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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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Schéma fluorescencniho mikroskopu
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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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prima
Imunofluorescence (IF) \
neprima
Prima IF
detekce antigenu, vazba konjugatu pfimo na antigen
Neprima IF
detekce protilatek, probiha ve 2 krocich:

1. protilatky z testovaného séra se navazou na antigenni substrat

2. na tyto protilatky se potom vaze konjugat (specificky k lidskym
imunoglobulinim - 1gG/IgM/IgA)
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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)

- u neprimé IF — konjugat specificky k
lidskym imunoglobulinim ve tfidach 1gG /
lgM / IgA

- pro nektera 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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Vyuziti priméeé IF
- prukaz antigenu v tkdnovych rezech nebo dalsSich biologickych
vzorcich

-rychly prikaz patogent ve sputu nebo bronchoalveolarni lavazi

Vyuziti neprimé IF

-prukaz specifickych protilatek, nej¢astéji autoprotilatek
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Autoprotilatky detekované neprimou IF

1. organove nespecifické

- antinuklearni (ANA)

- antimitochondridlni (AMA)

- antiendomysialni (EMA)

- proti cytoplazmé neutrofild (ANCA)

- proti retikulinu (RET)

- proti hladkému svalu (ASMA)

2. organove specifické

- proti parietalnim burikdm Zaludku (GPC)
- proti bazalni membrané glomerull (GBM)
atd.
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Antigenni substraty pouzivané pri neprimé IF

HEp2 (Human Epithelial)
- jadro (ANA), cytoplazma (AMA, cytoskelet...)
- odvozeny od linie Hela (karcinom délozniho Cipku)

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

Neutrofilni granulocyty — ANCA
Crithidia luciliae — prvok,
detekce protilatek proti dsDNA
LKS (liver, kidney, stomach)

— kombinace 3 potkanich tkani

k detekci AMA, ASMA, GPC, RET...
Rez opiéiho jicnu — EMA
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ANA (autoprotilatky proti jadernym antigenim) - HEp2 bunky
typy fluorescence (antigen):

-homogenni (dsDNA, histony, nukleozémy a jiné DNA-vazebné
proteiny)

- nukledrni membrana (laminy, proteiny jadernych poru)
- granuldrni=zrnity=skvrnity (SS-A, SS-B, Sm/RNP...)

- jadérkovy=nukleolarni (Scl-70 = DNA-topoizomeraza |)
- centromerovy (centromera)

- ojedinélé tecky (coilin p-80)

- Cetné tecky (glykoprotein Sp 100)

- PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen = Cyclin |)

Antigeny v cytoplazmeé HEp2 — mitochondrie, cytoskelet (aktin,
vimentin...), Jo-1 (hystidyl-tRNA syntetaza), lysozomy, peroxizomy,
Golgiho komplex, endoplazmatické retikulum, mitoticky aparat
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ANCA (autoprotilatky proti cytoplazmé neutrofild), typy:
-perinuklearni (pANCA), antigenem je MPO (myeloperoxidaza)
-cytoplazmaticka (cANCA), antigenem je PR3 (proteinaza 3)
-atypickd ANCA, rGizné antigeny (elastaza, lysozym, katepsin...)

LKS (kombinace 3 poktanich tkani — liver, kidney, stomach)

typy:
- AMA (antimitochondrialni) — rizné typy (Casty je AMA M2 —
antigen pyruvat dehydrogenaza)

- ASMA (proti hladkému svalu) — antigen aktin
- GPC, RET aj.

EMA — autoprotilatky proti endomysiu (kde se nachazi cilovy
autoantigen TTG — tkanova transglutaminaza) ve tride IgA
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HEp2 - ANA - typ homogenni
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HEp2 - ANA - typ granularni
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HEp2 - ANA - typ nukleolarni
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HEp2 - ANA - typ centromerovy
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HEp2 - ANA - typ nuklearni membrana
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HEp2 - cytoplazma - typ AMA
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Neutrofilni granulocyty - pANCA

» _unstained eosinophil
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Neutrofilni granulocty - cCANCA

. T < granular staining in the cytoplasm
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Prvok Crithidia luciliae - dsDNA

» <dsDNA in the kinetoplast
positively stained

p <Crithida luciliae
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Potkani zaludek — GPC
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Potkani zaludek — ASMA
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AMA - potkani zaludek, ledviny, jatra
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RET — potkani zaludek, ledviny, jatra




