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Luminiscence

jev, pri kterém latka emituje zareni po absorpci excitacniho zareni
(fotoluminiscence) nebo pri chemické reakci (chemiluminiscence)

fluorescence

/ emise zareni kratce po excitaci (10 az 10 s)
Fotoluminiscence

AN

fosforescence

emise zareni trva delsi dobu (102 s az dny)
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Fluorescence

|atka po absorpci excitacniho zareni uvolnuje emisni zareni o delsi
vinové délce (nizsi energii)
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Fluorescenéni mikroskop

Zdroj svétla — rtutova vybojka, LED dioda

Excitacni filtr - propousti pouze Cast spektra potfebnou pro excitaci
fluorescence a zabranuje prtchodu zareni v oblasti emisni vinové
délky, které by vytvarelo pozadi

Emisni (bariérovy) filtr - propousti pouze emisni ¢ast spektra a
zabranuje pruchodu excitacniho zareni
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Schéma fluorescencniho mikroskopu
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Konjugat

- protilatka s navazanych fluorescencnim
barvivem (fluorochromem)

- nejCasteji pouzivany flourochrom je FITC
(fluoresceinizothiokyanat) -
excitacni/emisni vinova délka 495/520 nm
(emituje zelené svétlo)

- konjugat se specificky vaze jen na
imunoglobuliny urcité izotypové tridy
(1gG / IgM / IgA) — vybérem konjugatu
stanovime protilatky jen této tridy

- pro neéktera autoimunitni onemocnéni
ma klinicky vyznam vyskyt autoprotilatek
v urcité izotypove tride (pr. celiakie - IgA)

FITC-labeled
anti-human
antibody

Specific human
antibody

Cell with antigen
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Pfima IF
slouzi k detekci antigenu - vazba konjugatu primo na antigen

Vyuziti: histologie — prukaz antigenu ve tkanich
mikrobiologie — rychla detekce patogenu v biologickém materidlu

Neprima IF
pouziva se k detekci protilatek, vazba protilatek a konjugatu ve 2 krocich:

1. na sklicko se nanese vysSetrovany material (sérum), pokud jsou v ném
pritomny hledané protilatky, navazou se na antigenni substrat na sklicku

2. nanese se konjugat, ktery se vaze na protilatku prislusné izotypové
tridy (IgG/IgM/IgA)

Vyuziti: prukaz specifickych protilatek, nejéastéji autoprotilatek
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Antigenni substraty pouzivané pri neprimé IF

Bunky HEp2 (Human Epithelial) — k detekci ANA
- odvozeny od linie Hela (karcinom délozniho Cipku)

- rychle se délici bunky, v mitéze pozorovatelna chromatinova
desticka - dulezity znak pro odliseni jednotlivych typl ANA

Neutrofilni granulocyty — k detekci ANCA
Crithidia luciliae — prvok,
detekce protilatek proti dsDNA
Opici jicen — detekce EMA

LKS (liver, kidney, stomach)

— kombinace 3 potkanich tkani
k detekci AMA, ASMA, GPC, RET...
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ANA (anti-nuclear antibodies)
- velka skupina autoprotilatek
- vazou se na ruzné antigeny v jadre (DNA, RNA, centromery...)

- vyskyt pri riznych autoimunitnich onemocnénich (systémovy
lupus erytematodes, Sjongrentv syndrom, revmatoidni artritida...)

- flourescencni obraz v mikroskopu muze vypadat stejné nebo
podobné u rlznych autoprotilatek — kdyz vidime urcity obraz,
nevime jesté o jakou autoprotilatku jde (na jaky antigen se vaze), k
jejimu blizSimu uréeni mohou pomoci jiné metody (ELISA,
imunoblot)
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ANA - typ homogenni
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ANA - typ granularni (zrnity)
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ANA - typ nukleolarni (jadérkovy)
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ANA - typ centromerovy




IMUNOFLUORESCENCE

V cytoplazmé HEp2 bunék je mozné pozorovat dalsi typy
fluorescence — napr. mitochondrialni — AMA (anti-mitochondrial
antibodies) — vyskyt u onemocnéni primarni biliarni cirhdza
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ANCA (protilatky proti cytoplazmé neutrofild)
- pPANCA — perinuklearni - antigenem je MPO (myeloperoxidaza)

- cANCA — cytoplazmaticka - antigenem je PR3 (proteinaza 3) — typicka

pro onemocnéni (Wegenerova) granulomatdza s polyangiitidou
-atypickd ANCA - rizné antigeny (elastdza, lysozym, katepsin...)

< perinuclear staining

PANCA cANCA
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Prvok Crithidia luciliae - dsDNA

» <dsDNA in the kinetoplast
positively stained

p <Crithida luciliae

© AR Karim
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EMA (protilatky proti endomysiu) — na rezu opiciho jicnu
antigenem je TTG (tkanova transglutaminaza) — také ELISA detekce
- vyskyt téchto
protilatek u celiakie
(hlavné ve tridé I1gA)
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Substrat LKS — kombinace 3 potkanich tkani:
- jatra (liver)

- ledviny (kidney)

- zaludek (stomach)

Lze pozorovat protilatky:

- AMA (antimitochondrialni) — primarni biliarni cirhdza

- ASMA (proti hladkému svalu) — autoimunitni hepatitidy

- GPC (proti parietalnim bunkam zaludku) — prim. pernicidzni anémie
- RET (proti retikulinu)

aj.
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AMA - potkani zaludek, ledviny, jatra
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ASMA - potkani zaludek
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GPC - potkani zaludek
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RET — potkani zaludek, ledviny, jatra




