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Imunitni system ve zdravi a nemoci

Hrazeno z projektu MUNI 3.2.1, realizovaném v ramci Narodniho programu obnovy
pro oblast vysokych Skol pro roky 2022-2024, reg. Cislo NPO_MUNI _MSMT-16606/2022.
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Imunologické metody
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Serologické metody - precipitace
Imunoprecipitacni kiivka (Ag — antigen, Ab — protilatka)
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Imunitni systém ve zdravi a nemoci

Vzrasta mn. precipitatu s s

pridavkem Ag, nestabilni IK

Nekompetitivni metody

 zakalové nefelometrie
turbidimetrie

* s markerem EIA

Mn. precipitatu nejvyssi, nejvyssi
stabilita IK
Precipitacni metody, okometricky

Tvori se malé komplexy IK, které
neprecipituji, nestabilni
Kompetitivni metody
 heterogenni RIA, ELISA...
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— Ag + Ab — Ag-Ab
— precipitinogen precipitin precipitat srazenina
— solubilni  /rozpustny/

— 1. zjisteni a stanoveni vyskytu Ab v séru pri inf. onemocnéni 2. identifikace
patogena ]
Koncentrace Ab se vyjadruje jako TITR SERA.

=> nejmensi zredeni Ab, které jesté reaguje s Ag

- hodnoceni :
kvalitativne — odecteni okem, pokud dostateCné mn. precipitatu (vice nez 0,1g/l), pfi
niz§im mn. - fyzikalné
e kvantitativné
a, zjisténim mnozstvi precipitatu
b, zjisSténim mnozstvi Ag v precipitatu Ci supernatantu

A

c, fyzikalné - zména optickych viastnosti vzorku — 2 fyzik.metody : ——
NEFELOMETRIE — TURBIDIMETRIE <
Nove - Ab, Ag znacCeneé - RIA,FIA,EIA a

. ke stanoveni Ag, Ab, H
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pr. Precipitacni imunochemické metody

Screeningové metody — jednoduché precipitaCni chromatograficke

testy - terénni kazetové testy pracujici na bazi chromatografie a v
oblasti ekvivalence

O L O L

S T C S T C

Negativni vysledek (Ag v testu, ne v moc¢i) Pozitivni vysledek (Ag v testu 1 v moci)

Za neptitomnosti nebo nedostatku drogy ve vzorku moce vytvori protilatka

imunokomplex (precipitat) se zna¢enou drogou vazanou v misté testu T. (S — vzorek,
C — kontrola)
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Imunodifuze

EEVIVALENTHI

Velikpst 4 oClab)=clagl ZONA
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o 4 - 1. nejdfive vznikaji rozpustné imunokomplexy (IK) — nedostatek A
- SpeCIfICka reakc e Ag S A b - p reC I p I taC e 2. po vyrovnani c(Ab) = c(Ag) vznikaji pevné IK — detekce sraienwiﬁy

...EKVIVALENTNI ZONA

/- AGAR ~ Smés pOIysaChal 3. pievaha Ag nad Ab ~ rozpad IK (Ag nara?i na IK — rozmyvini sraZenimy)

extrahovanych z Cervenych morskych ras

* — prirodni agar nutno precCistovat ~ frakcionaci vznikaji 2
slozky:.e agaroéza
- neobsahuje vedlejsi aniontoveé skupiny - pro difuzi vice vhodna
- Standardnéjsi slozeni nez agar a nizSi schopnost nespecifické
adsorpce
e agaropektin
-obsahuje aniontové skupiny — pro diftuzi nevhodny
-pouziva se v konc. 0,5-2%
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— priprava gelu:

— rozvareni agarozy v pufru na vodni lazni

— naneseni na sklenené destiCky — ztuhnuti ve vodorovné
poloze /pri teplote pod 42°C/

— vzajemna volna difaze Ab a Ag v gelu na zakladé
koncentracniho spadu az do mista stfetnuti ~ zde
vznikaji precipitacni liniesoblou¢ky—prstence—kruhy
[zaleZi na pouZitém mater/alu/

— vzniklé precipitaty

* okem - zakal

* barvenim — Coomassie blue, amidocern
* Sekundarnimi protilatkami

* Au, Ag, radioizotopy (FIA)

- vznik precipitatu je déj postupny!!!

——  precipitadni
linde

- ve spodni ¢asti zkumavky agarozovy gel s Ab,

prevrstveno roztokem s Ag - zalito parafinovym

olejem — zabrana odparovani

- ¢im je Ag koncentrované|si, tim dale od roztoku

s Ag vznikaji precipitacni linie  /odecitateln€jsil
e detekce poctu Ag paru
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Imunodifuze

O
kalibracni
- na sklenénou destiCku se nalije gel, ktery obsahuj # o K5
Ab — nemigruje
inkubace ve vihké komurce ve vodorovné poloze -
difize v8emi sméry (radialni) @ ©
po obarveni - modre precipitacni prstence vzorky
— Cim je vzorek koncentrovanejsSi — vétsi prumeér [= firziologic by
prStence roztolk
N _
vyneseni kalibracni krivky a odecet koncentrace
neznamého vzorku-
VYUZIiti.
e ke kvantitativnimu stanoveni Ag -gel s Ab
drive stanoveni * fyziologicky roztok —blank

koncentrace IgG, IgA, IgM, IgD, podtrid * vzorky 0 nezndmé

IgG, slozek komplementu a proteint akutni Eonceli‘trac' . raci
faze, nyni jen IgD, protoZze ma nizkou kalibracn) o
aviditu (pro nefelometrii se nehodi)
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Aglutinacni metody

— Ag + Ab — Ag-Ab

— aglutinogen aglutinin aglutinat

- princip : KORPUSKULARNI / Casticovy / Ag

— pri reakci dochazi ke shlukovani Ag a Ab na zaklade vytvareni
mustku - Ab mezi bunkami za vzniku shluku

— prima — pouziti bakterii, bunek

— neprima, pasivni — najejlch povrch je Ag uméle navazan

1. dostatek Ab 2. pritomnost Ab proti riiznym epitopum 3.
vzdalenost mezi ¢asticemi co nejvétsi 4. Ab funkéné
jednovazebné nevytvari aglutinaci (IgA, IgE)

2. —inkompletni Ab viz hemaglutinace X\Q
Q (h—
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AGLUTINACE BAKTERIALNICH TEL

KORPUSKULARNI SPECIFICKA

ANTIGEN PROTILATKA SOLUBILNI SPECIFICKA
ANTIGEN

— PROTILATKA
s
5 S - /_,' 4

VZNIKLY AGLUTINAT

PRECIPITACE

VZNIKLY PRECIPITAT

1
" (X _ﬁ o
+ analyle TS
| f \
2 N - \ )
{ ) )
\ J > d : ‘, Y .
\_ R [ - ’ ';..-' '\&"
b E 4 B
A

, . . ’ ’ f ) \ .
— rychlé kvalitativni stanoveni ., o2 Y # K

— Ag nebo Ab imobilizovan na latexovych kulickach ez =P a0 :

— Stanoveni Ab proti IgG — revmatoidni faktor Susponded latex partcles Artigen causes Gross-iniing

oaated with ansbody A aforoegaton

— Prukaz patogennich Antigenu (Helicobacter pylori, Adeno- a Rotavirus)
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Imunitni systém ve zdravi a nemoci

Aglutinace

vyuZziti : ke stanoveni Ag, Ab, H (viz
precipitacni metody)

. K ur€ovani izolovanych bakterialnich kmenu

. K prikazu Ab proti patogenum —Widalova
reakce — prukaz tyfu, paratyfu, Weil-Felixova
— skvrnitého tyfu, Ab proti Francisella
tularensis

. K Prukazu Treponema p., EBV —
mononukledza

. Nepfima - k prukazu auto Ab proti Stitné
zlaze, Ab proti autoAg —
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Ke zviditelneni aglutinacnich reakci pri pouziti inkompletnich Ab je mozno
pouzit &) aglutinaci v bilkovinném prostredi b) v prostredi s proteolytickymi
enzymy c) pouzitim antiglobulinového Coombsova séra - kraliCi ab proti
lidskym Ig

1. kvalitativne - odecteni okem

kvantitativneé : a, zjisStenim mnozstvi aglutinatu
b, zjistenim mnozstvi Ag v aglutinatu
nizka citlivost okolo 0,2-2mg Ab
Titr sera: nejvyssi zredeni, které jeste vyvola vznik aglutinatu

ke stanoveni Ag, Ab, H (viz precipitaCni metody)

1.K urCovani izolovanych bakterialnich kmenu
2.K prukazu Ab proti patogenum — — prukaz tyfu, paratyfu,

brucelam, listeriim — skvrnitého tyfu, Ab proti Francisella tularensis

3.Nepfima k prukazu auto Ab proti Stitné zlaze, Ab proti jinym autoAg , RF

rychlé kvalitativni stanoveni
Ag nebo Ab imobilizovan na latexovych kuliCkach
Stanoveni Ab proti IgG — revmatoidni faktor
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Hemaglutinace

— Ag + Ab — Ag-Ab

— hemaglutinogen  hemaglutin hemaglutinat

— - savCi krvinky (i Casti)

— - dochazi ke , Vivem komplementu Ci virové Castice pak dochazi k

ery mohou lyzovat (nizka Zivotnost) nebo se pfi skladovani shlukovat

- K zjistovani krevnich skupin a prukaz Ab proti krevnim
elementum, prukaz lues, — k prukazu
navazanych antierytrocytarnich Ab, reakce pacientovych ery s
Coombsovym antisérem, pfitomnost navazanych Ab se projevi
hemaglutinatem

- K prukazu cirkulujicich antierytrocytarnich
Ab
- 1. faze, pacinetovo sérum s ery od darce, navazani Ab pokud jsou

pritomny, vymyti, pfidani Coomsova séra, které zpusobi aglutinaci

— pfi 2 reakcich:

— % — hemaglutinacne inhibicni test

— * — komlement fixacni reakce _ ’
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HIT

— Patri takée mezi metody serologicke, zalozené na inhibici
biologickych ucinku antigenu

— Vychazime ze skutecnosti, ze viry (nékteré bakterie atd)
maji schopnost se spontanne absorbovat na Cervene 563
krvinky (rozpustny Ag). Ery pak aglutinuji — shlukuji se jen &
v pritomnosti specifické Ab (Ab + Ag - Ery aglutinace
c.krvinek) , tj stav, kdy odpovida protilatka Ag a tedy se
po pridani obalenych ERY Antigenem se Ag vyvaze
protilatkou a vznikne HEMAGLUTINAT

Ab + Ag - Ery — hemaglutinat, H

&)
e neodpovida-li protilatka virovemu Ag, nedojde k hemaglutinaci v
situaci, kdy pridame stejny Ag do reakce

— Ab+Ag - Ery — hemaglutinat + stejny Ag — Ag+ Ab, Ag
- Ery -

— Metodou inhibice pasivni hemaglutinace Ize dokazat velmi malé mn.
rozpustného Ag nebo H (metoda je velmi citliva)

pro vyhodnoceni mizeme pouZit i optické metody

Financovano , 2 - NE
ftni syste i i NARODNi S
Imunitni systém ve zdravi a nemoci - Evropskou nls > f 4
NextGe ationEU \ PLAN OBNOVY

W =
QD QY e
—



Komplementové metody

metody vyuzivajici faktu aktivace komplementového systému komplexem — antigen-protilatka,

Komplement fixacni reakce

Ab, Ag, C, ERY, hemolyzin
e Ab- vysetrované serum
- chceme v ném prokazat protilatku /| komplement v séru je
tepelné inaktivovan /
e znamy specificky Ag
- Jsou-li v séru Ab, vytvori se imunokomplex IK

e KOMPLEMENT - zdrojem nejCastéji serum morcCete (vaze
se na IK a aktivuje protilatku)

komplex Ag /berani ERY/ a
protilatky ~EMBOCEPTORuU /hemolyzinu/, ziskaného
Imunizaci kraliCiho séra beranimi erytrocyty
—aby doslo k hemolyze je nutna spoluucast
KOMPLEMENTU a inkubace 30 minut pri 30 °C
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KFR

prubéh reakce:

* POZITIVNI ~ ve vySetrovanéem seru je Ab

protilatka v séru vytvori komplex s Ag — na néj se navaze
komplement. Po pfidani hemolytického systému nezbyva
jiz komplement do 2. ¢asti reakce

—> ;

* NEGATIVNI ~ ve vySetfovanem séru neni Ab

- v 1. fazi reakce se nevytvori IK — komplement se
nevyvaze a zbyva do 2. faze reakce, kdy aktivuje
hemolyzin

—> :

- velmi zalezi na mnozstvi komplementu — kazdy vzorek
se musi titrovat, aby bylo mnozstvi komplementu
konstantni

e diagnostika prijice /syfilis/, bruceozy, pasteurely
e ve virologii prukaz protilatek témer vsech virovych nakaz
e typizace neznamych Ag nove izolovanych vira
e prukaz protiorganovych Ab

Financovano - l = - NE
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VySetreni komplementovéeho systému
a) Stanovuiji se hladiny jednotlivych slozek K v séru —
za pomoci antiser, vétsinou proti C3, C4, C1q
0) Celkova aktivita komplementové kaskady-se provadi testem —
(50% hemolyza zpusobena komplementem), stupen hemolyzy zavisi
na mnozstvi pridaného K, neprfima umera, hemolyza -
spektrofotometrie
K detekci poruch nedostateéného mn. nebo defektu slozek K

systému

Principy metodik
1. Vyuzivajici fyz — chem vlastnosti — CIK- nejvétsi makromolekuly

séra mohou byt preciptovany pomoci PEG (polyetylénglykol).
Precipitat je umerny mn. cirkulujicich CIK

Financovano = - NE
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— 2. CIK na sebe vazi C1 — C3 slozky K. V prvni fazi se odstrani
nenavazany C1q. V druhé fazi se stanovi koncentrace C1q,
jez odrazi i hladinu CIK (totéz pro C3,C4)

— 3. prukaz vazbou na bunky, které exprimuji receptor pro Fc
gragment IgG. Lze vyuzit trombocyty

— Pro monitoring jakychkoliv zanétlivych procesu. Pro
IK deponovanych v tkanich. To se provadi po

vzorku z tkané (kuze, svaly, ledviny) pomoci pfimé
fluorescence se prokazuje ulozeni IgG

Fi a < :
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ELEKTROFOREZA

Metody imunoelektroforezy

- ar
katoda anoda

jamka pro sérum pacienta

ELEKTROFORETOGRAM

I l ‘ I I l Elfo sérovych proteinu
; Pri bézné elfo se sérum déli na zénu

ulind. Stanoveni
zastoupeni jednotlivych frakci muze mit
e ol vyznam pri hodnoceni stadia zanetlivéeho

DENZITOMETRIE
-2

o
)
5
R
[ ]
K

h
y

| AN B procesu. Pri akutnich zanétech stoupa
PSR | zastoupeni albuminti a a — 1, pozdéjii a — 2
8& SR globulint, pfi chronickych zanétech dochazi ke
zvyseni zastoupeni y globulint a poklesu
s Lo albuminu

=
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Imunoelektroforeza podle WILLIAMSE a GRABARA:

1953 Williams a Grabar

2 stupné: 1. naliti desticky ( agarozni gel s pufrem )
vytvoreni 2 zlabku a naneseni Ag mezi né

« po rozdéleni elektroforézou se do zlabku 2. napipetuji
protilatky

* Inkubace 48 hodin v lednici — dochazi k DIFUZI
« — v miste ekvivalence se vytvari PRECIPITACNI
obloucky
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Raketova elfo

* Laurell 1966
 kombinace jednoduché radialni imunodifuze s n
elektroforézou

* - monospecificka Ab + jeden Ag /¢i smés Ag/ i

+
N AT L AT uziva se pro zjistovani koncentrace Ag —
0,°8°, ,% 0,°3° .,V . - r v r aw “
Ab e ai % o TP PN A koncentrace je primo umeérna vysce ,raketky
e T m *fe> U m
X At A2 ] —
AT S R R
Voo N e o) Ve la N
3 R .
| - Ab v gelu
Ag
Financovano l < < N/
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Imunofixace

Rozdéleni rGznych proteint na Hodnoceni
zakladé jejich pohyblivosti v el. poli a)Okometrlcky
R b)denzitometrick
modifikacni metodou
Elfo vySetrovaného séra
na agarozu se polozi
plastikované maska s vyrezy,
naplni se s antiséry (

),

pak porovnani s precip. reakce s
normalnim sérem, —
testovana séra pacient(

Imunitni systém ve zdravi a nemoci



Metody separace bunek

Pouzivaji se tzv. selekCni protilatky, které A ”‘ ‘ B *,4" %

jsou pevné navazany na magnetické ».’- - ‘Y TRC Pt
astice. 1 il '
Pouziva se v pozitivnim nebo negativnhim &

Pouzis se = o] 2] —
Pozitivni separace spocCiva ve vybéru ' ' 1

bunek podle pritomnosti urCiteho znaku o ! X

, nezachycené bunk
(povrchové molekuly) O ’ ’ '
Negativni spociva v odstranéni vsech,

které specificky znak nenesou. pozitivni negativni

D =
QD I e
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Gradientova separace

Metoda zalozena na rozdilné hustoté bunek.
Navrstveni heparinizované krve na separacni gradient (napf. dextran, Ficoll, Histopaque). Po
nasledné centrifugaci dojde k typickému rozdéleni bunek

Plasma + trombocyty

Monocyty + lymfocyty

Plasma plus tromb.
Hledana vrstva mono
plus lymfocyty

Histopaque :
- histopaque

Granulocyty + erytrocyty ery plus granulocyty

Imunitni systém ve zdravi a nemoci NextGenerationEU



Zjistovani poctu leukocytu, krevni diferencial

Pro stanoveni koncentrace €astic v 1 ml suspenze se pouziva vypocet:

o a-1000
n-v
X... koncentrace bunék v 1 ml suspenze
a... stanoveny pocet bunék
n... pocet opakovani (podet spoéitanych &tvercl)
V... objem poéitaného utvaru

Pocitaci sit Burkerovy komurky

PocCet pred separaci v plné krvi — leukocyty
Zjisténa hodnota se musi jeSte prepocitat pro lymfocyty

Imunitni systém ve zdravi a nemoci
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Rozméry Plocha | Hloubka Objem

Velky étverec | 1x1mm 1 mm”’ 0,1 mm 0,1 mm”

Ctverec A 02x02mm | 0,04mm? | 0,1mm | 0,004 mm?

Obdélnik B 005x0,2 | 0,00mm* | 0,1mm | 0,001 mm’
mim

Ctverec C 0,05 x 0,05 0,0025 | 0,1 mm [0,00025 mm"’
mm mm2

Velikost utvaru v pocitaci situ

il
[ ]
-l
L
L ]
[
L

Pravidlo pro pocitani ¢astic v pocitaci

komurce. Do celkového poctu ¢astic se
zapocitavaji pouze ty, které lezi nebo
se dotykaji dvou zvolenych stran, v tomto
pripadé horni a leva (oznaCeny Cerné).
Céastice dotykajici se pravé a spodni strany
nezapocitavame (oznaCeny Sedé).
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Metody fagocytozy

—zjiSteni : = nedostatecnosti Ci poruch jednotlivych fazi
fagocytozy

—* aktivity fagocytu u pacientu s opakovanymi infekcemi,
opakovanou lecbou antibiotiky, nadorovym onemocnenim,
artritidou Ci revmatoidnimi onemocnenimi, pri zatezovych situacich
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Testy na metabolickou aktivitu LEU, NBT test

kultivace

LEU + CHIS + N FORMAZAN
zymozan barevny — modry
NBT nitroblue
tetrazolium chlorid
Imunitni systém ve zdravi a nemoci Financoning = , NARODNI ‘
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CHEMILUMINISCENCNI test

pro kvantitativni hodnoceni oxidativniho vzplanuti

kultivace

LEU + CHTS CHEMILUMINATOR  luminometr
plus
luminol o, el NADPH o racikél, anfor

DalSimi reakcemi vznik kyslikovych radikald

CHEMOTAKTICKY STIMUL

vnitrni — produkty vlastnich BB — komplement, imunokomplex, IL,
prostaglandiny

vne|si — produkty ze stén mikrobu — lipopolysacharid, GLP, manan

Vznikaji elektronové excitované stavy, které emituji fotony. Emitované
fotony zachycovany tzv. luminoforem (luminol, izoluminol nebo
lucigenin), spontanni a aktivovana CL (pomoci zymozanu), luminometr

Fi . 2 = ,
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Metody stanoveni protilatek
metody souhrnne
— Stanoveni protilatek - zakladni imunologicka vysSetreni.
— stanoveni kvantitativni, kvalitativni a stanoveni specifickych protilatek
— Metody: Imunodifuze - radialni ID
Aglutinace
RIA? FIA, EIA — ELISA
Western blot
Nefelometrie, turbidimetrie
Fyziologické hodnoty mnozstvi protilatek v séru u Clovéka:
lgG 8 —-18 g/l; IgA 0,9 - 3,5 g/l; IgM 0,9 — 2,5 g/I; IgD 0,1 g/I; IgE 0,0003 g/l
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Stanoveni protilatek

_ SEROLOGICKE METODY - v8echna stanoveni protilatek v krevnim séru, viz
prezentace

— Priklady sérologickych reakci a zpusobu vizualizace

— Aglutinace vizualné hodnotitelny aglutinat

— Precipitace vizualné hodnotitelny precipitat nefelometricke, resp, turbidimetricke
hodnoceni

— Komplement fixacni reakce hemolyza erytrocytu

— Imunoelektroforéza precipitat antigent nebo protilatek rozdéleny v elektrickém pol

=
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Imunitni systém ve zdravi a nemoci

Financovano
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NextGenerationEU

e
e

.. NARODNI
' PLAN OBNOVY VRSTERSTYD BrouaT

Charakteristika
vlastnosti trid a
podtrid Ig

wm =
X —

—_ =



pres
placentu pasivné IgG do
prorodu, v pozdnich fazich
téhotenstvi tvorba viastnich IgM,
IgA pasivné v kolostru a mléku,
ostatni Ci zvysené hladiny znacCi
intrauterinni infekce

Imunitni systém ve zdravi a nemoci

Financovano

NextGenerationEU

ontogeneticka dynamika protilitkové odpovédi

mnoiZstvi protilatek bamodia
(afinita protildtek) hladiny
A

o

porod 1 rok roki 15 roki
T MUNT
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Dynamika primarni a sekundarni protilatkové odpovédi

Tvorba Ab ve tride
IgM, potom dalsi tridy a
podtfidy (IgG, IgA..)

Postupné zvysovani
afinity Ab podle procesu
somatické mutace

rychlejsi a
intenzivnéjsi tvorba
trid IgG, IgA, nizsSi
tvorba IgM

Vyssi afinita a
mnozstvi Ab expanzi
pameét'ovych bunék,
které jiz prodélaly
proces somatické
mutace

Imunitni systém ve zdravi a nemoci

dynamika primarni a sekundarni
protilatkové odpovédi

mnoistvi protilatek
(afinita protilatek)

Al

sekundarni

primarni

|
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| 3 I1eG
sekun}ia'rm’
odnét Y ‘
o U IgA
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Dulezité pojmy z oblasti sérologie jsou:

— sérokonverze — zvyseni hladiny specifickych protilatek, tento pojem zahrnuje
dynamiku tvorby protilatek

— seropozitivita,

— séronegativita — pritomnost, resp. nepritomnost specifickych protilatek v séru

— sérorezistence — stav, kdy pfi [éCbé zustava séropozitivita bez klinickych
pfiznaku sérorecidiva — znovuobjeveni pozitivity séra po prechodném vymizeni
specifickych protilatek

— sérotyp (sérovar) skupina puvodcu onemocnéni (obvykle podmnozinu
bakterialniho druhu), ktera se od jinych zastupcu téhoz bakterialninho druhu da
odlisit prave na zaklade seérologicke reakce. Vykazuje tedy urcCitou antigenni
specifitu v ramci druhu.
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Dalsi spec. stanoveni

— Stanoveni IgE

— Stanoveni monoklonalni (patologické) komponenty: pri podezreni na
monoklonalni gamapatie se stanovuje mnozstvi mono-, bi- nebo
oligoklonalnich protilatek, které jsou produkty jednoho nebo nekolika malo
patologicky zmnozenych klonu B lymfocytu (imunofixace).

— Stanoveni kryoglobulint (napf. hematologické malignity, revmatoidni
artritida, vaskulitidy, chronické zanétlive stavy, vileklé infekce apod.).
Stanoveni za prisnych teplotnich podminek 37°C (jinak precipitace)

Financovano
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Zakalove reakce
metoda probihajici v roztoku

Princip: pfi reakci Ag a Ab vznika zakal-precipitat, jehoz intenzita je pri
konstantnim mnozstvim mn. Ab umérna koncentraci vysSetrovaného Ag

*NEFELOMETRIE - rozptyl monochrom. zdrg R prodfed srozptiienymi f--- pmfﬁtéigc}{;m
svétla mé&feného pod Uhlem, méfi se — B
) _ ) | . o i TURBIDIM ETRIE
Intenzita zablesku svetla odrazeného od IK Y
(Tyndal. efekt), vybojka nebo laser odrageného | NEFEL OMET RIE

Zareni

TURBIDIMETRIE — ubytek monochrom.
svétla o 320nm pfi pruchodu vzorkem v
kyvete mereneho ve stejné rovine

Vyhoda: moznost automatizace, rychlost
provedeni, presnost, ale vyssi cena, dioda,
mene presna
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Imunofixace

Rozdéleni ruznych proteinu na zakladé jejich pohyblivosti v el. poli modifikaéni metodou

1. stupen: Elfo vySetfovaného séra

2. Stupen: na agardzu se polozi plastikované maska s vyrezy, naplni se s antiséry (antilgG,
IgA, IgM, anti kappa, anti lambda), pak porovnani s precip. reakce s normalnim sérem ,TSP —
testovana séra pacientu

Hodnoceni
a)okometricky
b)denzitometricky
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Metoda ELISA
Sendvicova ELISA pro protilatky

Neboli neprfima ELISA na detekci Ab — slouZi na dlikaz neboli titraci Ab
specifickych pro urcity Ag. Pouziti: na titraci Ab tridy IgG + IgM.

Inkubace Inkubace
promyti
Pfidani S
Prida se
Antigen se  Zredené Inkubace, PFida se v
v Sérum. ve promyti — Prida se
?ar\]’ azef 2 terém se pritom dochazi ~ SN#Ymem enzymovy
JUhou tazl a ma urdit k navazani na ancegg , substrat a zmeri
promyje. v t imobilizované sexundarni se intenzita
pritomnos Ab, promyti 2
Ab Ag barevné reakce. I\/I U I\I I
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Dalsi metody k doplneéni.

Metody tvorby monokl. Ab, FIA, RIA, EIA, pouzivané v alergologii
apod
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