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Ovod

Pojem imunochemie poprvé pouZil Svédsky
chemik Arrhenius v r. 1907. Imunochemii mi-
Zeme definovat takto: imunochemie zkoumé
chemii antigent a protilatek a mechanismus je-
jich interakce (8). Antigeny jsou latky, které
jsou schopné vyvolat v reaktivnim organismu
specificky proti sob& namifenou imunitni odpo-
véd. Determinantni skupiny na povrchu antige-
nu mohou in vitro reagovat se specifickou pro-
tilatkou, kterd se vytvorila v reaktivnim orga-
nismu. Vlastnost antigenii méa Fada biologicky
vyznamnych l4atek, i chemicky jednoduché 14t-
ky, tzv. hapteny, které se stdvaji imunogenni
aZ po vazbé na bilkovinny mnosi¢. Predpoklada
se, Ze vazebné misto protilatky je strukturilné
doplnitelné determinantni skupinou antigenu.
Je tim podminéna vysoka specifiénost imunolo-
gickych metod, které umoZziiuji stanoveni i ne-
patrného mnoZstvi bilkovinnyich i nebilkovin-
nych latek bez pfedchozi izolace. K velkému
rozvoji imunochemie doS$lo v poslednich dva-
ceti letech, kdy na poc¢atku 70 let vyvrcholily

studie o imunoglobulinech, které se staly mo-
lekularni béazi imunochemie.

Imunochemie je typickou mezioborovou dis-
ciplinou. Tvofi rozhrani mezi imunologii a che-
mii, ale je Gzce spojend i s jinymi obory, jako
jsou molekuldrni biologie, mikrobiologie, bio-
fyzika. Imunochemie zasahuje nepfimo i do ji-
nych v&dnich obord a to tak, Ze tyto modifikuji
a vyuZivaji jeji urcité metody. Jako piiklad mi-
Zeme uvést pravé klinickou biochemii, ktera vy-
uZivd fadu jak klasickych, tak i nejmodernsj-
Sich imunochemickych metod s velkou vyho-
dou. Pfedmé&tem tohoto sdéleni je podat struc-
ny prehled imunochemickych metod, pouZiva-
nych v soucasné klinické biochemii.

Piehled imunochemickych metod

Mezi imunochemické metody (11) pouZivané
v klinické biochemii obvykle zahrnujeme jed-
nak metody vyuZivajici skuteéné imunochemic-
kych reakci, pfedevsim reakce mezi antigenem
a specifickou protildtkou, jednak metody pou-
Zivané k izolaci a charakterizaci bilkovin. Jsou
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to zvlasté metody elektroforetické, v klinické
biochemii pouZivané predevSim k diagnostice
dysproteinémii.

Jedna ze zdkladnich imunochemickych reak-
ci — imunoprecipitace, byla popsdna a vyuZi-
vdna jiZ v minulém stoleti Krausem v r. 1897.
Heidelberg a Kendall v letech 1930—1935 pu-
blikovali kvantitativni precipita¢ni studie reak-
ci mezi antigenem a protildtkou. Kolem r. 1948
se zaCaly uplatiiovat imunodifizni metody —
Oudinova technika jednoduché linedrni imuno-
diftize a Ouchterlonyho technika dvojité radial-
ni imunodiftize (12). Kombinaci elektroforézy
na agaru a dvojité imunodifize vznikla v roce
1953 Grabarova imunoelektroforéza, kterd pak
v mikromodifikaci podle Scheideggera z roku
1955 je pro diagnostiku monoklondlnich gama-
patii vyuZivdna dodnes.

Yalowovéa a Bernson v r. 1957 p¥i in vivo stu-
diich metabolismu '*!] s pfekvapenim zjistili, Ze
v séru nemocnych cukrovkou, ktefi byli 1é¢eni
inzulinem, se nachéazi protilatky proti inzulinu.
Tyto protilatky vytvaii komplexy s radioaktiv-
n& znafenym inzulinem a pfiddni neoznacene-
ho inzulinu mohlo z komplexu vytésnit oznace-
ny inzulin. Na z&kladé tohoto pozorovani vy-
pracovali metodu na stanoveni inzulinu. V dal-
gich letech vznikla na podobném principu fada
radioimunostanoveni (RIA). Princip imunoana-
lyzy (4) je na obr. 1. Koncentrace znaceného

antigenu a protildtky je konstantni. Pridani
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ZAKLADNI PRINCIP IMUNOANALYZY
Obr. 1. Zdkladni princip imunoanalgzy

neznaceného antigenu k inkubadni smési ma
za ndsledek izotopové Fedéni antigenu znacené-
ho. Cim vy331 je koncentrace neznafeného an-
tigenu, tim niZs$i je radioaktivita v komplexu
znadeny antigen-protildtka a tim vy3si je kon-
centrace znac¢eného volného antigenu. Po oddé-
leni komplexu antigen-protildtka se meéri ra-
dioaktivita bud v oddé&leném komplexu, nebo
v supernatantu s nenavdzanym znadenym anti-
genem.

Velkym pokrokem pro Sirokou klinicko-labo-
ratorni praxi bylo zavedeni metody jednoduché
radidlni imunodifize podle Manciniové v roce
1965 (10). Tato metoda umoZnila kvantifikaci
celé Fady bilkovin bez sloZitého pfistrojového

vybaveni. V&tsi citlivosti, a to 50—100nédsobné,
bylo dosaZeno pouZitim a rozsifenim Laurelo-
vy metody elektroimunodifize neboli raketko-
vé imunoelektroforézy kolem r. 1966.

PouZiti enzym@ na oznadeni antigend, hapte-
nd a protildtek zavedli nezévisle na sob& Eng-
vall a Perlmann (7), van Weemen se Schursem
(16) a Avrameas (2). Vznikly tak imunoenzy-
matické metody. Jejich vyhodou oproti radio-
imunoanalyze je stabilita zna¢enych ligandid po
dobu nékolika mésicli, jednoduchost a podstat-
né niZsi ndklady na vybaveni laboratofe. Pfi-
tom je jejich citlivost o mélo niZsi nebo stejna
jako u RIA metod. Imunoenzymatické techniky
se uvadi pod riznymi ndzvy a zkratkami: pre-
devSim je to enzymoimunoadsorpéni stanoveni,
zkratka ELISA. Jde o pfesnou obdobu radioimu-
noanalyzy. ProtoZe se aktivita enzymu (nejcas-
téji kfenové peroxyddzy, alkalické fosfatazy ¢i
glukozidazy) pfi imunologické reakci meméni,
vznika problém, jak oddé&lit volny konjugét en-
zymu od komplexu s protildtkou. Dosahuje se
toho tim, Ze se pouZije pevnd faze (imunosor-
bent), nap¥. sténa zkumavky povledend vrstvic-
kou protilatky. Tento princip demonstrujeme
na stanoveni digoxinu (14) Enzymun testem fy.
Boehringer. Do zkumavek, na jejichZ sténdch
je navazédna protildtka proti digoxinu, pfiddme
vzorek séra a digoxin — peroxiddzovy konjugét.
Digoxin ze séra a z konjugétu soutéZi o omeze-
né mnoZstvi vazebnych mist protilatky vazané
na sténdch zkumavky. Nenavizany konjugét
odstranime promytim. Druhym krokem je pak
priddni substrdtu s chromogenem, ktery vytvari
barevny komplex; intenzita jeho zabarveni je
neprimo imérnd koncentraci digoxinu v séru.
ELISA patfi mezi tzv. heterogenni enzymoimu-
noanalyzy. PFi heterogenni enzymoimunoanaly-
ze se musi oddslit volna forma hapten-enzymo-
vého konjugétu od jejich komplexti s protilat-
kou. Dalsi variantou enzymoimunoanalyzy je
homogenni enzymoimunoanalyza, zndmé&;jsi pod
obchodnim oznacdenim EMIT. Je zaloZena na
faktu, Ze vazba komplexu hapten-enzym na pro-
tildtku vede k inaktivaci enzymu a enzymovou
aktivitu si podrZi pouze nenavédzany konjugat,
jehoZ mnoZstvi je tmérné koncentraci urdova-
né latky. Jako znaéici enzym vyuZivd EMIT pie-
dev8im glukézo-6-fosfdtdehydrogendzu a sledu-
je pfirtistek redukované formy NAD v UV svét-
le. P¥i tomto postupu jiZ neni tfeba oddélovat
volny konjugdt od konjugdtu vdzaného na pro-
tilatku. Homogenni enzymoimunoanalyzu je
moZné automatizovat jakymkoliv automatickym
kinetickym analyz4torem.

Vyvijeji se dalSi alternativni analytické po-
stupy, které vyuZivaji vysoké specifi¢nosti, pfes-
nosti a citlivosti imunologické reakce, ale vy-
hybaji se pouZiti radioizotopl. Zkous$i se zna-
¢eni fluorofory (fluorescen¢éni imunoanal§za),
volnymi chemickymi radikdly (obyé&ejné& se po-
uZivad nitrooxidovy radikdl), je to tzv. spinova
imunoanalyza, a znaceni bakteriofdgem (tzv.
viro-imunoanalyza).
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Prvni priace o nefelometrickém stanoveni bil-
kovin jsou starsi dvaceti let, ale nové jednodu-
ché metody jako radidlni imunodifize nebo
elektroimunostanoveni zasunuly tuto metodu do
pozadi. Znovu byl o ni obnoven zdjem v r. 1975
s vyvinutim laserového nefelometru. Smiché-
me-li zfedéné roztoky antigenu a protilatky, do-
jde k tvorb& malych agregatli a tim k zakaleni
roztoku. Zakaleni miiZeme méfFit na zdkladé
rozsahu rozptylu svétla. Vysoké citlivosti dosa-
hujeme bud pouZitim monochromatického svét-
la z laseru, nebo pfiddnim polyetylenglykolu,
¢imZ zvétSime tvorbu agregéti (obr. 2).

HE-NE laser kyveta

l//////// /

7/?///// , 4
G4

nosi¢ich, predevSim na gelu acetylované celu-
16zy, na agar6ze, na polyakrylamidovém gelu.
Velkého vyznamu ziejmé& dosdhne v klinické
laboratofi dvojrozmérnad gelovd elektroforéza,
kterd dovoluje mapf. v plazmé identifikovat az
128 bilkovin (15). V moderni klinicko-bioche-
mické laboratofi se zacina prosazovat izoelek-
trickd fokusace, umoZiujici déleni podle izo-
elektrického bodu bilkovin, v gradientu pH na
polyakrylamidovém gelu nebo mna agaroze.
UmoZiiuje demonstrovat mikroheterogenitu
imunoglobulini. VyuZivd se téZ k déleni izoen-
zymi, napf. izoenzymi kreatinkindzy, které se

e 19,99
//
systém &ocek foto- digitalni
dioda metr

Obr. 2. Princip méfeni na laserovém nefelometru — laserovy paprsek prochdzi kyvetou s antigen-protildtkovym
komplexem, systémem &Eoéek je soustiedén na fotodiodu a signdl z fotodiody je pak indikovdn na voltmetru

Dalsi imunochemickou metodou pouZivanou
v klinickych laboratofich je hemaglutina¢ni in-
hibi¢ni stanoveni. Napf. test na stanoveni mor-
fia na tomto principu popsali jiZ v r. 1971 Ad-
ler a Liu (1). Jde o jednoduchy test — praseci
erytrocyty obalené krysim albuminem s nava-
zanym morfiem jsou aglutinovdny antisérem
proti morfiu. JestliZze pfiddme mo¢, kterd obsa-
huje morfium, navdZe se morfium na toto anti-
sérum a inhibuje aglutinaci. Tato stanoveni jsou
velmi jednoduchd, daji se automatizovat a cit-
livosti se vyrovnaji RIA.

Pribyvd metodik na stanoveni enzymid na
imunochemickém principu. Jako piiklad miZe-
me uvést stanoveni izoenzymil Kkreatinkinadzy
sety fy. Merck, které vyuZivaji imunoinhibice —
k séru pfiddme antisérum proti svalové frakci
CK-MM a uréujeme zbyvajici aktivitu srde¢ni a
mozkové frakce.

V r. 1969 byla popsdna metoda imunofixace
k rychlé identifikaci M-gradientu v elektrofo-
reogramech. Po elektroforetickém rozdélenibil-
kovin jsou na gel aplikovdna specificka antisé-
ra. Antigen vytvofi s pFisluSnym antisérem imu-
nitni komplex, ktery je nerozpustny a lze iden-
tifikovat barvenim. PF¥i jiné modifikaci je na
elektroforeogram aplikovdna membrédna acety-
lované celuldzy s nasdtym antisérem, do ni di-
funduje antigen z dé&lictho gelu a barvime
vznikly imunoprecipitdt. Mluvime pak o ,imu-
nootisku“ (imunoprint), (9).

K metoddm imunochemickym se ¢asto v praxi
pfifazuji metody pouZivané k priikazu dyspro-
teinémil a imunologickych onemocnéni. Jsou to
pfedevSim metody elektroforetické na rtznych

pii izoelektrické fokusaci rozdé&li aZ na 7 frak-
ci oproti tfem pri b&Zné elektroforéze.

Pfehled imunochemickych metod podle citli-
vosti je na tab. 1. Nejcitlivéjsi jsou metody RIA,
enzymoimunoanalyza, pasivni hemaglutinace;

citlivosti se jim bliZi raketkovd imunoelektro-
foréza.

VyuZiti imunochemickych metod v klinicke-
-laboratorni diagnostice

VyuZiti imunochemickych metod v Xklinické
biochemii je Siroké a nabyvd postupné na vy-
znamu. Moderni elektroforetické metody umoz-
fiuji stale citlivéjsi analyzu zmén bilkovinného
spektra séra. Na obr. 3 je ukdzka elektroforézy
séra se zdvojenou paraproteinémii (dva drob-
né M-gradienty v z6né gamaglobulini) IgM a
IgG na acetylované celuldze. Obr. 4 demonstru-
je elektroforézu séra a moce na agardze; byl
prokdzan drobny gradient raritniho monoklo-
ndlniho IgD. Jeho imunoelektroforeticky pri-
kaz je na obr. 5, na kterém jsou zfetelné typic-
ké deformace precipitaénich linii. Imunoelek-
troforéza pat¥i stile k zdkladnim imunochemic- -
kym metoddm pouZivanym v laboratofich kli-
nické biochemie (13).

Své pouziti si v klinické biochemii zachovava
i Ouchterlonyho metoda dvojité imunodifiaze,
napf. pfi uréeni podtfid monoklondlnich IgG
(obr. 8).

Dnes velmi rozsifené imunodiftizni metody
(tab. 2) — zejména jednoduchd radidlni imu-
nodifdze a elektroimunodifize (11), umoZnily
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Tab. 1
METODA ng [mi
PRECIPITACE V KAPALNEM PROSTREDI 10- 20
PRECIPITACE V AGAROVEM GELU
jednoducha ve rkumavce 5- 10
jednoducha radialni 5-10
dvojita . 10 - 20
imunoelektroforeza 10 - 30
dvojroxmérna imunoelektroforeza 002 - 20
raketova imunoelektroforéeza 0,1 - 0,5
radioimunoelktroforeza 10,001 - 001
AGLUTINACE
bakterialni antigen 001 - 01
erytrocytarni antigén 01 - 02
pasivni hemaglutinace 0,005 - Q02
VAZBA KOMPLEMENTU 01 -05
VAZBA NA IMUNOADSORBENT 10 - 20
RADIOIMUNOSTANOVEN 0,0001 - 01
IMUNOENZYMATICKE STANOVENI 0,01 - 0}
NEUTRALIZACE BAKTERIOFAGA 0,0001 - 0,001
PASIVNI KOINi ANAFYLAXE 0,02 - 005
Ferenéik,M.: Imunochémie, Bratislava, 1980
-
IgM - kappa
19G,- lambda

—e

Alb.oC, oC, /3 >

Obr. 3. S.F., 77 let, dg. fakultativni monoklondlni gama-

patie IgM-kappa a 1gGi-lambda. Elektroforeogram s den-

zitometrickym_zdznamem a s vyznafenim gradienti mo-
noklondlnich imunoglobulini

rutinni stanoveni celé Fady bilkovin krevni
plazmy, predevsim imunoglobulint. Jejich kvan-
titativni stanoveni nabylo na vyznamu u mno-
ha onemocnéni, kterd& mohou byt provédzena
bud zvySenim koncentraci polyklondlnich imu-
noglobulintt (tab. 3), nebo néilezem deficitu
jedné nebo vice imunoglobulinovych t¥id (tab.
4), (3). Sviij diagnosticky vyznam mé kvantita-
tivni stanoveni dalSich sloZek bilkgvinného
spektra séra. S postupnym rozSifenim laserové

Obr. 4. F. M., 52 let, dg. mnohoéetny myelom IgD-lambda.
Elektroforéza séra a mo&e na acetylované celuléze
(N = normdlini sérum)

Obr. 5. F. M., 52 let, dg. mnohoéetnyj myelom IgD-lambda.
Imunoelektroforéza séra, Sipkou vyznafena typickd de-
formace precipitaénich linii

nefelometrie nebo imunoturbidimetrie jsou za-
véddéna stanoveni imunokomplexl, apolipopro-
teind, revmatoidnich faktort. Dochéazi k rozvo-
ji tak potrebné kvalitativni analyzy bilkovin
moce (6), predevSim elektroforézou na agaro-
ze a na polykrylamidovém gelu. K dokonalejsi
diagnostice typu proteinurie pfrispivd stanoveni
beta-2 mikroglobulinu hlavné metodou RIA.
Prikaz . specifickych né&ddorovych antigent,
i kdyZ zatim zastdvd v klinické praxi omezen
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Obr. 6. Ukdzka dvojité imunodifiize podle Ouchterlonyho,

pouZité pro stanoveni podtfidy 1gG. Sérum Fedéné 1:8

a% 1:256, pozitivni precipitaéni linie s antisérem proti
1gG4

Tab. 2
» ve zkumavce

S\‘ v kapil.ih;

\

Jednoducha linearni

¥ v kapildre
a el.poli

JEDNODUCHA
IMUNODIFUZE

Jednoducha radialni
imunodifuze (Manciniova)

kvant.
metody

Elektroimunodifuze (Laurell)

\ Kvantitativni imunoelektro -
\ foréza (Kroll)

\ Dvourozmérna imunoelektro-
foréza(Clarke a Freeman)

DVOUITA
IMUNODIFUZE

Dvoijita radidlni imunodifize
( Ouchterlony)

kvalit.
metody

\ Imunoelektroforéza
(Grabar a Williams)

Protismérnd imunoelektro-
foréza

na stanoveni alfa-1 fetoproteinu a karcinoem-
bryondlniho antigenu, mé nesporny diagnostic-
ky vyznam. Je to predevSim z&sluhou citlivéj-
§ich metod, coZ demonstrujeme na stanoveni
alfa-1 fetoproteinu. Jednotlivd imunochemicka
stanoveni alfa-1 fetoproteinu s uvedenim citli-
vosti metody jsou na tab. 5. Zatimco jednodu-
ché radidlni imunodifize je prakticky nepouZi-
telnd, elektroimunodiftize jiZ miiZe urcit kon-
centrace kolem 500 ng/ml. V souéasnosti pouZi-
vané metody RIA, enzymoimunoanalyza a lase-
rovad nefelometrie jsou schopny stanovit kon-
centrace kolem 1ng/ml. Diagnosticky vyznam
tohoto zcitlivéni metodik wvyplyva z tab. 6.

RIA metody a v poslednich letech mnohem

Tab. 3

Kategorie nemoci s polyklonalnim zvysenim Ig

Kategorie Priklady

Infekéni onemocnéni subakutni nebo chronické -

infekce

Kolagendzy RelWmatoidni artritida,
Sjogrendvsyndrom,

SLE
Onemocnéni jater Chronicka aktivni hepatitida
Nadory Lymfomy

Ostatni chronicka

zanétliva onemocnéni

Tab. 4

Piiklady nemoci se snizenim viech nebo nékterych trid lg
Onemocnéni 196G IgA IgM IgE
Nékteré kombinované
imunodeficience + + *
(Svycarsky typ)
Ataxia telangiectasia N \/ A v
Nefroticky syndrom + #neboN N
Myotonicka dystrofie * N N N
Ruzné pridruzené
hypogamaglobulinémie + * + v
Wiskott - Aldrich

N oA v A
syndrom

vyhodnéji i enzymoimunoanalyza slouZi ke sle-
dovani koncentraci hormont v biologickém
materidle. Tyto metody umoZiiuji také monito-
rovani 1é¢by (5). Zatim jde predevS§im o urco-
vani koncentraci kardioglykosidli, syntofylinu,
aminoglykosidli, antiepileptik a prokainamidu.
Jsou dileZitym pomocnikem klinického farma-
kologa, kterému umoZiiuji kontrolovat aktudlni
koncentraci lé¢iva v organismu a operativn®
upravovat jeho davky.
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Tab. 5
Stanoveni o{,-fetoproteinu

Metoda Citlivost
RID 10ug / mi
EID 500ng /mi
RIA 05ng mi
ELISA 07ng/ml -
LN 1ng/ml

Tab. 6

Nemoci spojené se zvySenim koncentrace

A, fetoproteinu

Hepatom 0% 1 éasto >1000ng/ml
Teratokarcinomy 75%

Virové hepatitidy 40%

Jaterni cirhéza 5-50°% 10 - 1000ng / ml
Chronicka aktivni |

hepatitida 8%

Normalni hodnota 2 - 15ng /' mi
Budoucnost patfi predevS§im imunochemic-

kym reakcim pouZivajicim presné definované
antigeny a protilatky, u kterych bude procento
nespecifickych reakci sniZeno na minimum.
V r. 1975 nalezli Milstein a Kéhler novou cestu,
kterd dramaticky zmeénila pFipravu a pouZiti vy-
soce purifikovanych protildtek. Je to technolo-
gie produkce monoklondlnich protildtek hybri-
domy. Jde o techniku na ziskdni nesmrtelnych
klont buné&k syntetizujicich protilatku jen s jed-
nou specifitou a doséhli toho spojenim normal-
nich bunék produkujicich protilatky s vhodnou
nddorovou linii bunék. Prvni imunoenzymaticka
stanoveni pouZivajici monoklondlni protilatky
obdrZené Kklasickou hybridomovou technologii
jsou jiZ komeré&né dostupnA.

Zaveér

S prudkym rozvojem Kklinické imunologie do-
chédzi a bude dochézet k uplatnéni novych imu-

nochemickych metod v klinické biochemii. Kli-
nickd biochemie vyuZivd ve stdle vétSi mifre
imunochemii s velkym prosp&chem pro sviij dal-
81 metodicky rozvoj.

Souhrn

Prace uvdadi literarni prehled imunochemic-
kych metod pouZivanych soucdasnou klinickou
biochemii. Stru¢né& je vZdy popsédna historie a
princip jednotlivych metod. Je hodnocen vy-
znam imunochemickych metod v klinické labo-
ratorni diagnostice s demonstraci nékterych
vlastnich zkuSenosti.
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