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Imunoanalvtické metody

Uvod

Klasické imunologické metody, jako jsou imunoprecipitace, imunodifuze, imunoelektroforéza apod.,
se v klinickych laboratotich vyuzivaji pfevazné pro kvalitativni nebo semikvantitativni ucely. Jsou
limitovany svou citlivosti a vzhledem k manualni naro¢nosti rozsah jejich nasazeni v praxi postupné
klesa. Imunochemické metody jsou také zaloZeny na principu reakce antigenu s protilatkou a tvorby
imunokomplexu. U modernich kvantitativnich imunochemickych metod je na antigen nebo protilatku
navazana urcita latka (znacka, indikator), coz spolu s odpovidajicim zptisobem detekce vyznamné
zvySuje analytickou sensitivitu. Soupravy reagencii, stejné jako ptislusné instrumentarium jsou
komeréné bézné dostupné a provedeni je dobfe automatizovatelné. Imunochemické stanoveni analytt
o nizké koncentraci v biologickém materialu, imunoanalyza, proto dnes patii k rutinnim a §iroce
pouzivanym technikam laboratorni mediciny.

Principy imunoanalyzy a zakladni informace

Oznaceni antigenu nebo protilatky vhodnou znackou za i¢elem zvySeni citlivosti reakce neni nové. Jiz
téméf pred 100 lety se pouZivalo navazani antigenu na erytrocyty v metodé znamé jako inhibice
hemaglutinace. V r. 1959 byla zvefejnéna pionyrska prace S. A. Bersona a R. S. Yalowové popisujici
radioimunoanalyzu, v niz jako znacka byl pouzit radioizotop jédu. V pribéhu dalSich let se pro
znaceni v imunoanalyze zaCaly vyuzivat napt. fluorescenéni a chemiluminiscenéni latky, chelaty
lanthanidd, komplexy tézkych kovi, stabilni volné radikaly, feritin, koenzymy a enzymy nebo jejich
inhibitory (tab. 1).

Tab. 1 Piiklady imunoanalytickych metod
(Upraveno podle V. Dolezalové, 1995)

Znacka Metoda Detekce

Radionuklid Radioimunoanalyza Mgéfeni radioaktivity
Radioimmunoassay — RIA
Immunoradiometric Assay - IRMA

Enzym Enzymoimunoanalyza Spektrofotometrie barevného
Enzyme Immunoassay - EIA produktu

Fluorescen¢ni latka Fluoroimunoanalyza Fluorimetrie
Fluorescence Immunoassay - FIA

Luminiscen¢ni latka Luminoimunoanalyza Luminimetrie
Luminescence Immunoassay - LIA

Stabilni volné radikaly Technika volnych radikali Elektronova spinova rezonance

Free Radical Assay Technigue - FRAT

Imunoanalytické metody Ize v zasad€ rozd€lit na 2 typy: kompetitivni a nekompetitivni. Pfi
kompetitivni metodé se znacenym antigenem "soutézi" antigen séra, ktery chceme stanovovat, s
timto znaCenym antigenem o vazbu na omezené mnozstvi specifickych protilatek, které jsou nejcasteji
vazang¢ na pevnou fazi, napt. na sténu polystyrenovych zkumavek nebo mikrotitracnich desticek, na
kulicky z plastické hmoty nebo ze skla, na rizné mikroc¢astice, na celulozu, polyakrylamid apod. (obr.
1). Vznikaji komplexy [antigen séra + vazana protilatka] a [znaceny antigen + vazana protilatka].
Promytim se zbavime piebytku sérového i znaceného antigenu a vhodnou detek¢ni metodou métime
mnozstvi komplexu [znaéeny antigen + vazana protilatka] zbyvajiciho na pevné fazi. Cim vice je
stanovovaného antigenu ve vzorku, tim mén¢ se vytvoti tohoto imunniho komplexu. Mezi velikosti
naméteného signalu a koncentraci antigenu ve vzorku je nepfima zavislost.

Pfi kompetitivni metodé se znacenou protilatkou je na pevnou fazi navazan stejny antigen jako je
ten, ktery stanovujeme (obr. 2). Do zkumavek nebo mikrotitracnich desti¢ek se pfidava znacena



protilatka a vySetfovany vzorek obsahujici stanovovany antigen. Vznikaji komplexy [znacena
protilatka + vazany antigen] a [znacena protilatka + stanovovany antigen séra]. Po vyplachnuti ziistane
na pevné fazi pouze komplex [znacena protilatka + vazany antigen] a vhodnou metodou se méti jeho
mnoZstvi. Cim vice je stanovovaného antigenu ve vzorku, tim méné se vytvoii tohoto imunniho
komplexu. Mezi velikosti naméfeného signalu a koncentraci stanovovaného antigenu ve vzorku je
tedy opét nepiima zavislost.

Nekompetitivni metody mohou pracovat se znacenou protilatkou, se znacenym antiimunoglobulinem
nebo s dvoji protilatkou. U nekompetitivni metody se znacenou protilatkou je na pevnou fazi
navazana specificka protilatka proti stanovovanému antigenu (obr. 3). Pfidanim vysetfovaného vzorku
s timto antigenem vznikne primarni komplex [vazana protilatka + stanovovany antigen]. Po
vyplachnuti zbytku vzorku se prida nadbytek znacené protilatky proti stejnému antigenu. Ta se navaze
na stavajici komplex, a tim vznikne vétsi sekundarni komplex [vazana protilatka + stanovovany
antigen + znagend protilatka]. Cim vice je stanovovaného antigenu ve vzorku, tim vice se vytvoii
primarniho i sekundarniho imunniho komplexu, ktery se méfi. Mezi velikosti naméfeného signalu a
koncentraci stanovovaného antigenu ve vzorku je pfima zavislost.

Nekompetitivni metody se zna¢eny m antiimunoglobulinem se pouZivaji ke stanoveni protilatek v
biologickém materialu (obr. 4). Pii této metod¢€ je na pevnou fazi navazan antigen. Pfidanim
biologického materialu se stanovovanou protilatkou vznikne primarni komplex [vazany antigen +
stanovovana protilatka]. Po odstranéni biologického materialu se pfida zna¢eny antiimunmoglobulin, a
tim se vytvoii SirSi sekundarni komplex [vazany antigen + stanovovana protilatka + znaceny
antiimunoglobulin]. Cim vice je stanovované protilatky ve vzorku, tim vice se tvofi primarniho i
sekundarniho imunniho komplexu, ktery se méti. Mezi velikosti naméfeného signalu a koncentraci
stanovované protilatky ve vzorku je pfima zavislost.

Nekompetitivni metodou s dvoji protilatkou se stanovuji antigeny (obr. 5). Specificka protilatka
proti stanovovanému antigenu je vazana na pevnou fazi. Spolu s antigenem ve vzorku biologického
materialu se vytvori primarni komplex [vdzana protilatka + stanovovany antigen]. Po promyti se piida
nadbytek stejné specifické ("prvni", "volné") protilatky proti stanovovanému antigenu, a tak vznikne
sekundarni komplex [vazana protilatka + stanovovany antigen + volna protilatka]. Po dal§im promyti
se piida nadbytek zna¢ené druhé protilatky proti prvni protilatce a vznikne tak komplex [vazana
protilatka + stanovovany antigen + volna protilatka + znatena druha protilatka]. Cim vice je
stanovovaného antigenu ve vzorku, tim vice se vytvoii primarniho, sekundéarniho i terciarniho
imunniho komplexu, ktery se nakonec méii. Mezi velikosti naméfeného signalu a koncentraci
stanovovaného antigenu ve vzorku je ptima zavislost. Pro vrstevnatost imunniho komplexu byla tato
metoda uz zpocatku ozna¢ovana jako "sendvi¢ova". Tento termin se vSak dnes Casto pouziva pro
veskeré nekompetitivni metody.

Rozdil mezi homogennimi a heterogennimi zptisoby provedeni imunoanalyz spoc¢iva v nutnosti
oddélit z reakéni smési antigen vdzany v imunnim komplexu od antigenu volného (tab. 2).

Tab.2 Rozdéleni imunoanalytickych metod
(Upraveno podle V. Dolezalové, 1995)

Typ metody Provedeni Priklady

Kompetitivni Heterogenni RIA, ELISA, FIA
Homogenni EMIT, LIA

Nekompetitivni Heterogenni EIA, IRMA, DELFIA
Homogenni PACIA

U homogenni imunoanalyzy, ktera je jednim z druhii saturacni analyzy, toto oddé¢leni neni nutné. Pti
homogenni imunoanalyze se ke vzorku obsahujicimu stanovovany antigen pfida v mirném ale
konstantnim ptebytku specificka protilatka. Dojde ke kvantitativni vazb¢ s antigenem. Nésleduje
pridani znaceného antigenu, ktery se vaze na zbyvajici protilatku. Jsou tedy soucasné pfitomny
komplexy [stanovovany antigen + specificka protilatka] a [znaceny antigen + specificka protilatka].
Jestlize je jako znacky pouzito enzymu v homogenni enzymové imunoanalyze (enzyme multiplied
immunoassay technique, EMIT), potom se k méteni mize vyuzit bud’ aktivace nebo inhibice



enzymové aktivity vazbou znaceného antigenu na specifickou protilatku. Homogenni enzymova
imunoanalyza nasla nejveétsi uplatnéni pfi stanovovani hladin 1€kt1 (therapeutic drug monitoring,
TDM).

Tab. 3 Nejcastéji pouzivané nazvy a zkratky imunoanalytickych metod

Nazev Zkratka
Chemiluminescence Immunoassay CELIA, CLIA
Dissociation-enhanced Lanthanide Fluoroimmunoassay DELFIA
Enzyme Immunoassay EIA
Enzyme-linked Immunosorbent Assay ELISA
Enzyme Multiplied Immunosorbent Assay EMIT
Fluorescence Energy Transfer Immunoassay FETIA
Fluorescence Immunoassay FIA
Fluorescence Polarisation Immunoassay FPIA
Free Radical Assay Technique FRAT
Immuno Fluorometric Assay IFMA
Immuno Luminometric Assay ILMA
Immuno Radiometric Assay IRMA
Luminescence Immunoassay LIA
Magnetic Antibody Immunoassay MAIA
Microparticle Enzyme Immunoassay MEIA
Particle-counting Immunoassay PACIA
Radioimmunoassay RIA
Solid Particle Immunoassay SPIA
Time-resolved Fluoro Immunoassay TRFIA
Time-resolved Immuno Fluorometric Assay TRIFMA

Enzymova imunoanalyza

Zakratko po objevu radioimunoanalyzy vznikly prvni enzymoimunoanalyzy (Enzyme Immunoassay,
EIA, zkratka se pouziva jak vSeobecné pro veskeré enzymoimunoanalyzy, tak specidlné pro
nekompetitivni heterogenni enzymoimunoanalyzy). Ke znaceni antigenu nebo protilatky se v této
rozsahlé skupiné metod pouziva riznych enzymi: alkalické fosfatazy, beta-galaktosidazy,
glukozaoxidazy, kienové peroxidazy, glukéza-6-fosfat dehydrogenazy, lysozymu, aj. Indikacni a
soucasné métici reakcei pro vznik imunokomplexu je potom nejcastéji barevna reakce ptisluSného
enzymového produktu.

Také metody enzymové imunoanalyzy mizeme délit na kompetitivni a nekompetitivni a jejich
provedeni na homogenni a heterogenni.

Homogenni kompetitivni enzymova imunoanalyza je zndma pod ndzvem Enzyme Multiplied
Immunassay Technique, EMIT. Stanovovany antigen ve vzorku soutézi o vazebna mista na protilatce
s antigenem znacenym enzymem. Pfi vzniku imunokomplexu je enzymova aktivita inhibovana, takze
méfitkem prob&hlé imunoreakce je barevny produkt enzymové reakce zbyvajiciho nezreagovaného
konjugatu [antigen + enzym]. Absorbance je nepfimo imérna koncentraci stanovovaného antigenu.
EMIT se pouziva nejcastéji ke stanoveni nizkomolekularnich antigenti (pod Mr 20 000) a haptent,
napf. peptidovych hormonti a 1é¢iv. Jde o relativné jednoduchou a rychlou jednostuptiovou metodu,
ktera je vhodna k automatizaci.

Heterogenni kompetitivni enzymova imunoanalyza se oznacuje jako Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, ELISA. Od EMIT se lisi tim, Ze se zde méfi enzymova aktivita imunniho
komplexu a Ze je nutno pred pridanim substratu (nastartovanim enzymové reakce) odstranit
nezreagovany znaceny antigen. Existuje fada modifikaci této techniky.

U klasické kompetitivni ELISA se smichaji vSechny reaktanty v tekutém stavu a vzniklé
imunokomplexy se oddéluji sraZenim a centrifugaci, podobné jako u radioimunoanalytickych metod.
Imunokomplex enzymem znaceného antigenu a protilatky se necha reagovat s prisluSnym enzymovym



substratem a forometricky se méti zbarveni produktu. Absorbance je nepfimo imérna koncentraci
stanovovaného antigenu.

Pti kompetitivni ELISA s pevnou fazi je limitované mnozstvi protilatky navazano na néjaky druh
pevné faze (polystyrenové kulicky, zkumavky, mikrotitraéni desticky, apod.). Nezreagované reaktanty
se odstrani promytim a v dal§im kroku vazany imunni komplex zna¢eny enzymem reaguje s
prislusnym substratem za vzniku barevného produktu. Jeho absorbance je nepfimo umeérna koncentraci
stanovovaného antigenu.

ELISA se v praxi pouziva pro stanoveni antigend s vy$s$i Mr (nad 20 000) nebo pro stanoveni
protilatek.

Nekompetitivni enzymové imunoanalyzy 1ze rozd¢lit podobné jako bylo uvedeno vyse pii popisu
v§eobecného rozdéleni nekompetitivnich imunoanalyz, a to na stanoveni antigenti pomoci znacené
protilatky, stanoveni protilatek pomoci zna¢eného antigenu, stanoveni protilatek pomoci zna¢eného
antiimunoglobulinu, apod. Jde o "nesoutézivé" metody, které pracuji s nadbytkem antigenu nebo
protilatky a vzhledem k vrstevnatosti vysledného imunokomplexu se vesmés oznacuji jako
"sendvicoveé".

Videosekvence ,,Imunochemicky analyzator*
Ptikladem imunochemického analyzatoru, na némz je mozno automatizovan¢ provadét mnoho druhd
imunoanalytickych stanoveni, je piistroj Architect i2000SR (Abbott Laboratories, USA).

Jedna se o pIn¢ automatizovany systém, ktery pracuje zpusobem ,,random access®, tj. po vzorcich
s moznosti vlozeni urgentnich vzorka. Analyzy provadi na principu chemiluminiscenéni imuno-
analyzy na mikrocasticich (Chemiluminescent Microparticle Immunoassay, CMIA). Zaiizeni se
nejéastéji pouziva k sériovému stanoveni hormont, nadorovych markeru, antigend a protilatek u
hepatitid, a nékterych dalsich analytt v biologickych materialech.

Analyzator se sklada z ¢asti vzorkové veetné podavace, ¢asti procesni a ¢asti fidici. Vzorkova ¢ast se
nachazi na ¢elni horni strang ptistroje. Vzorky v ozna¢enych zkumavkach ulozenych do specialnich
stojanku (zasobnik) se zasouvaji do podavacich mist, odkud jsou piepraveny do prostoru pipetovani.

Procesni ¢ast je umisténa na ,,pultu® piistroje. Po pravé strané je zasobnik reakénich nadobek

z plastické hmoty (kyvet), uprostied je chlazeny karusel na 25 sad ¢inidel a karusel pro kyvety v nichz
probiha vlastni reakce a méieni. Vlevo je vidét davkovaci jehla pro rutinni vzorky a vpravo jehla pro
statimové vzorky. Na ¢elni strané dole jsou dviika uzavirajici prostor pro zasobni pufr a pro odpad.

Ridici ¢ast analyzatoru tvoii pogitad s monitorem, klavesnici, tiskarnou a &tecka garového kodu.

Funkce pfistroje a zakladni kroky pracovniho postupu jsou zde demonstrovany na piikladu kalibrace
metody pro stanoveni hormonu TSH, tj. thyreotropinu, thyreoideu stimulujiciho hormonu hypofyzy.

Komerc¢ni soupravy cinidel pro stanoveni tohoto hormonu obsahuji paramagnetické mikrocéstice
S navazanou 1. protilatkou proti TSH, akridinovy konjugat s 2. protilatkou, tzv. Trigger (NaOH) a Pre-
Trigger (H2O,) roztoky a dva kalibratory, tj. roztoky o znamé koncentraci hormonu.

Pracovni postup zahrnuje 3 kroky (obr. 6). Nejdiive se ke vzorklim pipetuji paramagnetické Castice
S prvni protilatkou. Po urcité dobé& inkubace se v dalsim kroku ptidava konjugat s druhou protilatkou.

Po dal$i inkubaci nasleduje promyti obsahu v magnetickém poli s cilem odstranit nezreagovany
kapalny podil. V kyvetach zlstane komplex magnetickych ¢astic s prvni protlatkou, antigenem (TSH)
a druhou protilaitkou znacenou akridiniumsulfaitem (plus magnetické Castice s protilatkou, ale bez
anigenu).

V poslednim kroku se k imunokomplexu pfidaji roztoky NaOH a peroxidu vodiku. Jejich pisobenim
se oxidacn€ odstépi N-methylakridon a komplex emituje viditelné zafeni, které se detekuje optickym
systémem analyzatoru.



Pti kalibraci metody se misto vzorkd pacientl zpracovavaji kalibratory. Vysledky je mozno zobrazit
na monitoru fidiciho pocitace nebo vytisknout. Vysledky analyz vzorkli pacientli se po odsouhlaseni
predavaji do laboratorniho informacniho systému (LIS) a stavaji se soucasti nalezu, ktery zadatel o
vySetieni obdrzi cestou nemocni¢niho informa¢niho systému (NIS).
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