni &i eliminaci interference

Blokatory jsou jedine¢né pro kazdou metodu (assay) a mohou to byt napf. detergenty, CiSténé proteiny a
zviteci séra.

Homogenni metody jsou ty metody, kdy pfed stanovenim neni nutno komplex antigen-protilatka oddélit

Heterogenni metody jsou metody, kdy je potireba komplex antigen-protilatka pfed stanovenim oddélit a
promyt.
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Existuji rdizné moznosti oddéleni komplexu. Mezi klasické patfi napf.

metoda dvoji protilatky: ke komplexu se pfida dalSi protilatka (proti pouzité protilatce), ktera tvori velky komplex
antigen-protilatka-protilatka, coz jsou velké ¢astice snadno oddélitelné (filtraci, centrifugaci apod.)

nékdy staci pouha centrifugace

oddéleni pomoci rizné koncentrovanych roztok( polyetylénglykolu (PEG): komplexy (= velké ¢astice)
precipituji, mensi ¢astice zGstanou v roztoku

oddéleni pomoci iontoménicu

pouziti molekulovych sit

imobilizace komplexu na skelnych vliaknech

metody pevné faze:

- protilatka je navazana na stény polystyrenovych zkumavek, antigen se navaze na tyto fixované protilatky,
nezreagovany antigen se vylije s roztokem

- protilatka je navazana na polystyrenové kuliCky (na zlaté ¢astice, latexové aj.), komplex ¢astice-protilatka-
antigen |ze snadno oddélit centrifugaci

- sendvi¢ové metody: na komplex pevna faze-protilatka-antigen (napf. zlata ¢astice-protilatka-antigen) se
navaze dalsi, (radioaktivné) znacena protilatka — vznika komplex pevna féze-protiIétka-antigen-protilétka*,
jehoz aktivita se méfi

- protilatkou jsou potazeny ferromagnetické ¢astice - po iniciaci magnetického pole se ¢astice
s navazanymi komplexy imobilizuji na elektromagnetu, resp. na sténé reakéni nadobky pfilehlé k magnetu

Homogenni a heterogenni imunoanalyza

Reakéni nadobka

Homogenni metoda
Protildtka vazana na > el
pevnou fazi (PF-Pl) PF-P > Méreni komplexu PI-Ag
+
v k(A Ag Izolace a promyti
zorek (Ag) komplexu PF-PI-Ag-PI*
+
R Heterogenni metoda
Oznatend protilatka (P/') P > Komplex pF.p[.Ag-p[*

(Viz obr. Nekompetitivni sendvi¢ovd imunoanalyza)

Radioimunoanalyza (RIA)

Ke znaceni je uzit radioizotop. Prvnim vazebnym testem bylo radioimunostanoveni — RIA, popsané v roce
1959 Bergsonem a Yalovou pro stanoveni hladin inzulinu pfi pouziti lidskych protilatek proti inzulinu.

Princip: Soutézeni dvou forem molekuly antigenu (neznacené a znacené radioaktivnim prvkem) ve vazbé
na specifickou protilatku. Molekuly se na protilatku vdZzou v poméru svych koncentraci.
Heterogenni kompetitivni analyza.

Znaceni:

%] (izotop jodu, y-zafi¢, nejéastéjsi pouziti); T (tritium, B-zafic)

Schéma obecného postupu:

1.

2.

o 0

Pripravi se fada zkumavek se zakladnimi roztoky (pufrem, roztokem protilatky, roztokem znaeného antigenu —
objemy a koncentrace jsou ve vSech zkumavkach stejné).

Vycleni se zkumavky pro kalibraci (napf. prvnich pét — podle poctu kalibracnich vzorkd). Do téchto zkumavek
koncentrace kalibratoru atd. az po posledni, kde je koncentrace standardu nejvyssi.

Zbyvajici zkumavky jsou ur€eny pro vzorky — do téch se pfida vhodné zfedény biologicky material (sérum,
moc), ve kterém se ma stanovit pfislusny antigen.

Inkubace vSech zkumavek (obvykle pfes noc) — tvofi se komplex antigen-protilatka: pokud jsou ve zkumavce
obé formy antigenu soutézi spolu o vazebné misto na protilatce a vazou se v poméru svych koncentraci
Kvantitativni oddéleni komplexu antigen-protilatka od nezareagovanych antigen(i, uzivaji se rizné metody
Detekce = méreni radioaktivity — je mozny dvoji zpusob:
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a. méfi se radioaktivita vzniklych (a oddélenych) komplext antigen-protilatka: v tomto pfipadé se vzrlstajici
koncentraci antigenu ve vzorku klesa namérena radioaktivita (v komplexu antigen-protilatka je vétsi podil
neznaceného antigenu)

b. méfi se radioaktivita podill s nezreagovanymi antigeny: se vzrlstajici koncentraci antigenu radioaktivita
vzrusta (v podilu po oddéleni komplexu antigen-protilatka zistava se vzrastajici koncentraci antigenu ve
vzorku vice antigenu zna¢eného, protoZe neznaceny je v komplexu — srovnej ad 6. a.)

7. Vyhodnoceni vysledki

Poznamka: Kalibrace je nutna u kazdé série mereni — vyplati se proto zpracovavat pokud mozno velké série vzorkt

Imunoradiometricka analyza (IRMA)

Izotopem je oznacen vazebny protein (vazebné reagens), kterym je nejcastéji specificka protilatka .
RIA metody jsou postupné opoustény. | kdyZ jsou relativné levné, nedavaji nejpfesnéjsi vysledky,
radioaktivni izotop ma omezenou trvanlivost, metody vyzaduji specialni pfistroje a pracovisté musi byt
vybaveno pro praci s radioizotopy

Enzymoimunoanalyza (EIA)

Ke znaceni je uzit enzym.

Princip: Do komplexu antigen-protilatka vstupuji antigen nebo protilatka zna¢ené ucinnym enzymem.
Mnozstvi stanovované bilkoviny se urCuje z vysledkl reakce enzym + substrat = (barevny) produkt.
Znackovaci enzym: peroxidaza (POD), alkalicka fosfataza (ALP), aj.

EMIT: Enzym immunoasssay technique

(EMIT; technika enzymového imunostanoveni)

Princip: O vazebné misto na specifické protilatce soutézi molekuly antigenu z analyzovaného vzorku a
pfidané molekuly antigenu zna¢eného enzymem. Po skon¢ené kompetici (soutézi) se pfida substrat, ktery
podléha reakci katalyzované volnymi nezreagovanymi molekulami enzymu vazaného na antigen.

Enzymoimunochemické reakce u EMIT:

1. antigen + protildtka  ——> [antigen-protilatka] + substrat [ neaktivni]
2. antigenE + protilatka — [antigenE-protilatka] + substrat [ neaktivni]
3. antigenE + substrat [aktivni]

Ze schématu vyplyva, ze komplex [antigen-protilatka] nekatalyzuje reakci substratu, rovnéz tak nekatalyzuje
reakci enzymem znaceny antigen v komplexu [antigenE-protilatka]. Enzym navazany na antigen (volny) tuto
reakci katalyzuje. Reakce je volena tak, ze ze substratu vznika barevny produkt vhodny k fotometrii.
Intenzita vysledného zbarveni je umérna koncentraci volného znaceného antigenu. Se vzrustajici
koncentraci antigenu ve vzorku intenzita vysledného zbarveni vzriista. Zavislost ma obecné nelinearni
charakter. Kalibrace se provadi se zndmymi koncentracemi antigenu (je to podobné jako u RIA).

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA; analyzy s navazanym enzymem za vyuZiti imunosorpce)

I.  Princip kompetitivniho usporadani: protilatka je pevné vazana na stény zkumavky, enzym vazany na
antigen neztraci v komplexu [antigenE-protilatka] aktivitu. O vazebné misto na protilatce soutézi
znaceny antigen a antigen ze vzorku (neznaceny). Zastoupeni obou forem antigenu na protilatce
odpovida jejich relativnim koncentracim. Pfebytek znaceného antigenu (ktery nezreagoval) se vylije a
po pfidani substratu se zméfi intenzita zbarveni vytvofeného barevného produktu. Intenzita zbarveni je
Umérna mnozstvi navazaného znaéeného antigenu. Cim vy$$i koncentrace stanovovaného antigenu

Pl + Ag + AgE ———» “+—PI-Ag + Z:—PI-AgE ... +S —» (barevny) P

R

s

Pl-Ag +

Protilatka navazana na stény nadoby + antigen Dva typy komplexu: PI-Ag,PI-AgE PFidani substratu a tvorba produktu
Ag + znaceny antigen AgE

Il. Princip nekompetitivniho sendvi¢ového usporadani: na protilatku navazanou na sténach reakéni
nadobky (1) se navaze antigen ze vzorku (2). Po promyti se pfida protilatka znacena enzymem, ktera se
navaze na komplex (3). Po dalSim promyti se pfida substrat (4). Vysledna intenzita zbarveni je umérna
koncentraci antigenu ze vzorku (4).
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Nekompetitivni sendvi¢ové usporadani
(1) (2) (3) (4) (5)

o = =
Pl %P|—Ag %‘PFAQ-PE %P|-A9-P|E +S —>» (barevny)P

Protilatka (PI) Vazba antigenu (Ag) Po proprani pridana Po proprani pridan substrat (S); vysledkem reakce je

navazana na na protilatku protilatka znacena barevny produkt (P)
stény nadobky enzymem (PIE)

Pracovni postup a kalibrace jsou podobné jako u RIA metod, pouze vyhodnoceni je fotometrické. Tyto
metody jsou pro rutinni praxi vhodnéjsi proto, Ze neni potfeba nakladnych zafizeni a mizZe se pracovat
v bézné laboratofi. Rovnéz exspiraCni doba souprav je delSi nez u RIA.

EIA metody se vétSinou provadéji v mikroméfitku ve specialnich nadobkach uspofadanych do tzv.
mikrotitracnich desticek. Toto provedeni obvykle vyZaduje koupi specialniho fotometru (readeru) a
promyvacky (washer), uSetfené naklady za makroprovedeni jsou vSak mnohem vétsi, takze jednorazova
investice se vyplati. V sou€asnosti navic existuji automaty, které cely proces podstatné zjednodusuiji.

Jak RIA, tak EIA metody jsou svou podstatou omezeny na stanoveni latek do ur&ité minimaini koncentrace.
Napf. u EIA metod je nutna pomérné vysoka koncentrace enzymu (tudiz i komplexu se znacenym
proteinem), aby se vytvofilo fotometrovatelné mnozstvi barevné latky. Nové objevené principy detekce
imunoanalytické metody zcitlivuji az o nékolik fadd, takze Ize stanovovat i latky doposud nestanovitelné.
Provedeni v8ak vyzaduje podstatné slozitéjsi techniku, tj. jednoucelové automatické analyzatory. Na téchto
analyzatorech Ize pochopitelné provadét i metody typu EIA.

MEIA: Microparticle Enzyme Immuno Assay

Jedna se o nekompetitivhi imunoanalyzu se separaci komplexu, s jednou protilatkou neznaéenou, vazanou
na mikrocastice a s jednou protilatkou zna¢enou enzymem. Jde tedy o stanoveni heterogenni, patfici mezi
EIA metody se sendvi€ovym uspofadanim. Pro snaz8i separaci komplexu jsou pouZity latexové
mikroc¢astice. Separace probiha na matrici (matrix) ze skelnych viaken (specialni nadobka). Znacicim
enzymem je alkalicka fosfataza (ALP). Substratem pro enzym je 4-methylumbelliferylfosfat (MUP), ktery po
odstépeni fosfatu pomoci ALP poskytuje fluorescencni latku 4-methylumbelliferon (MU) jejiz fluorescence
(zafivy tok) se proméfuje. Pouziti fluorescenéniho indikatoru metodu oproti bézné fotometrii zcitlivuje.

Mikrocastice potazené protilatkou proti
analytu/antigenu jsou inkubovany spolu se vzorkem a
tvofi se reakéni smés

Cést reakéni smési je pfenesena na ,matrix“ ze skelnych
vldken

V dalsim kroku je pfidan , konjugat”, tj. roztok

s protilatkami proti analytu/antigenu znaénymi
alkalickou fosfatazou. Vytvofi se komplex

s mikrocasticemi s navazanym analytem (,,sendvic”).

Nasleduje pridani substratu MUP (4-methylumbellifery!
fosfat). Enzym ALP odstépi ze substratu fosforecnou
skupinu, zbyly MU (4-methylumbelliferyl) je
fluorescencni latkou. Méfi se fluorescencni tok, jehoz
intenzita je pfimo Umérna koncentraci analytu ve
vzorku.

Poznamka: v tomto pripadé resil vyrobce pristroje oddéleni komplexu [antigen-protilatka] filtraci pres skelné vidkno. Jiné reseni
pfindseji v tomto ohledu napf. pristroje firmy DPC Immulite 2000 a Immulite 2500, kde se tento komplex oddéluje centrifugaci.Nové
pristroje firmy Abbott (Architect) pfindseji obménénou techniku, a to s pouZitim magnetickych cdstic (misto skelného vldkna se uZije
magnetické pole )a protildtky znacené patentovanou akridiniovou soli (viz ,,Chemiflex technologie str.30)
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Strucny souhrn jednotlivych kroku pri analyze MEIA:

e Pacientsky vzorek se stanovovanym antigenem se pfida k latexovym ¢asticim s navazanymi protilatkami
proti tomuto antigenu. Latexové €astice se inkubuji spolu s antigenem pfitomnym v pacientském vzorku.
Béhem inkubace dojde k vazbé antigenu na protilatky a k tvorbé komplexu antigen-protilatka.

e Reakéni smés se pfenese na matrix se skelnymi viakny.

e P¥ida se protilatka s navazanym enzymem (ALP), tzv. konjugét. Dojde k vazbé znacenych protilatek na
komplex neznacena protilatka-antigen. Nasleduje promyti.

o P¥ida se substrat. Pomoci enzymu (ALP) dojde k odstépeni fluorescencni latky (MU) a mnozstvi zafiveé

Fluorimetrické metody (FIA)
Ke znaceni je uzita fluorescencni slouéenina. FIA metody jsou citlivéjSi nez EIA metody. Pfikladem je

FPIA — Fluorescence Polarization Imnmunoassay

Homogenni kompetitivni fluorescencni imunoanalyza s vyuZzitim polarizovaného svétla. Antigen ze vzorku
(Ag) a pfidany antigen znaceny fluoresceinem (AgF) soutézi o vazebné misto na protilatce (PI). Vysledkem
je smés komplexi PI-Ag a PI-AgF. Tyto komplexy budou ve smési v poméru, v jakém byly pavodni
antigeny. Jinymi slovy, ¢im vice bylo antigenu v pacientském vzorku, tim vice bude ve vysledné smési
komplexu obsazena forma PI-Ag a opac¢né.

Reakce se provadi v jednom roztoku a nevyzaduje promyvaci krok pro oddéleni nenavazanych znacenych
protilatek. Pro zjisténi vysledku vyuziva FPIA t¥i principu: fluorescence, rotace molekul v roztoku a
polarizované svétlo

Flurorescence

Fluorescein navazany na antigenu po ozareni svétlem 490 nm emituje svétlo o vinové délce 520 nm, jehoz
aktivita se méfi. Fluorescencni zafeni ovdem emituje jak fluoresceinem znaceny antigen v komplexu, tak
znaceny antigen v roztoku. K vzajemnému rozliSeni je vyuzito rotace molekul a polarizovaného svétla.

Rotace molekul

Malé molekuly rotuji v roztoku mnohem rychleji nez molekuly velké. Této skute€nosti je vyuZito pro rozliSeni
malych molekul pfedstavovanych v daném pfipadé antigenem s fluoresceinem od molekul velkych, kterymi
jsou zde komplexy antigenu s protilatkou. AgF rotuje v roztoku mnohem rychleji, nez komplex PI-AgF.

Polarizované svétlo

VIny polarizovaného svétla kmitaji pouze v jedné roviné. Osviti-li se malé molekuly AgF timto svétlem,
zafeni absorbuji a diky své rychlé rotaci emituji sekundarni zafeni v roviné odliSné od roviny svétla
excitaCniho, tj. emituji fluorescencni zafeni nepolarizované. Polarizacnim filtrem, ktery je sou¢asti
usporadani metody, projde pouze malé mnozstvi svétla, takze celkovy svételny vytézek bude maly,
fluorescenéni signal bude maly. Naopak velké molekuly PI-AgF diky své pomalé rotaci emituji fluorescencni
zareni ve stejné roviné v jaké bylo absorbovano budici zafeni, tedy vysledkem je emitované polarizované
svétlo, které po prichodu polarizaénim filtrem dopadne na detektor. Intenzita tohoto svétla odpovida obsahu
znacené protilatky v komplexu. ProtoZe se jedna o kompetitivni uspofadani plati, Ze ¢im niz8i vytéZzek
fluorescence, tim vy$Si obsah (stanovovaného) antigenu v pavodnim vzorku.

Pomala rotace komplexu protilatka-znaceny antigen a z toho vyplyvajici vysoky
vytézek fluorescence rotace komplexu

svételny zdroj polarizadni fitr detektor svétla

wysoky witéfek
fluorescence

=D

kamplez: Pl-&g-fluorescein
ratuje v roztaku pomaliu
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Rychla rotace znaceného analytu a z toho vyplyvajici nizky vytézek fluorescence

svételny zdroj

analyt-fluorescein rotuje v
roztoku rychle

Obrdzky jsou prevzaty z edukacniho materidlu fy ABBOTT

TRACE technologie

Firma Thermo Scientific vyuzila védeckého badani Jean-
Marie Lehna (viz kreditni kurz vénovany elektrolytlim)

v oboru kryptandl a podobnych latek, za které obdrzel
Nobelovu cenu. TRACE je anagramem relativné dlouhého
nazvu Time Resolved Amplified Cryptate Emission, coz
snad Ize prelozit jako Casové rozlozena zesilené kryptatové
emise. Jednd se zde o vyslani signalu emitovaného

z imunokomplexu po ¢asové prodlevé zplisobené nezafivym
pfenosem energie z donoru na akceptor.

Schéma vpravo snad bude srozumitelngjSi nez popis.

Po ozareni laserem excituje donor navazany na prvni

palarizadni fitr detektor svétls

nizk#& hodnots
fluorescence

Laser . )
Prenos energie

\
N
®—<‘ 0>)
= Akceptor

Donor
(kryptat)

N
AN

Antigen ve
vzorku

protilatku dlouhotrvajici zafeni, které muze vyvolat kratkodobé zareni akceptoru navazaného na druhou
protilatku pouze tehdy, je-li donor akceptoru nablizku, tj. vimunokomplexu. Fluorescenéni signal akceptoru
je méfen. Technologie je vyuzita v pfistroji B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact PLUS.

B.R.A.H.M.S KRYPTOR compact PLUS

Luminiscenéni metody

Jean-Marie Lehn

Ke znaceni je uzita latka schopna za urcitych okolnosti emitovat svétlo.
e Chemiluminiscenéni metody (CLIA): emise svétla je vysledkem chemiluminiscenéni reakce pri
oxidaci vhodnych latek — intenzita svétla je Umérna mnozstvi znaceného proteinu v komplexu
e Bioluminiscenéni metody: emise svétla je aktivovana specifickym enzymem, jakym je napf.
luciferaza; bioluminiscenéni metody vyuZzivaji tento systém
e ECL (elektrochemiluminiscence): vysoce reaktivni latky, které emituji svétlo, se tvofi/generuji ze

stabilnich prekurzort na povrchu elektrody

30


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/98/Cryptate_of_pottasium_cation.jpg
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=Jean-Marie+Lehn&source=images&cd=&cad=rja&docid=sHco7l_Gx6AB_M&tbnid=kxvRcrvPcyyLiM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.cse.iitk.ac.in/users/gj/new/Events/chemnobel.php&ei=lmQ3UYHJLoLnswajx4CoCw&bvm=bv.43287494,d.bGE&psig=AFQjCNEtSjyuZmiwp86E1E-_Z-11StFDfA&ust=1362671085186067

CEVA Kreditni kurz: Bilkoviny

Priklady chemiluminiscenénich technologii

Technologie LOCI™ .
pouzivana v analyzatorech Siemens Dimension

LoCI® technologie vyuziva silu chemiluminiscenéniho signalu a pfivadi ji na nové urovné citlivosti. LOCI®
technologie pouziva dva typy syntetickych mikro€astic — citlivou &astici (sensibead) potazenou
streptavidinem a s obsahem fotocitlivé latky a chemickou &astici (chemibead) potazenou protilatkou
specifickou pro metodu a s obsahem fotocitlivé latky. Je pfidan jesté treti reagent ve formé biotinylované
protilatky specifické pro metodu. Reaktanty se vaznou s analytem za tvorby imunokomplex( vazanych

s Castici. Ozafeni tohoto komplexu svétlem o vinové délce 680 nm uvolfuje ze sensibead singletovy kyslik,
ktery difunduje do navazaného chemibead a spousti chemiluminiscenci. Blokovaci vrstva kolem kazdé
Castice minimalizuje moznost nespecifické vazby.

Technologie LOCI o o
i ] biotinylovany casticovy
D /)-90 receptor imunokomplex
-
0“ ..0

v

chemibead I . o stimulace
am® %
~ svétlem 680
sensibead I ]

PR IS
agpt

A

ﬁ eerosrossenneee biotin Drodukce 107 I
<.

............ specifickd protildtka

Chemibeads, jsou latexové kulicky (200 nm) obsahuijici olefinovou s, ktera reaguje se singletovym kyslikem za tvorby
'0, aduktu, ktery se rozklada a generuje chemiluminiscenéni signal. Kulicky obsahuji také akceptor fluorescenéni
energie, ktery méni emisni zafeni na 612 nm. Blokujici vrstva kolem kuli¢ky izoluje zna¢ku a minimalizuje potencialni
nespecifické vazby. V sandwichovém formatu jsou zachytné protilatky vazany na povrch chemibead.

Sensibeads, jsou latexové kuli¢ky (200 nm) obsahujici fotosenzitivni s(l, ktera absorbuje svétlo o vinové délce 680 nm a
generuje singletovy kyslik (102). Blokujici vrstva kolem kuli¢ky izoluje znacku a minimalizuje potencialni nespecifické
vazby. Streptavidin, navazany na povrch €astice, se vaze se biotinylovanym receptorovym reagentem. To pfivadi zdroj
singletového kysliku(sensibead) do blizkosti receptoru singletového kysliku (Chemibead), &imz se vytvofi parovy
imunokoplex z ¢astic, aby se mohl generovat LOCI™ signal.

Biotinylované receptory, jsou reagencie specifické pro analyt, typicky se jedna o biotinylované protilatky. Slouzi jako
¢ast mostu mezi chemibead a sensibead v parovém imunokomplexu z mikrocastic.
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Biotinylace
Biotin se nazyva také vitamin H, koenzym R &i vitamin B>).

(0]

N (e}
HN” NH s \Ié
H H

ﬁ HO_O NH
g~ """ COOH \E) H

Dva (rGizné pojaté) vzorce biotinu

Je to koenzym karboxylaz a zucastriuje se syntézy mastnych kyselin a aminokyselin izoleucinu a valinu. Rovnéz se
ucastni v glukoneogenesi

Biotinylaci se rozumi vneseni biotinylovych skupin do molekul, resp., je to proces pfi kterém se biotin kovalentné
navaze na protein, nukleovou kyselinu nebo dal§i molekuly. Biotinylace muze probihat chemicky nebo
enzymaticky.Vzhledem k tomu, Ze biotin ma malou molekulu, nenarusuje biotinylace pfirozené funkce biotinylované
molekuly.

Biotin se extrémné silné vaze na streptavidin a avidin.

Streptavidin je protein o velikosti 60 kDa, ktery byl purifikovan z bakterie Streptomyces avidinii. Je to homotetramer,
ktery ma vysokou afinitu k biotinu (vitamin B7). Vazba biotinu na streptavidin patfi mezi nejsilnéjSi nekovalentni
interakce jaké jsou v pfirodé znamy.

Streptavidin se extenzivné pouziva v molekularni biologii a bionanotechnologiich, protoze streptavidinovy-biotinovy
komplex je velmi odolny vuéi organickym rozpoustédliim, denaturac¢nim ¢inidlim, detergentim, proteolytickym
enzymum, extrémnim teplotam a pH.

Avidin je bilkovina separovana z vaje¢ného bilku, je to rovnéz znama latka vazajici se s biotinem. Ma pfiblizné 30%
sekvencni identitu se streptavidinem, ale sekundarni, terciarni a kvartérni struktury ma se streptavidinem témér
identické. Ma vysSi afinitu k biotinu, ale nizSi, pokud je jiz na biotin navazana jina molekula, proto je streptavidin lepSim
vazebnym Cinitelem pro biotin nez avidin.

Vazba biotinu na zminéné latky je rychla a vysoce specificka, proto jsou tyto interakce vyuzivany v mnoha
biotechnologickych oblastech k izolaci biotinylovanych molekul. Tyto izolace je mozné provadeét v riznych prostredich,
diky tomu, Ze vazba se streptavidinem a avidinem odolava extrémnim teplotam, extrémnimu pH a proteolyze.

Na protein, ktery je pfedmétem zajmu, Ize navazat nékolik molekul biotinu a tedy i nékolik molekul avidinu i
streptavidinu, coz vede ke zvy3eni citlivosti detekce daného proteinu.

Na biotin navazany napf. na komplex vazebny protein-analyt Ize dale navazat avidin/streptavidin znaceny enzymem,
radioizotopem, fluorescencni latkou, kovem ¢i jinak. Takto dojde k navazani detekéniho prvku (,nalepky”) a citlivost
metody se zvysi (metoda s biotin/avidinovym komplexem ma napf. asi 1000x vysSi citlivost nez RIA).

ChemiFlex® technologie

pouzivana v analyzatorech Abbott Architect. Jako ,nalepka“ slouzi patentovany akridiniovy derivat.
technika se nazyva chemiluminiscenéni magnetické imunostanoveni (Chemiluminescent Magnetic
Immunoassay) — CMIA.

CHEMIFLEX™ I Patentované
barvivo
T obsahuje

~. Sulfopropylovou
B+ e s NE +
l \r igge

skupinu, ktera
zajistuje
rozpustnost ve
vodé

o a
Magneticka o ) )

I Vzorek Konjugat Zasada/Kyselina

mikrocastice i .

s patentovanym patentovana
derivatem sulfonamidova
akridinia skupina zajistuje

stabilitu
reagencie.
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CHEMIFLEX™
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Stav po pridani akridiniového konjugatu

V prvni fazi dojde k vazbé Nasleduje pfitazeni ¢astice . . P . .

. , Ndsleduje promyti a pridani peroxidu vodiku
antigenu ze vzorku EIETE. &) CE T (pre-trigger), ktery zabrani pred¢asné emisi
s protilatkou na nezreagovanych komponent. P gger’ v P

svétla a odstépi akridiniové barvivo

z konjugatu Poté je pridan hydroxid sodny
ptrigger) a vzajemnym plsobenim peroxidu
a louhu na akridinium dojde k oxidaci
chemiluminiscencni latky za tvorby N-
methylakridonu a emise svétla.

paramagnetické castici.

Usporadani maze byt i
opacné, navazan muze byt i
virus.

V tomto pfipadé jsou mikrocastice (fero)magnetické, takze promyvaci krok (odstranéni nezreagovanych
konjugatl) je usnadnén vytvofenim magnetického pole (zachyti se pouze magnetické Castice,
nezreagované soucasti se vymyji). Jedna se o nekompetitivni sandwichovou techniku (viz str. 10-24), kde
mnozstvi méfeného signalu je pfimo umérné mnozstvi analytu pfitomného ve vzorku. Pouzita
chemiluminiscencni ,nalepka“ (akridiniovy derivat) produkuje silnou svételnou emisi, tudiz metoda vykazuje i
vysokou citlivost. Chemiluminiscenéni latka produkuje svétlo, je-li kombinovana s trigger reagencii (z angl.
trigger = spoust, spoustéci mechanismus; spustit, aktivovat,vyvolat vzbudit; odpalit).

Elektrochemiluminiscence (ECL, ECLIA)
Zde se vyuZiva pfemény vysoce stabilniho prekurzoru na povrchu elektrody na vysoce reaktivni prvek.
Vysoce reaktivni prvky reaguji navzajem za tvorby svételného zablesku.

ELECSYS (automat od firmy ROCHE, dfive Boehringer Mannheim GmbH) vyuziva jako prekurzory tripropylamin (TPA) a komplex
ruthenium(Il)-tri(bipyridyl)[Ru(bpy)2+]. TPA slouzi k zabezpeceni elektrodového déje, vlastni chemiluminiscenéni ,nalepkou” je
rutheniovy komplex. Kone¢ny chemiluminiscenéni produkt se tvofi béhem detekce. SpiSe nez chemicky je chemiluminiscencni reakce
iniciovana elektricky, viozenim napéti na roztok se vzorkem. Reakce je pfesné kontrolovana, protoZe se nemusi pfidavat dodate¢né
reagens a neni nutno michat roztokem. Metoda je ponékud komplikovangjSi a naro€néjsi na pristrojové vybaveni, ale pfinasi zvyseni
citlivosti a specifity stanoveni.

Elektrochemiluminiscence

(z materialii fy Roche)
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Multiplexové technologie
Soucasné provedeni nékolika testll v ,jedné zkumavce® se nazyva multiplex, multiplexing.

XMAP technologie

XMAP technologie je produktem firmy Luminex, jejimz hlavnim sidlem je Austin v Texasu.

XMAP technologie pouzivéa polystyrenové mikro¢astice (beads, microspheres) o velikosti 5,6 um, které jsou
napustény ¢ervenym a infraCervenym fluoroforem. Rizny pomér obou barviv umoZzriuje ziskat az 100
rdznych odstind, tedy az 100 rliznych mikro¢astic. Kazda tato ¢astice je spektralné unikatni, je jednoznaéné
rozeznatelna, coz umozruje soucasné provedeni (multiplexing) az 100 raznych testu v jednom reakénim
objemu. Mikrosféra ma dvoji funkci, slouzi jako pevna faze i jako identifikator.

Immunoassay Nucleic Acid Assay

o O~ @ @

Enayme \ssay feceptor:t igand

Schématické znazornéni vybarveni P

mikrosféry (vlevo) a (vpravo) potazeni .W v .\1‘ . ¢ ‘

mikrosféry vazebnym partnerem A
Vyuziti technologie je velmi flexibilni: na obrazku jsou znazornény
moznosti pro imunoeseje, metody stanoveni nukleovych kyselin,
enzymU a metody na bazi vazby receptor-ligand. Na obrazku je také
vidét, znaceni druhé protilatky (konjugatu), hybridizacni sondy a
ligandu. U enzymového stanoveni je to znaceny substrat, resp.
substratovy analog.

Provedeni je mozné na mikrodesti¢kach (ELISA) ¢&i zcela automatizované s vyuzitim pritokového
cytometru.

Pratokovy cytometr detekuje jednotlivé mikroCastice. Kazda Castice nese v podstaté dva kody, tj. svou
vlastni barvu, ktera identifikuje analyt a fluorescenc¢ni signal fykoerithrinu, fotosyntetického barviva
vazaného prostfednictvim streptavidinu na pfislusného vazebného partnera.

Viastni detekce je umoznéna pouzitim dualniho laseru. Zeleny laser (532 nm; ,assay* laser) se pouziva
k excitaci PE-barviva (PE = PhycoErythrin, fykoerithrin). Cerveny laser (635 nm) se pouziva k excitaci
barviva uvnitf mikrosféry .

Detektory jsou €Etyfi a identifikuji mikrosféry (analyt) a PE-fluorescenci (kvantita).

Cesta toku castic

Cerveny laser
e
Detektory
analytu
Scater, ktery rozliSuje mezi

ﬂ —— |<. _______ jednotlivymi a agregovanymi
L mikrosférami

Mikrocastice

Detektory
Castic

Barva 2

Barva 1

Zeleny laser
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Firma Bio-Rad vyuZila tuto technologii v automatickém analyzatoru BioPlex 2200.

Assay Microspheres

O 00 N O U1 B W N P

e e =
w N P O

Obsazeni mikrosfér
dsDNA S — 1 - 13: testovaci mikrosféry (seznam metod, resp.
Chromatin protildtek proti antigendm, jeZ jsou lokalizovdny na
Ribosomal P konkrétnich mikrosférdch, je zcela vpravo.)
SS-A (52 kD)*
SS-A (60 kD)* A, B, C: QC mikrosféry
SS-B o A: SVB — sféra urcena k verifikaci séra,
Sm e} B: SB — sféra s vnitfnim standardem
Sm/RNP o C RBB — sféra pro blank reagencie.
RNP (A)*
RNP{ (68)* .
Scl-70 oy
Jo-1 (jedina) reagencie pouzita pro

stanoveni téchto analytl

Centromere B

( OO e
CeOee
Ceee
N NN

( ©6 6 ©®

- - -

V tomto provedeni je

k dispozici az 25 odstin(, tedy
25 rdznych mikrosfér, na které
mohou byt navazany unikatni
antigeny (test na stanoveni
protilatek).

Konkrétni provedeni pro
ANA test (soucasné
stanoveni 13
antinukleairnich protilatek
pomoci specifickych
antigena)

Pozndmka: Minimdini pocet méreni 150 pro kaZdy analyt oproti klasickému jednomu méreni vimunoanalyze znacné posiluje kvalitu vysledku.

Nasavani |
do
detektoru

Pritokova
kyveta

e

Mikrosféry

Mikroarraye a bioCipy
Proteomika a genomika pfinaseji do praxe laboratornich pracovnikd miniaturizaci a nové pojmy jako biocip,
mikroarray a podobné. O tématu je také pojednano v kreditnim kurzu v&novaném problematice DNA/RNA,
zde je struéna zminka o pfinosu z oblasti proteomiky.
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Kazdy analyt ma vyclenéno minimalné
150 mikrosfér, tj. minimalné 150
vysledkll na jeden analyt, 100 000
méreni za minutu.

Mikrosféry se jednotlivé
pohybuji v fadé za sebou
pritokovym cytometrm
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Bio¢ip, mikroarray, je pfedstavovan malou desti¢kou (napf. o rozmérech 9 x
9 mm; fa Randox, viz obrazek vlevo), na které jsou navazany bud protilatky
(pokud se v biologickém vzorku patra po antigenu), nebo opacné antigeny
(pokud se v biologickém materialu patra po protilatce). Cela desticka
pfipomina pocitaCovy ,chip“, odtud nazev ,bioCip* pfipadné ,mikroarray, tj.
mfizka miniaturnich rozmérd. Po navazani pfislusného protipdélu, inkubaci a
promyti nasleduje vizualizace vysledku, podobna metodam EIA. Na malé
ploSe je mozno vedle sebe navazat nékolik typl protilatek/antigent a vytvofit
tak pfimo panel urcitych markert (koronarnich, tumorovych, kostniho
metabolismu aj.). Lze tak pacientovi sou¢asné stanovit nékolik analyt(i ve
stejném Case a na malém prostoru (dalSi typ multiplexové analyzy).

V soucasnosti se tyto metody pomalu ale jisté zacinaji prosazovat, i kdyz
ceny prozatim nejsou optimalni. Da se ale pfedpokladat snizeni ceny

s jejich nasazenim do terénu ve vétSim méfitku. Dokladem téchto trendt je
napf. i fada analyzatoru Evidence fy Randox

’% % Jako nazornou pomilcku pojmu ,array” si
e muzeme predstavit ELISA desti¢ku s vizualizaci
probéhlych reakci pfi pohledu shora, jak je
naznaCeno na uvedenych obrazcich. Kazda

desti¢ka prfedstavuje v podstaté mfizku
tvofenou riznobarevnymi body, ktere
odpovidaji jednotlivym jamkam/cisternam
S havazanymi protilatkami/antigeny a

s vyslednou reakci jednotlivych vzorkd. Smérem
doll, postupnym zmenSovanim obrazku
dospéjeme, alespon mysSlenkove, k
~mikrodesticce®, Cili jakémusi ,Cipu“.

Skute¢na vyroba mikro€ipl probiha jinak, i kdyz uvedena predstava muze byt uzite¢na. Postup vyroby
mikro€ipu z oblasti DNA technologii je zminén v pfislusném kreditnim kurzu. Nutno dodat, Ze nap¥. fada
analyzator(i Evidence fy Randox umozriuje jak proteinovou analyzu, tzn. stanoveni antigenu pomoci
protilatky navazané na pfislusné misto mikro€ipu, &i stanoveni protilatky pomoci antigenu navazaného na
pfislusné misto mikroCipu, kompetitivni i sandwichovou imunoanalyzu tak i SNP(single nucleotide
polymorphism) genotypizaci, tzn. méfeni variaci polymorfismu zplsobeného zménou/mutaci jednoho
nukleotidového paru na specifickém lokusu, stanoveni genové exprese (RNA expresi), detekci patogenl a
detekci mutaci v8e, jak bylo uvedeno, v multiplexovém spofadani.

Biocip fy Randox pro sandviéovou imunoanalyzu (sandwich immunoassay) — schéma usporadani

Protilatka znacena
enzymem (konjugat)

‘ Analyt v pacientském

vzorku

Oddélené testovaci

z6ny

Protilatka navazana
na povrch bio€ipu

biocip

Sendvi¢ova imunoanalyza
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http://www.google.cz/imgres?q=ELISA&hl=cs&sa=X&rls=com.microsoft:cs-CZ:IE-Address&rlz=1I7GZEV_en&biw=1049&bih=865&tbm=isch&prmd=imvns&tbnid=vkL5daOve7GeKM:&imgrefurl=http://www.poultry-health.com/library/serodiss/elisa.htm&docid=NDb09roqz420ZM&imgurl=http://www.poultry-health.com/library/serodiss/elisa13.jpg&w=459&h=307&ei=xUllUPv-OofItAa4mIGoCg&zoom=1&iact=rc&dur=430&sig=114946608483320865582&page=3&tbnh=156&tbnw=208&start=44&ndsp=25&ved=1t:429,r:10,s:44,i:250&tx=156&ty=43
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Na strankach www.bio-rad.com a www.randox.com je mozno najit dalSi i edukaéni material o novych
pfistrojich a metodach z této oblasti.

Algoritmus stanoveni na proteinovém bio€ipu v poloautomatu
Evidence®Investigator

e\/iderlce investigator
e A Protein Biochip Assay

@—»W—».‘

PFidani reagencie / vzorku

PFidani reagencie generujici signal

Inkubace

CuiD

Zaznameni obrazu
z CCD prvku a vydej
vicenasobnych
(multiple) vysledkd

RANDOX

http://www.slideshare.net/medicoshoy/antinuclear-antibodies-by-bioplex-2200

RANDOX

ENGINEERING

PIné automaticky analyzator fy Randox
vyuzivajici technologii biocipovych poli
(Biochip Array Technology).

L oLuTIoN
Tento pfristroj umoznuje testovani
v oblastech
e  klinické imunochemie
e forenzni a klinické toxikologie
e vyzkumu
e  kontroly potravin
e kontroly zbytkovych drog

Pomérné rozsahlou nabidkd testl (arrayi
pro dany ucel), |ze nalézt na adrese:
http://www.randox.com/evidence-
evolution-test-menu.php
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[

SCIENTIFIC classics | Se zajimavym pristupem k problematice pfisli védci z Univerzity v Cambridgi: tenka
AMERICAN | vrstva kiemene je pokryta protilatkou; ke krystalu se pfida virus, ktery se navaze na

x A protilatku,; zavede se vysokofrekvenéni proud a krystal osciluje, pficemz zmita
komplexem virus (antigen)-protilatka; pfi vhodné frekvenci dojde k odtrzeni viru a je
slyset charakteristicky zvuk; aby doS$lo k roztrzeni tohoto komplexu, je tfeba vystavit
komplex sile, ktera je priblizné desetimilionkrat vétsi nez je zemska pritaZlivost; to
odpovida frekvenci 1,4.1 0’ kmitil za sekundu; metodou se nezjistuji protilatky, ale pfimo
(pomoci specifickych protilatek) virus;, metoda ma jesté asi 3 roky do komercniho vyuZiti;
spolecnost, ktera se zabyva komercnim vyuZitim této metody se nazyva AKUBIO a byla
zaloZena primo k tomuto ucelu; stru¢né feceno - metoda umozriuje slyset pritomnost viru
(event. bakterii) ve vzorku (krve).
(Scientific American, ceské vydani, brezen 2002, str. 11 —12)

The Rise of Nanolech
—

Uzite¢né internetové adresy:

Pfehled imunoanalytickych metod napf. na adresach:
http://szumak.xf.cz/download/imu-met.pdf
http://www.molbio.upol.cz/stranky/vyuka/BAM/Imunometody.pdf
http://chel.Ifl.cuni.cz/html/imuno.pdf

Elektroforetické techniky:

http://www.sci.muni.cz/L MFR/proteomika2005/Bi8202 2005 ELFO.pdf
http://sweb.cz/biochemie/x/metody/elektroforeza.htm
http://www.pmfhk.cz/Prednasky/separacni_metody.pdf

Obsahly atlas proteinové elektroforézy
http://www.google.cz/url?url=http://www.pathology.ecu.edu/Public/faculty/epbookpict.pdf&rct=j&sa=X&ei=IAXST7XDLI
WW-wa2w-
20BQ&ved=0CHUQ2wQ4KA&g=elektrofor%C3%A9za+b%C3%ADIkovin&usg=AFQ]CNHkhcBZMwUcg367TO0gnjt1F
PCLulLw

BioCipové technologie:
http://www.randox.com/Biochip%20immunoassays.php
Imunochemicky a biochemicky analyzator:
http://www.drg-diagnostics.de/65-1-Equipment+DRGHYBRIDXL.html
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http://www.google.cz/url?url=http://www.pathology.ecu.edu/Public/faculty/epbookpict.pdf&rct=j&sa=X&ei=lAXsT7XDLIWW-wa2w-20BQ&ved=0CHUQ2wQ4KA&q=elektrofor%C3%A9za+b%C3%ADlkovin&usg=AFQjCNHkhcBZMwUcg367T0qnjt1FPCLuLw
http://www.randox.com/Biochip%20Immunoassays.php
http://www.drg-diagnostics.de/65-1-Equipment+DRGHYBRiDXL.html
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Zakalové reakce

Principem je tvorba zakalu vysrazenim &asti plasmatickych bilkovin nékterymi inidly (thymol, ale i voda),
umoznéna zménou stability plasmatickych bilkovin za patologickych stavl. Z fady zakalovych reakci se
nejdéle udrzela (zvl. na pracovistich s infek&nimi klinikami) thymolova zékalova reakce (TZR), ale velmi
pravdépodobné se ani ta, uz dnes nikde neprovadi.

Cinidlem je nasyceny vodny roztok thymolu v pufru (TRIS + kyselina jable¢na), pfipadné& nasyceny
alkoholicky koncentrat thymolu (PLIVA-Lachema Diagnostika).

Za tvorby zakalu reaguji B— a y—globuliny (je to tedy reakce pouze s uvedenymi frakcemi bilkovinného
spektra plazmatickych bilkovin), cholesterol a fosfolipidy, zhruba ve stejném pomé&ru; zékal je ovlivnén
mnoha faktory (Hb, bilirubin, lipidy; teplotou, pH, iontovou silou apod.)

Standard: Suspenze siranu barnatého v kyseliné sirové a chloridu barnatého
pfipravena za pfesné definovanych podminek (objem, koncentrace, teplota, ¢as).
Vysledek udavaly tzv. Shankovy a Hoaglandovy jednotky: S-H, vétSinou OH
v rozsahu 0 — 20, vy33i hodnoty se uvadély ,> 20
H:C CH-

Thymol
Klinické poznamky: yme
Pozitivita reakce vypovida o zménach ve slozeni plazmatickych bilkovin pfi nemocech jater, ledvin, kostni dfeng, plic,
bakterialni endokarditide, aj.
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Struéné opakovani z obecné biochemie
Peptidicka vazba (specialni pfipad vazby amidické)- vazba mezi aminoskupinou jedné aminokyseliny a
karboxylovou skupinou druhé aminokyseliny: vznika amid = peptid

o) CHg

R;-CH-CO-OH + HN-CH-CO-OH — 3  R;-CH-CO-NH-CH-CO-OH + H,0 Hac | on
o A | | MY,
NH, = 7 HR, NH, R, NH, ©
dipeptid alanylalanin

Peptidy — amidy kyselin, acylaminokyseliny (glycylglycin, glycylalanin, alanylglycin atd.); do 10
aminokyselin— dipeptid, tripeptid, ...... , honapeptid, dekapeptid
Oligopeptidy - nad 10 aminokyselin

Polypeptidy - vétSi mnozstvi aminokyselin (neostra hranice) O\\

Proteiny (makropeptidy, bilkoviny) — nad 100 aminokyselin N //o

Prirozené se vyskytujici peptidy: NH; OH
e Glutathion (y-glutamylcysteylglycin): zG¢astriuje se redoxnich fenylalanylglycin

pochodu
e Peptidové hormony:
- pankreatu (insulin, glukagon) HeN o o NH
- hypothalamu (thyoliberin) \/M
- hypofyzy (ACTH, ocytocin, vasopresin) T =
e Antibiotika: penicilin, gramicidin, azaserin, chloramfenikol, NH
aktinomycin, valinomycin /(
e Jedy: falloidin (7 aminokyselin), amanitin — jedy z hub HO™Y

Bilkoviny (z feckého zporsvo = zaujimam prvni misto): 100 az nékolik tisic aminokyselin lysyltryptofanylglycin
e Jednoduché bilkoviny
- skleroproteiny: (fibrilarni bilkoviny),:nerozpustné, vlaknita struktura, podptrné a strukturni latky
(kolagen, keratin, elastin)
- sféroproteiny (globularni bilkoviny): rozpustné ve vodé &i solnych roztocich, kulovité molekuly, déli
se na histony, albuminy a globuliny
e SloZené (konjugované) bilkoviny
- metaloproteiny
- fosfoproteiny
- lipoproteiny
- nukleoproteiny
- glykoproteiny
- chromoproteiny
Primarni struktura = poradi (sekvence) aminokyselin v bilkovinném fetézci, je dana geneticky

Sekundarni struktura = zpusob usporadani bilkovinného fetézce
- struktura skladaného listu
- o-8roubovice (a-helix)
- mnoho proteinl obsahuje obé tyto struktury

Terciarni struktura = zplsob usporadani fetézce v prostoru

Kvartérni struktura = zplsob slozeni molekuly z bilkovinnych podjednotek
(srovnej napf. se strukturou hemoglobinu)

Poznamka: Sekundarni, terciarni a kvartérni struktura se nékdy zahrnuji pod pojem konformace fetézcu

Vazby, které drzi konformaci fetézct
e vodikové mustky (nejdllezitéjsi vedlejsi valence): napf. CO ----- HN
o disulfidicka vazba (nejdllezitéjSi hlavni valence): cys — S — S —cys
e iontové vazby (napf. histidinové zbytky mohou tvofit komplex se zinkem [Zn*™], ktery stabilizuje
dvojitou molekulu aj.)
e hydrofobni vazby (uvnitf molekul)
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Fyzikalni a chemické vlastnosti molekul

Bilkoviny tvofi pravé roztoky (monodispersni), tj. v roztoku jsou pfitomny jednotlivé molekuly — velikost
molekul v§ak odpovida velikosti agregatt molekul koloidd — nékteré vlastnosti roztokd bilkovin jsou proto
shodné s vlastnostmi polydispersnich roztokud (koloidnich roztok() anorganickych ¢&i organickych latek.

Sol — nazev pro roztok globularnich bilkovin o normaini viskozité
Gel — nazev pro gelovité roztoky o velké viskozité, ¢i pro rosoly: vlaknité a nitovité makromolekuly jsou
navzajem zesitovany a v meziprostorach je voda

Denaturace — strukturni zmény v molekule bilkoviny, pfi nichZ dochazi ke ztraté biologickych vlastnosti,
sniZuje se rozpustnost a méni se chemické a fyzikalni vlastnosti

Priprava €istych bilkovin a zkoumani jejich Cistoty

Priprava

Nejstarsi separacni metodou bilkovin je zfejmé srazeni, které mlze probihat nevratné (ireverzibilné) &i
vratné. Pfi reverzibilnim srazeni Ize neposkozené bilkoviny znovu prevést do roztoku a dale je zkoumat.
Nevratné srazeni slouzi k odstranéni balastnich bilkovin.

Srazeni

- ireversibilné za denaturace (kyselina trichloroctova, chlorista, octan uranylu)

- reversibilné neutralnimi solemi (siran amonny, siran sodny, siran hofe¢naty) nebo organickymi
rozpoustédly (alkohol, aceton)

Vybornou délici technikou je i chromatografie, pfedevsim chromatografie vylu€ovaci (na molekulovych
sitech), pfipadné kombinovana s elektroforézou (izoelektricka fokusace apod.) a moderni HPLC (High
Performance Liquid Chromatography).

Po objevu polyakrylamidového gelu jako vyborného nosice pro rlizné typy elektroforetického déleni, se
zafadila mezi klasické separacni metody bilkovin v biologickém materidlu dvourozmérna polyakrylamidova
elektroforéza.

K detekci rozdélenych bilkovin se pouzivaji citlivé barvici a fluorescenéni metody.

Moderni metody jsou slozitéjSi. K detekci a kvantifikaci proteinu slouzi Automatizovana tandémové
hmotnostni spektrometrie za pouziti ICAT reagencii (Isotope Coded Affinity Tags — izotopy znacené afinitni
tagy; tag = nélepka, znacka, visaCka, ocasek, poutko, oznaceni). Stru€ny popis (v angli¢tiné) této metody
Ize nalézt napf. na adrese: http://dir.niehs.nih.gov/proteomics/emerg2.htm.

DalSim systémem umozriujicim detekci, kvantifikaci a navic i sekvenaci (uréeni pofadi aminokyselin v
peptidu) vybranych peptidd je hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/
ionization quadrupole time-of flight mass spectrometry - ionizace laserem za pritomnosti matrice [MALDI]
v kombinaci s detektorem doby letu [TOF]). Stru€ny popis metody (v &estiné) je mozno nalézt na adrese
http://www.vesmir.cz/clanky/clanek/id/1008.

Zkoumani gistoty bilkovin
je mozZné za pouZiti napf. téchto metod: chromatografie, elektroforetické metody, sérologické metody aj.

Poznamka ke chromatografickym metodam

Poprvé popsal principy (adsorpéni) chromatografie rusky védec M.S.Cveét roku 1905, kdy zkoumal a délil
barvy kvétu (!). ProtoZe dostaval krasné barevné skvrny, nazval metodu chromatografie (v feétiné chroma
znamena barva a grafein psat).

Fyzikalné-chemicky se jedna o

postupné ustavovani fazovych rovnovah soucasti analyzované smeési mezi dvé vzajemné nemisitelné faze,
které jsou relativné vici sobé v pohybu

(obecné: jedna faze je stacionarni — bez pohybu, napf. oxid hlinity, celuléza, druha je mobilni — kapalina ¢i plyn).
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Podle charakteru mobilni faze se déli chromatografie na chromatografii
e kapalinovou a
e plynovou.

Podle usporadani Ize rozliSovat chromatografii
e sloupcovou ¢Cili kolonovou
e papirovou
e na tenké vrstvé.

Dal§im rozliSenim je rozdéleni podle déliciho principu.

Délicimi principy jsou

o koeficient rozpustnosti (rozdélovaci chromatografie)

e koeficient adsorpce (adsorpéni chromatografie)

¢ velikost molekuly (vyluéovaci &i permeacni chromatografie, téZ zvana chromatografie na
molekulovych sitech, ¢i gelova chromatografie)

e vyména iontl (iontové vyménna &i ionexova chromatografie)

e vazba na ligandy - malé molekuly vazajici se na ur€ity protein (afinitni chromatografie; typ adsorpéni
chromatografie).

Podle podminek provedeni se rozeznava chromatografie
e jzokraticka (za konstantnich podminek)
e gradientova (méni se napf. iontova sila, pH nebo slozeni elu¢niho/vymyvaciho pufru).

Za zminku stoji jeSté separacni chromatografie, vyuzivana i v primyslovém méfitku pro (kvantitativni)
pFipravu rdznych latek.

Vyc&et metod neni Uplny.

Nékteré pojmy ze spektrofotometrie

Absorbance: A = log 170

tzn., absorbance je definovana jako logaritmus podilu intenzity svétla do roztoku vstupujiciho a intenzity
svétla z roztoku vystupuijiciho.

3
Turbidance: T = log'T" = M:W'Cd = t.cd,

kde r = stfedni polomér €astic, A = vinova délka primarniho zafeni, k = konstanta zavisla na méficim uspofadani, c =

koncentrace latky, d = vzdalenost od pozorovatele, t = turbiditni koeficient pro koncentraci “c* v molech/l a pro danou
teplotu. Priibéh je linearni pouze pro velmi zfedéné roztoky a v omezeném rozsahu.
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Kontrolni otazky

© © N o

12.

13.

14.
15.

16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

Jaky vyznam maji bilkoviny krevni plazmy?

Jakeé jsou metody stanoveni celkovych bilkovin? LiSi se néjak jejich pouziti z hlediska
zpracovavaného systému (typu vzorku)? Jak? Dokazali byste vybrat vhodnou metodu podle
zpracovavaného materialu?

Ktera metoda je referenc¢ni pro stanoveni celkovych bilkovin, jak se jmenuje, jaky je jeji princip?
Dokazete si uvédomit co alesponi pfiblizné znamena nalez s koncentracemi celkovych bilkovin mimo
referenéni meze? Jak se tyto stavy nazyvaji?

Co je to elektroforéza, jak se rozdéluje, co je principem? Jak se déli bilkoviny krevni plazmy/krevniho
séra pfi rutinni elektroforéze (napf. na agarosovém gelu)?

Jste schopni struéné definovat pojem ,elektroforeticky typ“? K ¢emu slouzi?

Vite které bilkoviny se nachazeji v jednotlivych frakcich a jaké maji vlastnosti?

Jaky je princip imunochemickych metod? Jaka je jejich zakladni kladna vlastnost?

Dokazete definovat pojmy ,protilatka“, ,antigen”, ,epitop“, ,hapten®. Je vam jasny rozdil mezi

.,monovalentnim“ a ,polyvalentnim antisérem®, mezi ,monoklonalni a ,polyklonalni protilatkou“?

. Jaka prostfedi se pouzivaji pro imunochemicka stanoveni na principu imunoprecipitacni reakce?
11.

Rozumite Heldebergerové kfivce? Co vyjadfuje? Dokazete popsat jednotlivé oblasti a podat k tomu
komentai? Co je to kriticky bod? Co to znamena pro laboratorni praxi a jak se vyrovnat s touto
vlastnosti imunochemickych metod?

DokazZete vystihnout podstatu jednotlivych imunochemickych metod (v gelovém prostfedi)
popsanych v tomto textu? K Eemu byste tyto metody pouZili? V jakém vztahu k témto metodam (z
hlediska indikace vySetfeni) je elektroforéza zminéna v otazce ¢&. 5?

Vite pro& nékteré metody obsahuji ve svém nazvu pojmy ,western® ,southern“ apod.? Ma to vztah ke
svétovym stranam?

Chapete rozdil mezi metodami ,PETIA* a ,PETINIA“? Co je to za metody?

Jaky typ metod jsme si popsali pod pojmem ,vazebné testy“? Chapete rozdil mez ,soutézivym* a
~hesoutézivym* uspofadanim? Jaky je rozdil mez ,heterogenni“ a ,homogenni“ metodou?

Jaky je rozdil v pouZiti fluorescenéni latky v metodé MEIA a FPIA? Obé pouzivaji fluorescenci,
presto se kazda jmenuje jinak. Pro¢?

Jaky je vyznam mikro&astic v téchto testech? Pro¢ ,magnetické” Eastice?

Na jakém principu je zalozena CLIA? Pochopili jste prabéh LOCI?

Co je to TRACE technologie?

Jak funguje CHEMIFLEX?

Co jsou to multiplexové technologie?

Pochopili jste xMAP technologii?

Jak chapete pojem ,bioCip“, ,biomikroarray“ apod.?

Zopakuijte si, co jsou to vlastné bilkoviny, jaké maji vlastnosti atd.

Dokazete struéné a jasné definovat pojem ,absorbance®?
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