IMUNOFLUORESCENCE

e FN USA a LF MU Brno



Zakladni pojmy
-

LUMINISCENCE

Jev, kdy latka vysila do prostoru svétlo

e pfi chemické reakci - CHEMILUMINISCENCE

e po osvétleni zarenim — FLUORESCENCE
— FOSFORESCENCE



LUMINISCENCE po osvétleni zarenim
o000 |

Zareni EXCITACNI Zareni EMISNI
e zareni vyvolavajici e zareni vysilané latkou
luminiscenci



LUMINISCENCE po osvétleni zarenim
o000 |

FLUORESCENCE FOSFORESCENCE
e vyzarovani emisniho e vyzarovani emisniho
svetla trva svetla trva |

po zhasnuti

e po zhasnuti excitacniho v A
excitacniho zareni

zareni témer okamzite
emise zhasina (asi za
108 sekundy)

< Latka schopna
fluorescence —
FLUOROCHROM



Fyzikalni podstata fluorescence a
fosforescence

e spociva ve viastnostech elektronoveho obalu
atomu v molekulach fluorochromu

X svétla — zvySeni
jejich energie
& casti nové nabyté energie jako
— tedy delSi vinovou délkou

+ Stokeovo pravidlo - v dusledku ztraty energie je vinova délka
emisniho svétla vzdy delSi nez svétla excitacnhiho —
EMISNIHO SVETLA



IMUNOFLUORESCENCE
.

e Patri mezi IMUNOESEJE

imunokomplex ANTIGEN - PROTILATKA
+ enzym ENZYMOVA ANALYZA

+ radioaktivni zaric RIA
+ fluorochrom IMUNOFLUORESCENCE



TYPY imunofluorescence

PRIMA

e ZnacCeni bunecnych struktur
pomoci konjugatu
» Protilatka namirena proti
urcité bunécéné stukture
kovaletné navazana s
fluorochromem

NEPRIMA

Znaceni bunecne struktury
pomoci primarni zvireci
protilatky proti bunecné
strukture

Zviditelnéni bunécné
struktury v druném kroku
pomoci konjugatu
fluoresceinu s protilatkou
proti zvifecim antigenum



TYPY imunofluorescence

PRIMA NEPRIMA

N
kAR




PRIMA imunofluorescence

1 vzorek (bunécna kultura, tkan, ...)
2 fixace (vzorku na podlozni sklo)
3 konjugat (protilatka proti antigenu s

navazanym fluorochromem)

4 proplach
5 fluorescencni mikroskop



Prima IF - vyuziti
-

e Prukaz v tkanovych rezech nebo
dalsich biologickych vzorcich

— rychly prukaz patogenu ve sputu nebo
bronchoalveolarni lavazi



Neprima imunofluorescence
-

1 vzorek (substrat s antigenem)

2 fixace (vzorku na podlozni sklicko)
3 preliti vysetrovanym sérem pacienta

4 proplach

5 konjugat (antisérum proti lidskym Ig s

navazanym fluorochromem)
6 proplach
7/ fluorescencni mikroskop



Neprima IF - vyuziti
-

e Prukaz specifickych proti
antigenum
e NejCastéji prukaz autoprotilatek
— organove nespecifickych (antinuklearnich,
antimitochondrialnich, antiendomysialnich)
- organoveé specifickych (proti parietalnim bunkam
zaludku, beta bunkam pankreatu, bazalni

membrané glomeruld, slinnym zlazam,
nadledvinam, ...



Nékteré pouzivané FLUOROCHROMY
S

e FITC (fluorescein » Siroce pouzivané
isothiokyanat)
e Hoechst (bisbenzimid)  pNA
e DAPI » DNA a RNA
>
e Propidium Jodid » DNA
e Acridinova oranz » DNA a RNA



Vizualizace imunofluorescence
o

Pomoci fluorescencniho mikroskopu

e TYPY fluorescencnich mikroskopu
— transmisni
— epifluorescencni

e ZDROJ SVETLA

~ rtutova vybojka



Princip IF mikroskopu
—

e EXCITACNI filtr

z barevného
spektra pouze

fluorescence a
zabranuje pruchodu
svétla o stejné Ci
podobne¢ vinove délce
jako svétlo emisni,
ktere by vytvarelo
pozadi

e BARIEROVY filtr

pouze

zabranuje pruchodu
excitacnimu sveétlu

a



Princip IF mikroskopu

z/~ 2K

Exciting filter “' Barrier filter

Epuﬂim en



Excitacni (modra) a emisni (zelenad) spektrum fluorochromu
FITC a spektra propoustend excitacnim a barierovym filtrem

(bila cara).

100 .
Exciting Filter o
~ | HBarrier Filter

1% ; :
: FITC Fluorescence

Emission

300 400 600 700
Wavelength (nm)



Typy imunofluorescence
N

e HOMOGENNI

e OKRAJOVY

e SKVRNITY

o NUKLEOLARNI (homogenni, chomagkovity skvrnity)
e TECKOVANY

e CYTOPLAZMATICKY
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Negativni
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Nukleolarni







AMA




Mitochondrie




Nukleolarni homogenni
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Mnohocetne jaderne tecky



Prehled vysetreni pomoci IF
—

e ANCA - cytoplazma neutrofilt
e DNA -ds DNA
o - mitochondrie
— Ab proti jadernym antigenum
— Ab proti retikulinu (IgA a 1gG)
— Ab proti hladkému svalu
— ADb proti parietalnim bunkam zaludku
— antiendomysialni protilatky



DEKUJI ZA POZORNOST



