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ПОЯСНИТЕЛЬНАЯ ЗАПИСКА

Цель курса – дать представление об иммуноферментном анализе как методе исследования, научить получать реагенты для ИФА, разрабатывать схемы проведения ИФА и трактовать результаты ИФА.

В задачи дисциплины входит:

- Освоение студентами основных принципов иммуноферментного анализа;

- Закрепление теоретических положений лекционного курса на лабораторных занятиях.

В результате изучения дисциплины обучаемый должен:

знать:

- структуру и свойства антигенов и антител; 

- физико-химические закономерности взаимодействия антиген-антитело, методы определения и способы расчета аффинности антител;

- ферменты, используемые для ИФА и кинетические закономерности протекания ферментативных реакций;

- способы получения реагентов для ИФА;

- классификацию методов ИФА, их особенности и схемы проведения;

- современные информационные технологии, используемые в ИФА;

- новейшие достижения и перспективы развития ИФА.

уметь:

- получать реагенты для ИФА;

- разрабатывать схемы проведения ИФА;

- представлять и обрабатывать данные ИФА;

- пользоваться специализированными компьютерными базами данных и ресурсами Интернета.

При чтении лекционного курса необходимо использовать технические средства обучения для демонстрации слайдов и презентаций, наглядные материалы в виде таблиц и схем. 

Теоретические положения лекционного курса развиваются и закрепляются на лабораторных занятиях. 
При организации самостоятельной работы студентов по курсу следует использовать комплекс учебных и учебно-методических материалов в сетевом доступе (программу, методические пособия, список рекомендуемых источников литературы и информационных ресурсов, задания в тестовой форме и вопросы для самоконтроля, темы рефератов). 

Эффективность самостоятельной работы студентов проверяется в ходе текущего и итогового контроля знаний в форме устного опроса и тестового контроля по отдельным разделам курса. Для общей оценки усвоения студентами учебного материала рекомендуется введение рейтинговой системы.

Программа учебного курса рассчитана на 102 часа, в том числе 40 часов аудиторных: 26 – лекционных, 10 – лабораторных занятий, 4 – контролируемой самостоятельной работы. 

Примерный тематический план

	№ 

п/п
	Наименование разделов, тем
	Количество часов

	
	
	Аудиторные
	Самост. работа

	
	
	Лекции
	Практ., 

семинар.
	Лаб.

занятия
	КСР
	

	1
	Введение


	2
	
	
	
	

	2
	Структура и свойства антигенов и антител
	2
	
	2
	
	6

	3
	Физико-химические закономерности взаимодействия антиген-антитело
	3
	
	2
	2
	8

	4
	Ферментные метки в иммуноанализе
	4
	
	
	
	8

	5
	Получение реагентов для ИФА
	3
	
	2
	
	8

	6
	Методы ИФА
	8
	
	2
	2
	24

	7
	Методы представления и обработки экспериментальных данных
	4
	
	2
	
	8

	
	ИТОГО:
	26
	–
	10
	4
	62


СОДЕРЖАНИЕ УЧЕБНОГО МАТЕРИАЛА 

Введение

Современный иммунохимический анализ. Общая характеристика иммуноферментного анализа; преимущества и недостатки фермент-зависимых меток. Области применения ИФА.

Структура и свойства антигенов и антител

Антигены. Структурные основы антигенной специфичности белков, полисахаридов, нуклеиновых кислот. Гаптены. Использование гаптенов для изучения специфичности антигенных детерминант, работы К. Ландштейнера. Требования, предъявляемые к антигенам, использующимся в ИФА в качестве меченых препаратов и стандартов.

Антитела. Общая характеристика структуры молекул иммуноглобулинов. Первичная структура H- и L-цепей иммуноглобулинов. Трехмерная структура иммуноглобулинов. Антигенсвязывающие центры антител. Характеристика классов иммуноглобулинов: IgG, IgA, IgM, IgE, IgD.

Специфичность и гетерогенность антител, перекрестная реактивность. Понятие аффинности и авидности антител.

Физико-химические закономерности взаимодействия 

антиген-антитело

Термодинамические и кинетические закономерности реакции взаимодействия антиген-антитело. Методы определения аффинности антител: равновестный диализ, фракционное осаждение, флуоресцентные методы. Способы расчета констант комплексообразования реакции антиген-антитело: взаимодействие одной субпопуляции антител с моновалентным антигеном; взаимодействие одной субпопуляции антител с поливалентным антигеном; взаимодействие двух субпопуляций антител с моновалентным антигеном; взаимодействие поликлональной антисыворотки с антигеном.

Ферментные метки в иммуноанализе

Основные понятия и термины, используемые в энзимологии. Физико-химические и каталитические свойства ферментов. Кинетические закономерности протекания ферментативных реакций. Экспериментальные методы определения ферментативной активности. Критерии выбора ферментных меток. Характеристика ферментов, используемых в ИФА в качестве меток: пероксидаза хрена, глюкозооксидаза, щелочная фосфатаза, (-D-галактозидаза, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа, малатдегидрогеназа. Факторы, влияющие на активность ферментов при проведении ИФА.

Получение реагентов для ИФА

Получение антител. Иммуногенность антигенов. Антисыворотки как источники поликлональных антител. Иммунизация, факторы, влияющие на успех иммунизации: природа и доза иммуногена, использование адъюванта, вид взятых для иммунизации животных, способ иммунизации, порядок и время введения антигена и сбора антисыворотки. Хранение антисывороток. Тестирование антисывороток.

Моноклональные антитела. Получение гибридом. Использование моноклональных антител в иммуноанализе.

Выделение и очистка антител из различных источников: осаждение сульфатом аммония, хроматография, иммуноадсорбция.

Получение иммобилизованных антител и антигенов: носители, применяемые в ИФА; иммобилизация антител и антигенов; неспецифическое связывание с иммуносорбентом. Cвойства иммобилизованных антител.

Получение коньюгатов: синтез коньюгатов гаптенов с носителями для получения антител; получение конъюгатов фермент-белок; получение конъюгатов гаптен-фермент; получение конъюгатов антигенов (антител) с субстратами.

Методы ИФА

Общая классификация методов ИФА: анализ типа 1 и анализ типа 2; конкурентные и неконкурентные, гетерогенные и гомогенные, твердофазные и гомогенно-гетерогенные методы анализа.

Гетерогенные методы ИФА антигенов и антител: методы, основанные на определении специфических иммунных комплексов (тип 1); конкурентные и неконкурентные методы, основанные на определении оставшихся свободными центров специфического связывания (тип 2). Методы гетерогенного ИФА, основанные на нековалентном способе введения ферментной метки. Твердофазный ИФА в проточных системах. Новые подходы в гетерогенном ИФА.

Гомогенные методы ИФА: методы анализа антигенов, основанные на использовании меченных ферментом антигенов; методы ИФА антигенов, основанные на использовании неферментных меток.

Люминесцентный иммуноанализ.

Направления и перспективы развития ИФА.

Методы представления и обработки экспериментальных данных

Анализ результатов определения антигена. Особенности анализа экспериментальных данных определения антител. Источники ошибок при проведении ИФА. Параметры, характеризующие ИФА: предел обнаружения, длительность, точность и специфичность.
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