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Reakcia antigénu (Ag) s protilatkou (Ab) = imunokomplex:

1. Primarna —rychla, nepozorovatelna volnym okom
faza — tvorba imunokomplexov Ag + Ab
—vznik vazby jednotlivych epitopov s vazbovymi miestami protilatok

mnoZstvi antigenu

2. Sekundarna — pomala, pozorovatelna volnym okom
faza — uplatiuje sa multivalencia Ag a polyvalencia Ab
— vznik priestorového komplexu

Pokial nedochadza k sekundarnej faze reakcie, je nutné imunokomplexy vzniknuté v
primarnej faze vizualizovat — imunochemické metddy



Serologické metody

1. Klasické serologické metody
- Aglutinacia (priama / nepriama)
- Precipitacia (v kvapaline, v géle)

2. Imunochemické metddy s naslednou detekciou

- Imunofluroscencie (priama / nepriama)
- Imunoanalyza (EIA-ELISA, RIA, FIA, LIA)
- Imunoblot, imunodot

3. Metody zalozené na efektorovom ucinku protilatok (vyuzivané v
klinickej mikrobiologii)
- Komplement fixaCné reakcie
- Inhibi¢né a neutralizacné testy



Imunofluorescencie

Zdroj:
www.chemiaasvetlo.sk/teoria/
chemiluminiscenc ia/

e Luminiscencia

Jav, pri ktorom latka emituje ziarenie po absorpcii excitacného ziarenia
(Fotoluminiscencia) alebo pri chemickej reakcii (Chemiluminiscencia),...

Fluorescencia
emisia Ziarenia kratko po excitacii (10 az 10~ s)

Zdroj: www.infobiologia.net/2017/01/bioluminiscencia-animales-bacterias.html

Fotoluminiscencia

Fosforescencia
emisia Ziarenia trva dlhsiu dobu (102 s az dni)



Fluorescencia

|atka po absorpcii excitacného ziarenia uvolnuje emisné ziarenie o dlhsej vinovej
dizke (nizSej energii)
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Fluorescencny mikroskop

« Zdroj svetla — ortutova vybojka, LED dioda

* Excitacny filter — prepusta iba ¢ast spektra potrebnu pre
excitaciu fluorescencie a zabranuje priechodu ziarenia v
oblasti emisnej vinovej dlzky, ktora by vytvarala pozadie

e Emisny (bariérovy) filter — prepusta iba emisnu cast
spektra a zabranuje priechodu excitacného ziarenia
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Schéma fluorescencného mikroskopu
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Imunofluorescencia

»Priama IF
Sluzi k detekcii antigénov — vazba konjugatu priamo na antigén
Vyuzitie: histologia — preukazanie antigénu v tkanive
mikrobioldgia — rychla detekcia patogénov v biologickom materialu

»Nepriama IF

Pouziva sa k detekcii protilatok, vazba protilatok a konjugatu v 2 krokoch:

1. Na sklicko sa nanesie vySetrovany material (sérum), pokial su v nom
pritomné hladané protilatky, naviazu sa na antigénny substrat na sklicku

2. Nanesie sa konjugat, ktory sa viaze na protilatku prislusnej izotypovej triedy
(18G/IgA)
Vyuzite: dokaz specifickych protilatok, najcastejsie autoprotilatok



Imunofluorescencia

PRIAMA NEPRIAMA
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Imunofluorescencie

Antigénne substraty pouzivané pri nepriamej IF

»Bunky HEp2 (Human Epithelial) — detekcii ANA
- odvodené od linie Hela (karcinom délozniho Cipku)

- rychlo sa deliace bunky, v mitéze pozorovatelna chromatinova desticka —
dblezity znak pre odlisenie jednotlivych typov ANA

» Neutrofilné granulocyty — detekcia ANCA
» Crithidia luciliae — prvok, detekcia protilatok proti dsDNA

IIIII

» LKS (liver, kidney, stomach) — detekcia AMA, ASMA, GPC, RET, ...
- kombinacia 3 krysich tkaniv



FITC-labeled
anti-human
antibody

Konjugat

Protilatka s naviazanym fluorescencnym farbivom
(fluorochromom)

NajCastejsie pouzivany fluorochrom je FITC
(fluoresceinizothiokyanat)

Specific human
. v 7 . 7 7 ,v ’ anthOdy
excitacna/emisna vinova dlzka 495/520 nm (zelené svetlo)

Konjugat sa Specificky viaze len na imunoglobuliny urcite; T
izotypovej triedy (I1gG/IgA) — vyberom konjugdtu stanovime
protilatky len tejto triedy

Pre niektoré autoimunitné ochorenia ma klinicky vyznam

vyskyt autoprotilatok v urcitej izotypovej triede (napr.
celiakia — IgA)



ANA (Anti Nuclear Antibodies)

* Velka skupina protilatok
* Viazu sa na r6zne antigény v jadre (DNA, RNA, centroméry, ...)

* VVyskyt pri roznych autoimunitnych ochoreniach (systémovy lupus erytematodes,
Sjogrenov syndrom, reumatoidna artritida, ...)  sjogren's

?ndrome

t Dry mouth,
———increased
CMMG 2003 ?oofh deCOY

Fluorescencny obraz v mikroskope moze vyzerat rovnako alebo podobne u réznych
protilatok — ked' vidime urcity obraz, nevieme eSte o aku autoprotilatku ide (na aky
antigén sa viaze), k jej blizSiemu uréeniu mozu pomoct iné metddy (ELISA,
imunoblot)

Dry eyes,
damage to
eye surface
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ANA — typ granularny, zrnity wemscoew







ANA — typ centromerovy s o




V cytoplazme HEp2 buniek je mozné
pozorovat dalSie typy fluorescencie —
napr. mitochondrialny — AMA (anti-
mitochondrial antibodies) — vyskyt u
ochoreni primarna biliarna cirhoza

Zdroj: www.mayoclinic.org/diseases-
conditions/primary-biliary-cholangitis-pbc




ANCA (protilatky proti cytoplazme neutrofilov)

PANCA — perinuklearny — antigénom je MPO
(myeloperoxidaza)

Atypicka ANCA — rozne antigény (elastaza, lysozym,
katepsin)

Wegener's Granulomatosis

throughoutoralmucosa ~ ~/ -pseudotumours
................

- cavities

< perinuclear staining g ittes

Kidne;
rrrrrrrrrrrr

. cANCA — cytoplazmaticka — antigénom je PR3
yew (proteinaza 3) — typicka pre (Wegenerova)
granulomatozu s polyangiitidov
ozitivha = vdZzna diagndza = okamfZite hlasit



» <dsDNA in the kinetoplast
. positively stained

. p <Crithida luciliae

Prvok Crithidia luciliae — dSDNA neg/poz i e ssenstins

© AR Karim



EMA (protilatky proti
endomysiu)

* Na reze opicieho jicnu

 Agje TTG (tkanivova
transglutaminaza) — tiez ELISA

* VVyskyt u celiakie (hlavne IgA)




Substrat LKS

* Kombinacia 3 krysich tkaniv
- jatra (Liver)
- ledviny (Kidney)
- zaludok (Stomach)

* Pozorujeme protilatky:
- AMA (antimitochondrialne) — primarna biliarna cirhdza
- ASMA (proti hladkému svalu) — autoimunitné hepatitidy
- GPC (proti parietalnym bunkam zaludku) — prim. perniciézne anémie
- RET (proti retikulinu)



AMA (antimitochondrialne) = krySf Za UdOk, |EdViﬂy, Jétra




ASMA

(proti hladkému svalu

— krysi zald

)
dok




GPC

(proti parietalnym bunkam zaludku)

— krysi zalddok




RET (proti retikulinu) — krySi Za UdOk, |EdViny, Jétra




Imunofluorescencie

Zlaty standard

Na prvom mieste — kazdé imun. lab. by malo poskytovat stanovenie
autoprotilatok IF metdédou

Kombinacia s ELISA + Imuno-Blot

Interpretacia vysledkov:
- zalezi na type
- pozitivha/negativna alebo titer Ab
- autoimunitné protilatky sa > s vekom (!! Deti !!)



Imunofluorescencie

* Popis vzoriek + sklicka
* Pracovny list — zoznam pacientov - zapis vysledkov

* Prepis do systému



