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T lymfocyty

CD3 na povrchu vsech T lymfocytu

CD4 na povrchu T, lymfocyta (T,1, T,2)

CD8 na povrchu T, lymfocytu

The T cell Receptor Complex

TCR CD8

Treg — CD4+CD25+ cod .
Foxp3+




Monocyte
Monocyty b
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CD14
HLA DR

- soucasti nespecifické imunity
- schopnost fagocytozy
- tkanova forma = makrofag



NK bunky

CD16+
CD56+
CD3-

@ Eye of SChance/Phobd Resaarchars, Inc.

- rozeznavaji bunky, které maji na povrchu abnormalné malo MHC | -
nadorové a virové infikované bunky
- pouzivaji cytotoxické mechanismy (perforin, granzymy)

Pozn. NKT bunky
CDl16+
CD56+
CD3+




Pro stanovovani
lymfocytarnich subpopulaci

odebirat krev do zkumavky s EDTA
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Mnoklonalni protilatky

protilatky jsou produktem jediného
klonu B lymfocytl (klony vzniklé fazi
bunék produkujicich protilatky a
myelomovych bunék, jez schopnost
produkce svého vlastniho
imunoglobulinu ztratily)

jsou naprosto totozné a jsou prisné
specifické proti jedinému epitopu




Main pathway
Purine  Pyrimidine

sesshensnnnnunnnne Aminopternn

HGPRT |
Hypoxanthine 2% | Ribonucleotides — > RNA
Guanine + PRPP
TK
QL -
Thymidine + ATP —> Deoxynucleotides ——— »DNA

Salvage pathway

HAT — Hypoxantin, Aminopterin, Thymidin
HGPRT — hypoxantin-guanin-fosforibosyl transferaza
TK — thymidinkinaza
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Priklady klinického vyuziti
monoklonalnich protilatek v 1é¢bé
imunopatologickych chorob

Imunosuprese:

- anti-CD3 (OKT3),

— ant1 CD25 (basiliximab, daclizumab),
— anti CD20 (rituximab)
Blokada prozanétlivych cytokinu:

— Anti —TNF-a (infliximab, adalimumab) — revmatoidni artritida,
Crohnova choroba,

Blokada adhezivnich molekul:

— anti integrin a4b1 (natalizumab) — roztrouSena mozkomisni
sklerdza

— Anti-CDl1a (efalizumab) - psoriaza
Protialergicka lécba
— anti-IgE (omalizumab): t€zké formy astmatu



LYZOVANI
ERYTROCYTU

Roztok A: na 1,5 | destilované vody — 1,8 ml 99% kyseliny mravenci

Roztok B: na 1,5 | destilované vody 9,0 g bezvodého Na,CO,, 21,75 g NaCl,
46,95 g bezvodého Na,SO,

Roztok C: na 1,51 PBS (pH 7-7,4) - 15 g paraformaldehydu



Pritokova cytometrie
FLOW CYTOMETRY




Prutokovy cytometr

1.FLUIDNI SYSTEM
2.0PTIKA
3.ELEKTRONIKA

Fluorescence Detectors




1. FLUIDNI SYSTEM

Zajistuje transport bb.

v nosné tekutiné (pod tlakem)
do prutokové komory. Buriky se
pohybuji jedna za druhou

na zakladé hydrodynamické fokusace - nosna tekutina

(destil. voda, komer¢ni tekutiny) byva do komory pfinasena tenkou
Kapildrou pod vétsim tlakem nezZ suspenze Castic, které jsou tak
udrZovany jen v uzké centralni ¢asti proudu. Zrychleni vznikajici pfi
vystupu vodniho paprsku z komurky nuti ¢astice pohybovat se jedna
za druhou.
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2. OPTIKA

Excitacni ¢ast — laser

Sbérna ¢ast — systém cocek, zrcadel a optickych filtru
zachycujici fluorescenci castic vyzarenou po jejich projiti
svetelnym paprskem

Fluorescent
Channels

delector

£i/ter




3. ELEKTRONIKA
Prevadi optické signaly (fluorescenci) na signaly
elektronickeé (fotonasobice, fotodiody).

Po zesileni signalu a dalsim zpracovani dojde k jeho
digitalizaci pro pocitacovou analyzu
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Fluorescence

Fluorochromy:
- Polycyklické organické molekuly a jejich derivaty
Fluorescein isothiokyanat (FITC), Cyaniny, Texas Red, rada Alexa,
rada Pacific and Cascade,
AmCyan, Propidium iodide, 7-AAD, CFSE,
- Fluorescencni proteiny

Phycoerythrins (PE), Allophycocyanin, PerCP,
GFP a jiné fluorescencni proteiny

Schopné absorbovat fotony budiciho zareni (napr. 488 nm)
a ndsledné (108 s) emitovat fotony s
delsi vinovou délkou (v tomto pripadé 500 — 800 nm).
Fluorescencni svétlo ma tedy jinou barvu



Fluorescence

Stokesuv posuv -

rozdil mezi vinovymi délkami emisniho a excitacniho
= maxima (nm)
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Cast energie se pfeméni na energii vibraéni

Emitované zareni ma vetsi vinovou délku a tudiz nizsi energii

E =h.c/A
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Vysetreni lymfocytu periferni krve

FUNKCE ZASTOUPENI NA
LYMFOCYTECH PERIFERNI
KRVE (%)
CD3 vSechny T-lymfocyty asociovan s TCR, prenos 55-83
signalu
CD4 pomocné T-lymfocyty receptor pro MHC I, 28-57
aktivace
CD8 cytotoxické T-lymfocyty receptor pro MHC |, 10-39
aktivace
CD19 B-lymfocyty regulator aktivace 6-19
CD16/CD56 NK-buriky FcR pro IgG/mediator 7-31
adheze
HLA-DR B-lymfocyty, monocyty, MHC I, prezentace Ag B-lymfocyty konstitutivné (na
aktivované T-lymfocyty viech B-lymfocytech),

T-lymfocyty 3-7
(na aktivovanych T-lymfocytech)



Vékova zavislost
zastoupeni lymfocytarnich subpopulaci

Table l. Relative size of lymphocyte subpopulations in blood

Age groups

Lymphocyte Neonatal 1wk-2me 2-5mo Eaﬁma -15mo 15-2dme  2-5yr 5-10yr 10-16yr Adulis
subpopulafions (n=20) (N=13) (n=46) (=105 (h=70) (n=33) (n=33) (n=35) (n=23) (n=5D

CD1Y* B 12% 15%: 24% 21% 25% 28% 245 18% 16% 12%
.. Jymphoeytes (3221 ... (A26),...... (439 (1335, (1530 (74 ddd | (1038 (82 (6:19),,
CD3+ T 62% T2% 63% 6% 65% 64%: 64 6% 67% T2%
lymphocytes (28-76) (60-85) (48-75)  (S0-T7)  (S4-T6) (3073} (43-76)  (55-TR)  (S2-7R) (5583
CD3*CD4* T 41% 555 45% 459 44% 41% 17% 35% 9% 4%
Iymphocyies (17-52) (41-6E) {33-58) (33-38) (31-54) (25-500 . (2348) (27-53) {25-4%) (28-5T)
CD3*CDE T 24% 16% 17% 18% 18% 20% 24% 28% 23% 24%
lvmphocytes (10-41) (9-23) (11-25) (1326 (12-28)  (11-32) (1433 {19-34)  (935)  (10-39)
CD4/CDR 1.8 3.8 2.7 2.4 24 1.9 1.6 1.2 1.7 19
ratio per CD3* (1.0-2.6) (1.3-6.3) (1.7-3.9) (1638 (1339 (L9-3.7)  (05%2% (0926 @534 (Lk36)
CD3"HLA-DR? 2% 5% 3% 3% 4% 6% 6% 7% 4% 5%
T lymphocytes (1-6) (1-38) {1-9) (1) (2-8) (3-12) (3-13) (314 (1-8)  (2-12)
CD3~/CD16-56" 2% 4% 0% ST T o 0% 12% 15% 13%
MK cells (6-58) (3-23) (2-14) (2-13) (3-17) (3-16) (4-23) (4-26) (6-27) (7-31)

The relative frequencies are expressed within the lymphocyte popolation: median and percentiles (5th to 95th percentiles),

Comans-Bitter et al. J Pediatr. 1997 Mar;130(3):388-93


http://www-ncbi-nlm-nih-gov.ezproxy.muni.cz/pubmed/9063413

Hodnoceni nalezu jednotlivych subpopulaci

Snizeni/ . .
e . subpopulace | onemocnéni
zvyseni

! CD19+, CD3+, pfiimunosupresi — napf. cyklosporin (zpusobuje lymfopenii)
CD4+, CD8+

J CD19+ u né&kterych pacientti s CVID

T CD19+ B — bunéc¢na leukémie

J CD3+ pfi expozici Clovéka toxickymi chemikaliemi

T CD3+ T — bunécna leukémie

u nékterych pacientd s CVID (bézZny variabilni imunodeficit — common
J CD4+ variable immunodeficiency)
- virové infekce (EBV, CMV, HIV)

) CD4+ autoimunity, alergie
J CD8+ autoimunity (roztrouSena skleréza, systematicky lupus erythematodes-SLE)

u nékterych pacientti s CVID

0 CD8+ - virové infekce (EBV, CMV, HIV)



Bronchoalveolarni lavaz (BAL)
- imunofenotypizace

[Ungated] CD45-FITC / S [GADJ] CD3-PC5  [GADJ] CD3-PC5 / CD4-RD1  [GADJ] CD3-PC5 / CDB-ECD
1000 IC1:0,90% |C2 : 13,24% 3E1:0,20% 2 83,35%
800 ) CD4-[C2] | 13,24% . CD8-[EZ] : $3,35%
A1 0,00% ol
600 o = E
v 3 % 104 = 10
= 4 -] - (== ] o
400 i3 ; ~ ] = W f
i . _ . E3:3,41%
109403 : 2,51% 10+ ;
g £ TAD- : 0,00% e C4: 83,35% E4: 13,04%
2 17,51% : - :
P (03 16,19% | ADULIN 1 - 96,59%
o T T T 0= T T T T T T
107 10 10° 10° 107 10 10° 10° 107 10 10 10¢ 107 10 10 10
CD45-FITC CD3-PC5 CD3-PC5 CD3-PC5
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- podezreni na sarkoidozu



55

Pacientka: Z, ¥1957
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pacientka z revmatologie
- |é€ba napt. rituximabem zpulsobuje depleci B-lymfocytt (po 4-6 mésicich
navrat k normalnim hladinam)
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Pacient: M, *1999
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HLA-B27 =,

asociace HLA-B27 s fadou nespecificky zanétlivych onemocnéni, jako jsou
zanéty kloubu, vnitfnich struktur oka (uveitida), kratkych kosti rukou, nohou a
Slach, dale lupénka (psoriasis), vyrazek, chronické bolesti spodni ¢asti zad a
spondyloarthropatie, z nichz nejznaméjsi je ankylozujici spondylitida (zanétlivé
systémové onemocnéni osového skeletu a kloubu - Bechtérevova nemoc).
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Test aktivace bazofilu (basotest)

funkéni test umoznujici vySetreni aktivace basofill po setkani se s urcitym alergenem in vitro

na povrehu bazofili - Eﬁf{')gecem“ pro IgE) zaloZen na expresi aktivaéniho znaku (CD63) na
= C . re T = mm ==
/ povrchu perifernich bazofilli po jejich expozici

lergenem in vitro
a
hv 27 A"E‘TE:” FITC- mAbJ\(' SS

E >—
o — ii’i g FITC-mAb
- FczRI - RTH2/DFP2
anti- c:ms i @ AR
e "CRTH2/DP2
CD45 | ?3' ,". ?mmﬂe -,
N, "?g n\
cD203¢ @ss \5‘ XL bEmis
2 anti-CDG3
anti- cnzua.c >
hv Histamine hv
release

Sledujeme expresi CD63 na povrchu bazofill

ohranic¢ime subpopulaci bazofild (IgE pozitivni)

- sledujeme expresi CD63 (viz.obr.) a CD203c (neni uvedeno)

Obrazky prevzaty z prezentace MUDTr. Zity Chovancové PhD., FNUSA UKIA Brno



\Vysetreni
fagocytozy



PRUBEH FAGOCYTOZY

(,rolling“) — cytometrie — defektni exprese leukocytarnich integrinu -

Leukocyte Adhesion Deficiency Syndromes (LAD1, LAD2)
- DIAPEDEZA = priichod leukocyttl cévni sténou
- ROZPOZNANI OPONIZOVANYCH CASTIC

— test migrace pod agarézou
- ve sméru chemotaktického gradientu (chemotaktické faktory, napf.
IL-8, sméruji fagocyty do mista zanétu)
— fagocytdza mikroorganismuU nebo inertnich Castic

« DIGESCE mechanismus nezavisly na kysliku

— mikrobicidni test, detekce enzymu

mechanismus zavisly na kysliku

— mikrobicidni test, NBT, INT, detekce myeloperoxidazy,

chemiluminiscencni test, ,burst” test
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(a) Phases of phagocylosis
Copyright © 2001 Benjamin Cummings, an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.
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Vysetreni fagocytozy
Burst test

* test je vyuZivan ke kvantitativnimu vyhodnoceni oxida¢niho vzplanuti u granulocyt(
a monocytl v heparinizované plné krvi

» fagocytujici buriky se stimuluji opsonizovanymi E.Coli, fMLP (N-formyl-Met-Leu-
Phe) nebo PMA (phorbol-myristat-acetat)

e dochazi k oxida¢nimu vzplanuti, pfi kterém se tvori peroxidy, hydroxylové radikaly,
superoxidové anionty, které oxiduji membranové permeabilni fluorogenni substrat
DHR 123 (dihydrorhodamin 123) na zelené fluoreskujici rhodamin 123

* pocet (procento) zelené fluoreskujicich granulocytl a monocytl sledujeme na
pritokovém cytometru.

Ref. rozmeazi:

Aktivace pomoci  E. Coliu granulocytl: >80%
fMLP u granulocytl: <15%
PMAu granulocytli: >90%




CHRONICKA GRANULOMATOZA

BEZ STIMULACE STIMULACE PMA

ZDRAVA
KONTROLA
STIMULACE PMA

97%

PACIENT

STIMULACE PMA:

12%




STIMULACE E.Coli

ZDRAVA KONTROLA

PACIENT S CGD




CHRONICKA GRANULOMATOZA
(AUTOZOMALNE RECESIVNI)

Matka - STIMULACE PMA

- ' LELELILRN| T LI |
Pacientka - STIMULACE PMA

Otec - STIMULACE PMA




CHRONICKA GRANULOMATOZA
(X-VAZANA)

| -1

Matka - STIMULACE PMA

Pacient - S:I'IMULACE PMA

Otec - STIMULACE PMA




Negativni kontrola

Vzorek

CD14 PE

CD14 PE

1

Vysetreni fagocytozy

Myeloperoxidaza

[D] S5 INT / CD14 PE
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Vysetreni lymfocytarnich subpopulaci



IZOLACE LYMFOCYTU

9ml heparinizované krve

hustotni gradientova centrifugace
(separacni medium - lymphoprep)

rozsuspendovano v RPMI-1640
s pridavkem 10% fetalniho séra

300ul suspenze + monoklonalni protilatky — inkubace
promyti v PBS a naredéni

méreni na pritokovém cytometru




SEROLOGICKE REAKCE

(METODY HUMORALNI IMUNITY)

Mgr. Jana Nechvatalova

Ustav klinické imunologie a alergologie
FN u sv. Anny



Klasicke serologicke reakce

— Aqglutinace - reakce mezi korpuskularnim Ag a Ab s naslednou
aglutinaci Castic; probéhne 1.+ 2.faze interakce Ag a Ab

— Precipitace — reakce mezi solubilnim Ag (nizkomolekularni) a
Ab s naslednym vznikem precipitatu
probéhne 1.+ 2.faze interakce Ag a Ab

— |Imunoese|e - reakce mezi Ag a Ab vizualizovana enzymem,

fluorochromem n. radioaktivnim zafricem (EIA, RIA n. FIA) ; vétsSinou
probehne jen 1. faze inter. Ag a Ab

— Metodiky vyuzivajici efektoroveho ucinku Ab:
Metodiky s aktivaci komplementového systému komplexem
Ag — Ab, napr. komplement-fixaCni reakce (KFR)

Metodiky s inhibici biologickych ucinkt nekterych Ag, napr.
neutralizacCni test



Aglutinace x precipitace

*  Aglutinace
Ag + Ab — Ag-Ab
aglutinogen aglutinin aglutinat

makromolekularni
korpuskularni
nerozpustny

Protilatky namifené proti epitopum antigennich &astic vytvari mezi
korpuskulemi mustky, které vedou ke vzniku shlukd — aglutinatu.
jako Ag slouzi napft. téla bakterii

. Precipitace

Ag + Ab — Ag-Ab
precipitinogen precipitin precipitat
nizkomolekularni

nekorpuskularni

rozpustny

Reakce mezi solubilnim antigenem a protilatkou s naslednym vznikem
precipitatu (hydrofobni vazby — nerozpustny komplex).



Aglutinace

Prima
Ag jsou pfirozené soucasti povrch. struktur reagujicich Castic

Pr. hemaglutinace

Neprima
Zkoumany Ag navazujeme na povrch cCastice uméle

Pr. latex-fixaCni test — Ag nebo Ab navazany na latex. ¢astici, pokud
dojde k aglutinaci, dokazujeme pritomnost Ab nebo Ag



Prima aglutinace

Hemagglutination
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Prirozené protilatky

slouzi ke screeningu diagndzy agamaglobulinémie
tvofi se spontanné, bez zameérné imunizace
jsou polyreaktivni s nizkou aviditou
vétsSina patri do isotypu IgM (IgM také nejvice aglutinuje, je to pentamer)
normalni sérum zdravych jedincll obsahuje prirozené protilatky IgM, 1gG a IgA.
jejich fyziologicky vyznam se predpoklada:

— v Casnych stadiich infekcnich procesu

— pfi regulaci rozvoje autoimunitnich chorob
— téz pri odstranovani starnoucich, fyziologicky degradovanych molekul a bunék



Stanoveni titru prirozenych protilatek

prokazuji se aglutinaci s kralicimi erytrocyty, a toto stanoveni nam slouzi ke screeningu
diagndzy agamaglobulinémie.

ve vysSetfovaném séru je tfeba inaktivovat komplement (vodni lazen...56 °C...30 min.)

sérum kazdého pacienta se fyziologickym roztokem nasledné naredi dvojkovou fadou (1:2 —
1:256)

z promytych kralicich erytrocytt se pripravi 0,5 % suspenze (ery + fyziol. roztok), kterd se
prida do kazdé zkumavky (1:4 — 1:512)

vSechny zkumavky se nechaji inkubovat 2 h pri 37 °C v termostatu, a pak pres noc pri4 °Cv
lednicce

druhy den se okometricky odecita hemaglutinace po dikladném protrepani zkumavek

urcuje se titr protilatek, neboli nejvétsi zredéni séra,
pfi kterém je aglutinace erytrocytl jesté prokazatelna

oV

AR

)
\
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Neprima aglutinace

- k prukazu revmatoidniho faktoru

Revmatoidni faktor (RF)
je autoprotilatka
namirena proti Fc casti
IlgG molekuly



http://images.rheumatology.org/viewphoto.php?imageld=2862312&albumld=75690
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Revmatoidni faktor

Autoprotilatka proti Fc fragmentu molekuly IgG

Pritomen asi u 80% pacientu s revmatoidni
artritidou

Pozitivni je téz u asi 5-10% nemocnych s jinymi
systémovymi autoimunitnimi chorobami,
autoimunitni hepatitidy, endocarditis lenta

Muze byt pozitivni i u zdravych osob

Diagnosticky nejdulezitéjsi je RF ve tride IgM
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Precipitace

v tekutém prostredi

- vyuziva se efekt, ze pri reakci Ag-Ab vznika zakal —
precipitat, jehoz intenzita je pri konstantnim
mnozstvi pridané protilatky umeérna pridané
koncentraci vysetrovaného antigenu

- méreni intenzity zakalu — nefelometrie, turbidimetrie

- obé metodiky umoznuji kvantitativni stanoveni

obsahu proteinu ve vzorku odecétem z kalibracni
krivky



Nefelometrie a turbidimetrie

reakce zalozené na méreni mnozstvi imunitnich

komplexu vytvorenych interakci specifickych
protilatek s antigenem

koncentrace prislusného Ag je Umeéerna rychlosti

tvorby zakalu nebo

nustote zakalu

stanoveni sérovych
mereni probiha v te

nilkovin

kutém prostredi v mérici kyveté

(pufr, latka urychlujici reakci, Ag, Ab)

mnozstvi vytvorenych komplexu je p.u.konc. Ag



Nefelometrie

LA S &4

-hodi se pro nizSi koncentrace

viditelné svétlo

Turbidimetrie

- hodi se pro koncentrovanéjsi roztoky

viditelné svétlo

nefelometrie je 5-10x citlivéjsi
a nakladnéjsi nez turbidimetrie

00O

-
\

00

(

detektor je ve sméru
kolmém na vstupuijici
paprsek

meéri mnozstvi svétla
rozptyleného pri priichodu
paprsku

(mnozstvi svétla odrazeného od
vznikajicich komplexu)

detektor je v
ose paprsku

meéri mnozstvi
prochazejiciho svétla
(ubytek intenzity svétla,
které proslo roztokem v
kyveté)




Precipitace

v gelu
- agaréza, agar - Ag i Ab difunduji v prostredi gelu a
- umozhuji detekci v miste, kde konc. Ag i Ab
precipitaénich linii dosahnou optimilniho
(ekvimolarniho) poméru vznika
- je zaloZena na pasivni difuzi latek v precipitat

prostredi koncentracniho gradientu

Point of
equivalence
Antibody in Equivalence Antigen in
excess zone excess

Ky oo
g N /4\%556

The Binding =|»= AmOU nt of antlgen >

http://www.wikilite.com/wiki/index.php/File:Antigen_excess.jpg
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Radialni imunodifuze

e pomoci RID je mozno stanovit koncentrace mnohych
bilkovinnych soucasti séra

* metodika se drive pouzivala prfi méereni hladin celkového
IgG, IgA, 1gM, slozek komplementu nebo ruznych
proteint akutni faze - vétsina téchto vysetreni je vSak
v dnesni dobé automatizovana a provadi se na principu
nefelometrie

* v nasi laboratori metodou RID ale stale mérime
koncentrace C2, C5 slozek komplementu



Podle poctu difundujicich
reaktantu:

jednoducha radiadlni imunodifuze

koncetra¢ni gradient jednoho z reaktantu
(vétSinou Ag)

druhy reaktant (vétSinou Ab) - rovhomérné
rozptylen ve strukture gelu

vysledkem jsou ostre ohranicené krouzky
precipitatu

plocha prstence — linearni funkci konc.
vysSetrovaného Ag

podle konc. standardu — kalibr. kfivka

Single radial immunodiffusion

Ab-containing gel

precipitin ring

!
® &

standard graph

(diarl"'rr:gter)2

1 1 I
25 50 100
antigen concentration

© Elsevier. Male et al.: Immunology

- www.studentconsult.com




IDENTITY

Diffusing antibody

Anti-B

NONIDENTITY

Anti-A-AB/

Anti-B-AB —*

precipitate

e dvojita radialni imunodifuze
(podle Quchterlonyho)
- sledujeme antigenni pribuznost antigen
- gradient vytvari jak Ag, tak Ab a dochazi k
protismérné difuzi obou reaktantt
(radialné)
- v zone ekvivalence — precipitacni linie,
ktera ukazuje na pozitivitu reakce
- hodnoceni - kvalitativni
e Antigens with epitope A @ RS mopw B L Anti-A-A precipitate spur
ORON = e ()
s | ]| s N,

Anti-B ’ Anti-A

PARTIAL IDENTITY




Komplementfixacni reakce (KFR)

sérologickd metoda, ktera slouzi nejcastéji k prukazu pritomnosti
protilatek

metoda byla vypracovana v roce 1901 Bordetem a Genguem.

imunologicka metoda patrici mezi zakladni serologické metody, jez funguji
na principu reakce protilatky s antigenem, vyuziva schopnosti
komplementu vazat se na komplex antigenu s protilatkou

vyuziva se napt. k prikazu protilatek proti ptivodcim respiracnich infekci
a rady virovych onemocnéni ; zjisténi ochrannych protilatek po ockovani

|ze pouzit k identifikaci jak specifickych protilatek tak antigenu

reakce se hodnoti v nékolika redénich séra, jako vysledek se udava nejvyssi
redéni séra (titr), pri kterém jesté nedoslo k hemolyze

metoda jiZ na Ustupu a je ¢asto nahrazovana jinou technikou (napf. ELISA),
stale se pouziva v radé diagnostickych laboratorich napriklad k diagnostice
toxoplasmozy
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Kompetitivni

- kompetice znaceného a neznaceného ligandu o omezeny pocet vazebnych mist
protilatek

- neznaceny antigen blokuje vazbu zna¢eného antigenu, mnozstvi vzniklého
produktu je nepfimo um. konc. neznaceného ligandu v testovaném vzorku

- Cim vic se navaze znaceného ligandu, tim méné neznaceného

Nekompetitivni
- protilatka je v nadbytku, vSechen analyt je vyvazan
- na nhavazany analyt se poté vaze sekundarni protilatka znacena enzymem

- mnozstvi vzniklého produktu je pfimo um. konc. neznaceného ligandu v
testovaném vzorku

Homogenni
- neni potreba oddélovat Ab-Ag od volného Ag*

Heterogenni

- nutnost separace navazanych slozek reakce od volnych slozek reakce (detekcni
protilatka, konjugat)



http://virus.usal.es/web/demo_microali/enterotoxina/set.html

1. potazeni jamek antigenem

2. pridani vzorku séra
+ inkubace a promyti

3. pridani enzymem
znacenée protilatky
+ inkubace a promyti

4. prfidani substratu

5. odecdteni barevné reakce



Imunoblot

— pozitivni protilatky proti Ag1

—— pozitivni protilatky proti Ag2

— pozitivni protilatky proti Ag3

- —— pozitivni protilatky proti Ag4

« —— kontrolni prouzek
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