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Úvod

Pojem imunochemie poprvé použil švédský
chemik Arrhenius v r. 1907. Imunochemii mů-
žeme definovat takto: imunochemie Zkoumá
ohemíi antigenů .a protilátek a mechanismus je-
jich interakce [8]. Antigeny jsou látky, které
jsou schopné vyvolat ‘V reałkti'vním organismu
specificky proti sobě 'namířeno'u imunitní odpo-
věd'. Determinantní skupiny na povrchu ažntige-
nu mohou in vitro reagovat se specifickou pro-
tilátkou, která se vytvořila v -rea'kˇtivflní'm orga-
nismu. Vlastnost antigenů má řa-da biologicky
významných látek, 'i chemicky jednoduché lát-
ky, tzv. hıa'pteny, 'které 'se stávají imunogenní
až po vazbě na bílkovinný nos'iě. Předpokládá
Se, že vazebné místo protilátky je strukturálně
dopl'nitelzné idetermina'n'tní skupinou antigenu.
je tím podmíněna vysoká specifiěnost imunolo-
giclkýcfh mzetold, které umožňují stanovení i ne-
patrného množství bílko'vinných i ˇnebílkovin-
ných látek bez předchozí izolace. K velkému
rozvoji imunochemie |došlo v posledních dva-
ceti letech, kidy na ıpočátku 70 let vyvrcholily

studie o imunoglobulinech, které Se Stzaly mo-
lekulární bází imunochemie.

Imunochemie je typickou mezioborovou dis-
ciplínofu. Tvoří rozhraní mezi imunologií a che-
mií, ale je úzce spojená is jinými obory, ja-ko
jsou molekulární biologie, mikrobiologie, bio-
fyzika. Imunochemie zasahuje :nepřímo i do ji-`
ných vědních oborů a ito tak, 'že tyto` modifikují
a využívají její určité metody. Jako příklad mů-
žeme uvést právě n'klinickou biochemii, která vy-
užívá řadu jak klasických, tak i 'nejmoderněj-
ších imunochemických metod S velkou výho-
dou. Předmětem tohoto Sdělení je podat Struč-
ný přehled imunochemicťkých metod, používa-
nýc'h Iv současné klinické biochemii.

Přehled imunochemických metod

Mezi imunochemické metody [11] používané
v klinické biochemii obvykle zahrnujeme jed-
nak meto'dy využívající skutečně imunochemic-
kých reakcí, především reakce mezi antigenem
a specifickou protilátkou, jednak metody pou-
žívané k izolaci a lcharakteri'zaci bílkovin. jsou
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to Zvláště metody elektroforetické, V klinické
biochemii používané především k diagnostice
dyisproteinémií.

i jedna Ze základních imunoche-mickýoh reak-
cí — imunoprecipitace, byla popsána a využí-
vána již v minulém Století Krausem v r. 1897.
Heidelberg a Ken'dall v letech 1930-1935 pu-
blikovali kvantitativní precipita'ční 'Studie reak-
cí mezi antigenem a Iprotilátko'u. Kolem r. 1948
Se Začaly uplatňovat imunodiiúzní metody -
Owdinova technika jednoduché lineární imuno-
diżiú'ze a 'Ouchter'lony'hio technika dvojité radiál-
ní 'imunodifúZ-e [12]. K-ombinací elektroiorézy
na aga-ru a dvojité imunodiiúze vznikla v roce
1953 Grabarova imuno-elektro-foréza, která pak
v mikromodifikaci podle Scheideggera Z roku
1955 je pro diagnosti lu monoklzonálnícfh ga-ma-
patií využívána dodnes.

Yalowová a Bern'Son v r. 1957 při in vivo Stu-
diích metabolismu 131] s překvapením Zjistili, že
v Séru nemocných cukrovko'u, lkteří byli léčení
inZulínem, Se nachází protilátky Iproti inzulínu.
Tyto protilátky Vytváří |koˇmšplexy S radioaktiv-
ně zna'čeným inZulínem a 'přidání -neoznačené-
ho inzulínu mohlo Z komplexu vytěısnit označe-
ný inzulín. Na Základě tohoto pozorování vy-
pracovali metodu na stanovení inzulínu. V dal-
ších letecfh vznikla na podobném principu řada
radioimunosıtanovnení [RIA]. Princip imunoana-
lýzy [4] je na obr. 1. Koncentrace značeného
antigenu a protilátky je konstantní. Přidání
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ZÁKLADNÍ PRıNcıP IMUNOANALÝZY

Obr. 1. Zäkladnî princip imunoanalýzy

neznačeného antigenu k inkubaˇční Směsi má
Za následek izotopové ředění antigenu značené-
ho. Čím vyšší je koncentrace nez'načeného an-
tige'nu, tím `nižší je radioaktivita v komplexu
značený antigen-protilát'ka a tím ıvyšší je kon-
centrace značeného volného antigenu. Po oddě-
lení komplexu antigen-protilát'ka se měří ra-
dioaktivita bud’ v odděleném komplexu, nebo
v supernatantu lS nenavázaným Značeným anti-
genem.

Velkým pokroke'm pro širokou ıklinicko-labo-
ratorní praxi bylo zavedení metody jednodu-ché
radiální imunodi'iúze podle Manciniołvé v roce
1965 z[10). 'Ilalto Vmetoda umožnila kvantifikaci
celé řady [bílkovin bez ısložitého přístrojového

vybavení. Větší citlivosti, a to 50-100násobné,
bylo dosaženo použitím a rozšířením Laurelo-
vy metody elektroimunodifúze neboli raketko-
vé Iimunoelvektroiorézy kolem Ir. 1966.

Použití enzymů na označení antigenů, hapte-
nů a protilátek 'Za-vedli nezávisle na sobě Eng-
va'll a Perlmann [7], van Weemen žse Schursem
[16] a Avrameas [2 ). Vznikly tak im'uno'enzy-
matické metody. Jejich výhodou oproti radio-
imunoanalýze je Stabilita značených ligandů po
dobu ıněkolika měsíců, jednoduchost a podstat-
ně nižší náklady na vybavení laboratoře. Při-
tom je jejich citlivost o má'lo nižší nebo Stejná
jako u RIA metod. Imunoen'zyfmatické techniky
se uvádí pod různými názvy a zkratkami: pře-
devším je to enzymoimunoadsorpční Stanovení,
Zkratka ELISA. Ide o :přesnou obdobu raidìioimu-
noanalýzy. Protože' se aktivita enzymu [nejčas-
těji křenové peroxydázy, alkalické fosfatázy či
glu'kozidázy] při imunologické reakci nemění,
vzniká problém, jak ofdldělit volný konjugát en,-
zymu od `komplexu s protilátkou. Dosahuje Se
toho tím, že Se použije pevná fáze [imunosor-
bent), např. ‹Stěna |zkumavky ıpovlečená vrstvič-
kou protilátky. Tento princip demonstrujeme
na Stanovení digoxinu [14] Enzymun testem fy.
Boehriˇnger. Do zkuma'vek, na jejichž Sı-těnách
je .navázánra proftilátka Iproti digoxinu, přidáme
vzorek séra a digoxin —— peroxidá'zo'vý konjugát.
Digioxin ze Séra a z 'konjugátu 'Soutěží o omeze-
né množství vazebnýc'h lmíst [protilátky vázané
na stěnách 'Zkumzaiv`ky. Nenavázaný konjugát
odstraníme promytím. Druhým krokem je pak
přidání Substrátu *S clhlromogenem, který vytváří
barevný komplex; intenzita jeho| zabarvení je
nepřímo úměrná koncentraci dtgoxinu v sé'ru.
ELISA patří mezi tzv. heterogenní e'n'zymoimu-
noanalýzy. Při heterogenní en'zy'moimunoanalý-
Ze Se 'm'u'sví odidělit volná forma hapten-enzymo-
vého 'konjugátu od jejich [komplexů s protilát-
kou. Další variantou enzym-oimunoanalýzy je
homogenní en'zymoimunoanalýza, známější pod
obchodním označením EMI‘T. je ızaložena na
faktu, že vazľba 'komplexu Ihapľten-enzym 'na pro-
tilátku vede k inaktivaci enzymu a enzymovou
aktivitu si podrží pouze nenavázaný konjugát,
jehož množství je úměrné koncentraci určova-
Vné látky. jako Zžnačí-cí enzym využívá E’MIT pře-
devším glu'kó'Zo-6-tosfá'td'e'hyvdrogená'Zu a Sledu-
je přírůstek reduko'vané formy NA‘D v ÚV Svět-
le. Při tomto postupu již není třeba oddělovat
volný konjugát od konjugátu váfzaného na pro-
tilátku. Ho'mogenní en'zymoimunoanalýzu je
možné au-tomšatizovat jakýmkoliv automatickým
kinetickým analyzátorem.

Vy'víjejí Se vdalší alternativní analytické po-
Stupy, 'které využívají vysoké 'speci'fičnostL přes-
nosti a citlivosti imunologioké ıreakce, ale vy-
hýbají Se použití radëioizotopů. Zkouší Íse Zna-
čení iluorofory [ fluorescenční imunoanalýzaj,
vol'nými chemickými radikály [obyčejně Se po-
užívá ni'trooxidový radikáll, je to tzv. spinová
imunoanalýza, a Značení bakteriofágem [tzv.
viro-imunoanalýza ] .



ROČNÍK LIII, 1984, č. 3 VOIENSKE ZDRAVOTNICKÉ LISTY 99

První práce o nefelometrickém stanovení bíl-
kovin jsou starší dvaceti let, ale nové jednodu-
ché metody jako radiální imušno'difiú'ze nebo
elektroimunostanovení Zasunuly tuto metodu do
pozadí. Znovu byl o ni obnoven zájem v r. 1975
S vyvinutím laserového 'nefelo-'metru Smíchá-
me-li zředěné roztoky antigenu a protilátky, do-
jde 'k ıtvorbě malých agregátů a tím k zakalení
roztoku. Zakalení můžeme měřit na Základě
rozsahu rozptylu světla. Vysoké citlivosti dosa-
hujeme buď použitím mo-nochromatického Svět-
la z laseru, nebo přidáním »po-lyetylenglykolu,
čímž zvětšíme tvorbu agregátů (obr. Z].

HE-NE laser kyveta

:3513. ////////. //

systém čoček

nosičích, především na gelu acetylované celu-
lózy, na agaróze, na polyakrylamidovém gelu.
Velikého významu zřejmě dosáhne V klinické
laboratoři dvojrozměrná gelová ele'kt'ro'foréza,
která dovoluje např.,v plazmě identifikovat až
128 bílkovin [15]. V moderní klin'icko-bioche-
mic'ké laboratoři se začíná prosazovat izoelek-
trická fokusace, umožňující dělení podle izo-
elektrického bodu bílkovin, v gra-dientu pH na
polyafkrylamidovém gelu nebo na agaróze.
Umožňuje demonstrovat mikroheter'ogenitu
imunoglobulinů. Využívá Se též k dělení izoen-
zymů, např. izoenzymů kreatinkinázy, které Se
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Obr. 2. Princip měření na laserovém nefelometru —— laserový paprsek prochází kyvetou s antigen-protilátkovým
komplexem, systémem čoček je soustředěn na Íotodiodu a signál Z Íotodiody ie pak indikován na voltmetru

Další ímunochemic'kou metodou používanou
v klinických laboratořích je hemaglutinační in-
hibiční Stanovení. Např. test na Stanovení mor-
fia lna tomto principu pop'Sali již v r. 1971 Ad-
ler a Liu [1]. Ide o jednoduchý test —— prasečí
erytrocyty Iobalené 'krysím albuminem S navá-
zaným morfiem jsou aglutinovány antisérem
proti Ämorfiu. jestliže přidáme mo'č, která obsa-
huje morfi'um, naváže se moríiu'm :na toto anti-
sérum a 'inhilbuje aglutinaci. Tato 'Stanovení jsou
velmi jednoduchá, dají `se automatizovat a cit-
livostí Se vyrovflnají RIA.

Přibývá metodik na stanovení enzymů na
imunochemickém principu. Ialko přílklad může-
me uvést yStanovení izoenzymů .'k-reatin'kinázy
Sety fy. Merck, které využívají imunoinhibice —-—
k séru přidáme antisérum proti svalové trakci
CK-MM a určujeme zbývající aktivitu Srldečzní a
mozkové frakce. "

V r. 1969 byla popsána metoda imunoíixace
k rychlé identifikaci M-gradientu v elektroío-
reogramech. Po elektroforetickém rozděleníbíl-
kovin jsou na gel aplikována specifická antisé-
ra. Antigen vytvoří S příslušným 'a'ntiflsérem imu-
nitní komplex, který je nero'zpustný a lze iden-
tifilkovat barvením. Při jiné modifikaci 'je na
ele'ktroforeogram aplikována membrána acety-
lované celulózy s nasátým antiˇsérem, do ní di-
funduje antigen z ldělícífho gelu a barvíme
vzniklý imunopreci-pi'tát. Mluvíme 1pa'k o „imu-
nootisku“ [imunoprint ] , [9 ] .

K metodám imunochemiokým Se často -v praxi
přiřazují metody používané 1k průkazu dyspro-
tei'némií a imunologických onemocnění. jsou to
především metody elektroforetické na různých

při izoelelktrické Íokusaci rozdělí až na 7 frak-
cí oproti třem při běžné elektroforéze.

Přehled imunochemických metod podle citli-
vosti je na tab. 1. Nejcitlivější jsou metody RIA,
enzymoímunoanalýza, pasivní hemaglutinace;
citlivostí Se jim blizı raketková imunoelektro-
foréza.

Využití imunochemických metod v klinicko-
-laboratorní diagnostice

Využití imunochemických metod v klinické
biochemii je široké a nabývá postupně na vý-
znamu. Moderní eˇlektroÍoretí‹c`ké metody umož-
ňují 'stále citlivější analýzu změn bílkovin'ného
spektra Séra. Na obr. 3 je u'kázka ele'ktroforézy
séra Se zdvojenou paraproteinémií [dva drob-
né M-gradienty v zóně gflamaglobulinů] IgM a
IgG na acetylované celulóze. Obr. 4 demonstru-
je elektroforézu séra a m-oče na agaróze; byl
prokázán drobný gradient raritního monoklo-
ná'lní'ho IgD. jeho i'munoele'ktroforetický prů-
kaz je na obr. 5, na kterém jsou Zřetelné typic-
ké deformace precipitačních linií. Imunoelek-
troforé'za patří stále 'k základním imun'oohemic- ~
kým metodám používaným v laboratořích kli-
nické 'biochemie [13].

Své ıpoužití Si v klinioké biochemii Zachovává
i Ouch'terlonyho metoda dvojité imunodifúze,
např. při určení podtříd mon-oklonálních IgG
[obr.6].

Dnes velmi rozšířené imunodifú`z-ní metody
(tab. Z] -- zejména jednoduchá radiální imu-
novdifúze a elektroimunflodifúze [11], umožnily
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METODA

PRECIPITACE V KAPALNËM PROSTŘEDÍ 10- 20

PRECIPITACE v AGAROVÉM GElU
jednoducho' vo xkumavce
jodnoducha’ radiální 5 - 10
dvoiità . 10 ' x)
imunooloktroforo’za 10 ' 30
dvojroımčrna imunooloktroforo’xa 002 ' 2,0
rakotova imunoeloktroforo’za 0.1 ~ 0,5
radioimunoılkhoforı'ıa

AGlUTINACE ›
baktevia’lniantiqén 0,01 ` 0,1
eryłrocyła'mı' anłiqı'n 0,1 - 02
pasivní homaqlutinace

VAZIA KOMPlEMENÏU 0,1 ' 0,5

VAZBA NA IMUNOADSORBENT 10 ` 20

RADIOIMUNOSTANQVENÍ

IMUNOENZYMAHCKÉ STANQVENI

NEUTRALIZACE DAKTERIOFAGA

_DASIVNI KozNı' ANArYıAxE

0,0001

0, 01

o, 0001

0,02

- 0,1

. 0,1

- 0,001

- 0,05

Fırınc'ik ,M.: Imunochémio' B rałislava, 1980

IgM — kappa

M
ir“

__i
Alb. ac, co, A

Obr. 3. S. F., 77 let, dg. fakultativní monoklonální gama-
patie IgM-kappa a IgG1-lambda. Elektroforeogram s den-
Zz'tometricky'mfzáznamem a 'S vyznačením gradz'entů mo-

noklonălních Z'munoglobulz'nů

rutinní Stanovení Celé řa'dy `bíllkovin krevní
plazmy, především imunoglobulinů. jejich 'kvan-
titativní Vstanovení nabylo 'na významu u mno-
ha Onemocnění, která mohou být pro-vázena
bud' Zvýšením koncentrací polytklonálınífcëh imu-
noglobulinů (tab. 3), nebo nálezem deficitu
jedné nebo 'více imunoglobulinový-c'h tříd [tab.
4), [3]. Svůj diagnostický význam má kvantita-
tivní Stanovení další-ch složek bílkovinné'ho
spektra Séra. S postupným rozšířením laserové

IQGı- lambda

Obr. 4. F. M., 52 let, dg. mnohočetný myelom IQD-lambda.
Elektroiorêza Sěra a moče na acetylovanê celulóze

[N = normální sérumj

Obr. 5. F. M., 52 let, dg. mnohočetný myelom IQD-lambda.
Imunoelektroíorěza séra, šipkou vyznačena typická de-

formace precipitačních linií

nefelO-metrie nebo imunoturbidimetrie jsou Za-
váděna Stanovení imunokomplexů, apolipopro-
tei'nů, revmatoi'dních faktorů. Dochází k rozvo-
ji tak potřebné kvalitativní analýzy bílkovin
moče [6], především elektroforézou na agaró-
Ze a łna poly-krylamidovém gelu. K Ídokonalejší
diagnostice typu pr'Otei'nurie přispívá stanovení
beta-2 mikroglobulinu hlavně metodou RIA.
PrůÉkaZ . specitidkých nádorových antigenů,
i když Zatím Zůstává v klinické praxi Omvezen
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Obr. 6. Ukázka dvojité imunodifúze podle Ouchterlonyho,
použité pro stanovení podtřı'dy IgG. Sérum ředěné 1:8
až 1:256, pozitivní precipitačni linie s antisěrem proti

IgG4

Tab. 2

Jednoduchá linea'rnı' ave zkumavce

'š ‘ v kapiláře

k v kapilaře
a el. poli

JEDNODUCHA’

IMUNODIFUZE
Jednoduchá radiální
imunodifúıe (Manciniová)

kvant.

metody

Elektroimunodifúıe ( laurel!)

~\ Kvantitativní imunoelektro -
\ fore'ıa(l(roll)

l

\q Dvouroımèrna' imunoelektro-
foréıa (Clarke a Freeman)

DvoJırÁ

IMUNODIFUZE

Dvojitá radiální imunodifúıe
(Ouchterlony)

lmunoelektroforèıa kvalit.
(Gfabaf a Williams) metody

Protisměrná imunoelektro-
foréza

na Stanovení alfa-1 fetoproteinu a karcinoem-
bryonálního antigenu,` má nesporný diagnostic-
ký význam. Je to především Zásl'ulhou cit'livěj-
ších metod, což demonstrujeme na 'Stanovení
alfa-1 fetoproteinu. Jednotlivá imunochemická
Stanovení alfa-1 fetoproteinu S uvedením citli-
vosti metody jsou na tab. 5. Zatímco jednodu-
chá radiální imunodifúze je pralkticky Inepouži-
telná, elelktroimunodifúz'e již může určit kon-
centrace Ikolem 500 Ing/ml. V Současnosti použí-
vané 4metody RIA, enzymoimunoanalýza a lase-
rová nefelometrie jsou Schopny Stanovit kon-
centrace kolem lng/ml. Diagnosticlký význam
tohoto 'Zcitlivění metodik vyplývá |Z tab. 6.

RIA metody a v posledních letech mnohem

Tab. 3

Kategorie nemocí s polyklonálním ıvy'šením lg

Kategorie Příklady

lnlekční onemocnění subakulni nebo chronické -

inlekce

Kolagenóıy Remnatoidní artritida|

Siögrenùv sy nd rom,

S l E ł

Onemocnění jater Chronická aktivní hepatitida

Nádory lymlomy

Ostatní chronická

zánětlivé onemocnění

Tab. 4

Příklady nemoci se snížením všech nebo některých tříd l9

Onemocnění lgG IgÂ '9M 'SIE

Některé kombinované

t v timunodelicience

(Švýcarský typ)

kit

ÿ nebo N N

ZAtaxia lelangiectasia

Nelrotický syndrom Ÿ

Myotonická đystrolie Ÿ N N N

Různé přidružené
v t t thypogamaglobuline'mie

Wiskotl - Aldrich i t i
syndrom

I

výhodněji i enzymoimunoanalýza Slouží ke sle-
dování 'koncentrací hormonů v Ibiologiclkém
materiále. Tyto metody umožňují také monito-
rování léčby [5]. Zatím jde především O určo-
vání koncentrací 'kardioglk-Sidů, Sy'ntofylinu,
aminoglykosidů, antiepileptik a prokainamidu.
jsou idůležitým pomocníkem kliniclkého farma-
kologa, kterému umožňují kontrolovat ałktuální
koncentraci léčiva v organismu a operativně
upravovat jeho dávky.
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Tab. 5

Stanoveni OÓı-fetoproteinu
Metoda Citlivost
RID mpg/ml
EID SOOng/ml
RIA 0,5ng ml
ELISA 0,7ng/ml -
LN 1 ng/ml

Tab. 6

Nemoci spojené se zvýšenimkoncentrace

00,- fetoproteinu

Hepatom 90%. ł často >1000ng/m|
Teratokarcinomy 75%

40%

5 - 50 35

Virové hepatitidy

jaterni cirhôza 10 _ 1000ng ”hl

Chronická aktivni

hepatitida 335

Normální hodnota 2 - 15ngm|

Budoucnost patří především imunochemic-
kým reakcím používa'jícím přesně definované
anˇtigeny a protilátky, u |kterých bude procent-o
nespecifických reakcí sníženo na minimum.
V r. 1975 nalezli Milstein a Köbler novou cestu,
která dramaticky změnila Ipřípravu a použití vy-
Soce purifikovaˇných protilátek. Ie to technolo-
gie produkce monvoflklonálních protilátek hybri-
domy. Ide |o techniku na zíflskání nesmrtelných
klonů buněk Syntetizujícíc'h lpr-oztilát'ku jen. S jed-
nou Specifitou a dosáhli toho Spojením normál-
ních buněk produıkujících protilátky S vhodnou
nádorovou linií buně'k. První imunoenzymatic'ká
Stanovení používající mono'klonální protilátky
obdržené klasickou hybridomovvou technologií
jsou již komerčně dostupná.

Závěr

S prudkým rozvojem klinické imunologie do-
chází a bude docházet k uplatnění nových imu-

nochemických metod v 'klinické biochemii. Kli-
nieká biochemie využívá 've 'stále větší míře
imunochemii s velkým pro'spěchem 'pro Svůj dal-
ší metodický rozvoj.

Souhrn

Práce uvádí literární přehled imunochemic-
kýc'h metod používaných současnou klinickou
biochemii. Stručně je vždy popsána historie a
princip jednotlivých metod. Ie hodnocen vý-
Znam imunochemických met-od v 'klinické labo-
ratorní diagnostice ıs demonstrací některých
vlastních zkušeností.
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