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Imunitni system

» Jeden ze zakladnich homeostatickych
mechanismu organismu.

» Jeho funkci je udrzeni integrity organismu
rozpoznanim cizorodého /skodlivého pro
vlastni organismus.

* Imunitni systém ma schopnost
rozpoznane cizorode/nebezpecne latky
eliminovat.



Imunitni system

* Reaguje s cizorodymi/nebezpecnymi
substancemi z vnejsiho prostredi
(zejmeéna antimikrobialni ochrana).

» Ugastni se odstrafiovani starych
a poskozenych bunek viastniho tela.
 Napada nadorové a viry infikované bunky
vlastniho tela.



Antigen

» Latka rozpoznana imunitnim systémem
vyvolavajici imunitni reakci — imunogennost
(imunogen)

* Produkty imunitni reakce (protilatky, T-
lymfocyty) maji schopnost s antigenem
specificky reagovat.



Podminky imunogenicity

 Cizorodost

» DostateCcna molekulova hmotnost (> 6 kDa)

 Komplexni struktura



Antigen — zakladni slozeni

* NosiCska cast molekuly

» Antigenni determinanty (epitopy)
(cca 5-7 aminokyselin!)
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Vztah antigenu a epitopu, nosiCska

L
b k
[ o .
-
..J. 1 - & 3
-
' .
r s v '.
. -
%' ! ¥ -
- . . -
y ! L - .
. . | g
w =
4 % "
A . e ™
. . .
3 . b
s ' \ X ¥ |
. ¥
L



Vztah antigenu a epitopu

Antibody A

Antigenic determinants
4 on antigen

» Antigens:
components

Binding sites of cell wall

Copyright € 2004 Paarson Education, Inc., puiblishing as Banjamin Gummings.



Chemickeé slozeni antigenu

Proteiny — obvykle vyborné imunogeny.
Polysacharidy- jsou dobrymi imunogeny
zejmeéna jako soucast glykoproteinu.
Nukleove kyseliny- spatna imunogenicita,
vazana zejména na komplexy nukleovych
kyselin a proteinu.

Tuky — velmi zridka se uplatnuji jako

LI A A |




Hapten

* Nizkomolekularni latky ktere vyvolavaji
iImunitni reakci po vazbe na jiné
vysokomolekularni latky.

* Maji schopnost s produkty imunitni reakce
reagovat.

* Typickymi hapteny jsou nekteré kovy,
vyvolavaji V. (bunecny) typ precitlivelosti,
nebo léky zpusobuijici . (atopicky) typ
precitlivelosti.



Imunogenicita haptenu
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Ny

ZKrizena reaktiva antigenu

Produkty imunitni reakce mohou nekdy
reagovat se substancemi odlisSnymi nez
byly spoustece vlastni reakce.

Imunologicka ,podobnost” nemusi
vyjadrovat ,podobnost” chemickou.
Stupen zkrizené reaktivity muze byt rizny.
ZKrizena reaktivita se uplatnuje pri
patogenezi nekterych autoimunitnich
chorob (napr. revmaticka horecka).



Ny

Zkrizena reaktivita antigenu
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Vztahy imunitniho systemu
K nervové soustave

* Ovlivnéni nervoveho systému — napriklad
viiv IL-1, IL-6, TNF-a na hypotalamicka

termoregulacni centra.

* Ovlivnéni funkci imunitniho systému
nervovou soustavou: inervace lymfatickych
tkani, receptory neurohormonu na bunkach
imunitniho systému. Je mozn¢ vypéestovat
podminén¢ reflexni reakce.



Vztahy imunitniho systemu
kK endokrinni soustaveée

* Na bunkach imunitniho systemu jsou
receptory pro radu hormonu. Nejvyraznéji
imunitni system ovliviuji glukokortikoidy.

* Bunky imunitniho systemu produkuji radu
endokrinné aktivnich pusobku (endorfiny,
TSH...). Nekteré cytokiny primo nebo
neprimo pusobi na endokrinni system.



Imunitni system cloveka

SYSTEM VROZENE IMUNITY

SYSTEM ADAPTIVNI IMUNITY



Imunitni mechanismy
zajist’'ujici vrozenou a adaptivni
imunitu

tvori funkcni celek

jsou integrovany,
doplnuji se a jsou na sobeé zavislé



Vrozena (nespecificka) imunita

« Stale pripravena rozpoznat eliminovat
mikroby. Nerozpoznava nemikrobialni
antigeny.

» Vetsinou eliminuje mikroby drive nez se
rozvinou mechanismy specifické imunity.

* Receptory jsou primo geneticky
determinovany, nejsou produkty
rekombinace genu.



Vrozena (prirozena, nespecificka) imunita

Pretrvava ve fylogenéze

Poznavaci receptory jsou fixovany v genomu
Dokonale odlisuje vlastni od ciziho

Reakce na cizorody material je bezprostredni
Nevznika pamet

Propojeni s adaptivni imunitou

Prvni linie obrany proti patogenum

Ugast v normalnich fyziologickych procesech



IMUNITA VROZENA A ZISKANA

Vlastnost Imunita vrozena Imunita ziskana

Specifiénost struktury spole¢né pro rizna agens strukturaini detaily antigen(
(molekularni znaky patogenu — ,PAMP* — (antigenni determinanty, epitopy)
dsRNA, CpG, LPS, manany, glykany, fosforylcholin...)

Receptory zakdédované v genomu bunék vytvareji se béhem vyvoje
zarodecne linie, somatickymi rekombinacemi,
neni nutné prfeskupovani gent preskupovani gent nutné

Distribuce neklonalni: klonalni:

receptor( vSechny buriky dané skupiny klony bunék odlisneé specifi€nosti

Odliseni vlastniho
od cizorodého

Nastup reakce

Pamét’

jsou identicke

perfektni
vyselektovano v evoluci

bezprostredni
(0-4-96 hod)

nevznika

maji odliSné receptory

ano, ale neni perfektni
(autoimunizace)

s latenci
(> 96 hod)

vznika



Vyznam vrozeneé imunity

... Za preziti obratlovcd pri infekcich jsou prevazné - tj.
vice nez z 90% - odpovedny vrozeng, elementarni,
mechanismy rezistence, mezi néz patri interferonem
aktivované makrofagy, polymorfonuklearni fagocyty a
Cetné jiné faktory hostitele..."

(Rolf M. Zinkernagel: On differences between immunity
and immunological memory, 2002)



SIGNALY NEBEZPECI:

- EXOGENNI (PAMPs)

= ENDOGENNI (napf. STRESOVE PROTEINY
UVOLNENE Z NEKROTICKYCH BUNEK)



PAMPs - Pathogen-associated molecular patterns
t]. molekularni motivy (vzory) asociovane
s patogenitou

PRRs - Pattern recognition receptors
t]. Receptory na bunkach hostitele,
rozeznavajici PAMPs



Receptory vrozené imunity (,,PRR®)

V cirkulaci, rozpustné, sekretované:
lektin vazajici manozu ( MBL)
Na bunkach, membranove:

zprostredkovavajici endocytozu ( napr. pro manan na
makrofazich)

signalizacni , Toll-like receptory”, TLR
Intracytoplazmatickeé:

»,Nucleotide-binding oligomerization domain proteins®, NOD
»Retinoic acid inducible gene I, RIG




PAMPs:

lipopolysacharid (LPS)
peptidoglykany
lipoproteiny

manany

glukany

bakterialni DNA
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Aktivace bunék cestou TLR a cytokinovych receptoru
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TOLL-LIKE RECEPTORY

Paptidoglycan (G+)

Lipoprotain

Lipoarabinomannan

{Mycobactaria)

LPS (Leptospira) i

LPS (Forphyromonas) LPS (G-)

GPI ( Trypanosoma cruzi) Lipoteichoic acids (G+) | Unmethylated

Zymosan (Yeast) RSV F protein _ dsRMNA | |Flag;::~llnn' CpG DMNA
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Systém vrozené imunity

Celularni slozky

Epitelové buﬁky (antimikrobialni peptidy, cytokiny)

Mastocyty (farmakologicky aktivni)

Profesionalni fagocyty (neutrofilni
leukocyty, mononuklearni fagocyty)

NK bunky (natural killer)

Dendritické bunky (prezentace antigenu)

Innate lymphoid cells




System vrozenée imunity

Humoralni slozky

Mikrobicidni faktory (lysozym, defensiny,
kathelicidiny a dalsi)

Histamin, eikosanoidy
Komplementovy system

Pentraxiny (CRP, SAP, PTX3)
Kollektiny (MBL, SP-A, SP-B), Fikoliny

Cytokiny (Interferony o,f3, v, TNFa, IL-1,
IL-6, chemokiny)



Regionalizace imunitniho systému
Slizni¢ni 1munita



Regionalizace imunitniho systému

 Periferni oblasti imunitnino systemu je
mozno rozdelit do nekolika funkcnich
oblasti jejichz imunitni odpoved ma urcitée
odlisne charakteristiky.

LI " 4 A AL AV 4

systemu jsou:

_ymfatickeé uzliny a slezina
munitni systém sliznic (MALT)

Kozni imunitni system



Homing lymfocytu

 Rizena migrace a usazovani se lymfocytd
u urcitych tkanich imunitniho systemu.

» Je zavisla na expresi adhezivnich molekul
oznacovanych jako homingove
receptory na lymfocytech.

* Na endoteliich cilovych tkani jsou
exprimovany prislusne ligandy pro tyto
receptory, oznacovane jako adresiny.



High endotelial venules

« Specializované venuly, jsou mistem kde
lymfocyty pronikaji z krevniho obehu do
stromatu lymfatickych uzlin nebo do
sliznicniho imunitniho systemu.

* Jsou na nich adhezivni molekuly
umoznujici vazbu zejmeéna ,naivnich”
(panenskych) T- lymfocytu.
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Cirkulace lymfocytu
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MALT (Mucous Associated
Lymphoid Tissue)

GALT (Gut Associated Lymphod tissue)

BALT (Bronchi Associated Lymphoid
Tissue)

Imunitni tkane systemu mocoveho,
genitalniho, spojivky, stredniho ucha....

Prsni zlaza



SPOLECNY IMUNITNI| SYSTEM SLIZNIC

Ductus
thoracicus

Prsni zlaza

/

Zazivaci trakt

A Geniourinmi traki

_/

Vena cava

Strevo




MIéCna zlaza
jako soucast spolecneho imunitniho systému sliznic

Sliznice a
Zlazy

SNy
Peye rovy
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Epiteloveé bunky jako integralni soucast vrozené
imunity na sliznicich

EXPRESE

* enzymy
- transplantacni antigeny
« adhezivni molekuly

* receptory pro:
mikroby
cytokiny
polymerni Ig

PRODUKCE

 cytokiny
prozanétlivé
riustové faktory
chemotaktické

 antibiotické peptidy

* mediatory

INTERAKCE SE SLOZKAMI ADAPTIVNI IMUNITY

Epitelové bunky reguluji pohyb a funkéni zapojeni imunitnich bunék



Antimikrobni mechanismy
na sliznicich

Faktor Mechanismus

komensalni bakterie kompetice s exogennimi mikroby,
produkce protizanétlivych latek

tésné spoje epitelu brani priniku bakterii

rasinky zachytavaji mikroby

mucin zachytava bakterie

lysozym zabiji G+ bakterie (steny)

laktoferin vaze zelezo (inhibice rustu mikrobu)

antibiot. peptidy usmrcuji bakterie

(hlavné B defensiny)
sekrecni Ig blokuji adherenci bakterii k epitelu



Charakteristicke rysy GALT

* Hlavnim imunoglobulinem imunitni
odpovedi je IgA.

» Existence zvlastnich forem lymfocytu,
zejmeéna tzv. intraepitelialnich lymfocytu.

* Podani antigenu oralni cestou vede casto
K indukci imunitni tolerance.



Agure 228
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Tvorba sekrecniho IgA
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epithelial cell
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Sekrecni komponenta

« Zbytek" poly-IgR vazany na J-retezec
sliznicniho IgA.

« Stabilizuje molekulu sliznicniho IgA,
predevsim ji brani pred ucinky
proteolytickych enzymu.



Bunecné slozky specifické imunity
v MALT

T-a B- lymfocyty tonsil, Payerskych plaku,
appendixu.

Plazmatickeé bunky, zejména v submukoze, jsou
zodpovedné za tvorbu IgA.

T-lymfocyty v lamina propria — obvykle CD4+.
Jedna se zfejmé o lymfocyty puvodné
aktivované v Payerskych platech ktere
recirkulovaly do lamina propria sliznic.

Intraepitelialni lymfocyty



Intraepitelialni T-lymfocyty

TCR typu af i yd

Extratymicka diferenciace

Prvni linie specifické imunitni odpovedi
Vetsina je CD8+

Nizka antigenni specificita TCR



M-bunky

» Specializované enterocyty zajistujici
transport antigenu z prostredi streva
smerem dovnitr Payerova platu nebo
dalsich organizovanych sliznicnich
lymfatickych tkani.

* Pfenos antigenu se uskutecnuje
transcytozou.



ORALNIi TOLERANCE

: 1

inhibice systémové imunity nasledujici po
peroralnim podani antigenu (proteinu)

Ustaveni tolerance: 5-7 dni po oralni aplikaci
Trvani: nékolik mésicu

Fyziologicky: tolerance k antigenum potravy



Komensalni (normalini) mikroflora

~ 1074 bakterii, ~ 1000 druht

~ 50% nekultivovatelnych

slozity ekosystém

soucast prirozené imunity sliznic a kiuze
vzajemné interakce mikroorganismii

kompetice-kolonizac€ni resistence, produkce
bakteriocinu ...

interakce s makroorganismem: symbiosa,
komensalismus, pathogenita, ucast v metabolismu
hostitele (fysiologické funkce)

modulace imunity



Imunitni systém kuze

Keratinocyty hraji dulezitou roli v produkci
cytokinu a indukci lokalni zanétlivé odpovédi.
Langerhansovy bunky — jedna se o dendriticke
bunky vazici na sebe antigeny a prenasejici je
do lymfatickych uzlin. Tam je prezentuji T-
lymfocytum.

V dermis pritomny hlavné T-lymfocyty, zirne
bunky.

Imunitnich reakci se ucCastni i fibroblasty.
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Funkce Langerhansovych bunék kuze
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ZAKLADNI DELENI IMUNOLOGICKYCH
LABORATORNICH VYSETRENTI

e Serologicka vysetreni
— zakladnim materialem pro vysetreni

e SERUM

e Bunéecna vysetreni
— zakladnim materialem pro vysetreni
e PERIFERNI ZILNI KREV

e Dalsi zdroje materialu pro imunologické vysetreni

- mozkomosni mok, lymfatické uzliny, bioptické vzorky organd, kostni
dren, bronchoalveolarni lavaz



REAKCE ANTIGENU S PROTILATKOU
IN VITRO

EPITOP

o oblast antigenu, ktera reaguje s vazebnym mistem
prislusné protilatky

PARATOP

o vazebné misto protilatky (oblast N-terminalnich casti
variabilnich casti lehkeho a tezkeho retezce)

AFINITA
o Sila vazby mezi epitopem a paratopem

AVIDITA

o sila interakce polyvalentni protilatky
s polyvalentnim antigenem



Fc

COOH

variabilni

oblast NH,
tezkého
retézce

NH,

variabilni
oblast

/ lehkého

retézce
konstantni
oblast lehkého
retézce
konstantni
oblast tézkého
retézce

COOH



PRIMARNI A SEKUNDARNI FAZE
SEROLOGICKE REAKCE

Primarni faze serologické reakce

e pokud je zkoumana protilatka v séru pritomna,
dochazi k vazbé protilatky na antigen

e neni patrna pouhym okem

Sekundarni faze serologické reakce

e uplatnuje se multivalence antigenu a polyvalence
protilatek

e vznika prostorovy komplex velkeho poctu molekul
antigenu a protilatek o vysoké molekulové
hmotnosti



PRIMARNI A SEKUNDARNI FAZE
SEROLOGICKE REAKCE

... vzniklé komplexy jsou

e viditelné pouhym okem
(AGLUTINACE, PRECIPITACE)

e meni roztok pravy na nepravy (koloidni)
(TURBIDIMETRIE, NEFELOMETRIE)

e pokud usporadani reakce umoZzriuje pribéh jen primarni
faze reakce nebo priibéh sekundarni faze jen ve velmi
omezeném rozsahu, je nutné vizualizovat reakci
imunochemicky naslednou detekci

(IMUNOESEJE)



POLYKLONALNI a MONOKLONALNI
PROTILATKY

e POLYKLONALNI PROTILATKY

o Smeés imunoglobulinovych molekul, jejichz vazebna
mista nesou specificitu vaci riznym epitopdm na celé
molekule antigenu

o Ziskavaji se obvykle imunizaci zvirat

e MONOKLONALNI PROTILATKY

o Produkt jednoho klonu B-lymfocytd, vykazuji jedineénou
specificitu proti jednomu epitopu na molekule antigenu

o Ziskavaji se obvykle metodikami in vitro



KOMPLETNI A INKOMPLETNI
PROTILATKY

e Tzv. INKOMPLETNI PROTILATKY

o prestoze dojde k jejich vazbé na antigen, nedojde
k sekundarni fazi reakce a tim k vizualizaci serologické
reakce

Priciny
o na strané antigenu
o nizkd antigenicita (malo epitopd, jejich Spatnd
dostupnost)
o velké elektrické odpudivé sily mezi Castice
o na strané protilatky

o ne vsechny protilatky se uplatnuji v aglutinacnich
reakcich stejne (IgM x IgG)



PREHLED METOD PRO STANOVENI
ANTIGENU NEBO PROTILATKY

e vizualizace pomoci sekundarni faze reakce

o AGLUTINACE (pfima, neprima)

O PRECI PITACE (jednoducha, v kombinaci s elektroforézou, imunofixace)

e vizualizace pomoci nasledné detekce

o IMUNOFLUORESCENCE
O IMUNOANAL?ZA (RIA, EIA, rada modifikaci)
o IMUNOBLOT, IMUNODOT



aglutinace



aglutinace
princip reakce

antigen KORPUSKULARNI POVAHY

Vazbou dvoj a vicevazebnych protilatek na povrch antigenu dojde
k prekonani odpudivych, zplisobenych negativnim nabojem na

povrchu &astic (zeta potencial), a vytvori se mezi nimi mdstky ...
. vznika AGLUTINAT

e snadna vizualizace
probéehlé reakce

o diky velikosti antigenu
o diky prubé&hu reakce v tekutiné



aglutinace

faktory ovlivnujici kvalitu aglutinacni reakce

e dostatek protilatek
o prilis velké redéni protilatek — aglutinace neprobéhne

e pFitomnost protilatek proti rdznym epitoptim
o rozdil v aglutinaci mezi monoklonalnimi a polyklonalnimi
protilatkami

e vzdalenost mezi jednotlivymi antigennimi
casticemi
o odpudivé elektrické sily na povrchu &astic klesaji se
Ctvercem vzdalenosti



aglutinace

prima a neprima

prima aglutinace
antigeny se nachazeji primo na zkoumané castici

pritkaz krevnich skupin, pfimy Coombsdyv test, urcovani

izolovanych bakterialnich kmend (zejména ze skupiny

enterobaktérii), Widalova reakce, Weil-Felixova reakce,
priitkaz nékterych zoondz, ...

neprima aglutinace
zkoumany antigen je navazan na povrchu vhodnych
makromolekularnich castic

latex-fixaéni test, neprimy Coombsuv test, rychlé testy pro
ambulantni vysetreni (ASLO), ...



aglutinace

urcovani krevnich skupin

ANTIGENY NA POVRCHU ERYTROCYTU

polysacharidové
skupinovy system ABO) (antigen A, antigen
B

skupinovy system Lewis, P a li

glykoproteinové
skupinovy systém Rh (antigen D)
skupinovy system MNSs, Lutheran, Kell, Duffy,
Diego



aglutinace

urcovani krevnich skupin

skupinovy systém ABO




aglutinace
skupinovy systém Rh

COOMBSUV TEST

Prikaz inkompletnich protilatek proti antigeniim Rh

PRIMY CoombsUyv test

Pritkaz in vivo navazanych antierytrocytarnich
protilatek

NEPRIMY CoombsUyv test

Prikaz cirkulujicich antierytrocytarnich protilatek

Coombsovo antisérum
protilatky proti lidskym sérovym globulindm

(polyspecificke antiserum obsahujici protilatky proti IgG, komplementu, tezkym
i lehkym retezcum imunoglobulinu)



krev ditéte Coombsliv test sérum matky

darcovskeé
erytrocyty

ISY N i YAXYY



precipitace



precipitace
princip reakce

antigen NEKORPUSKULARNI POVAHY o nizké
molekulové hmotnosti

Antigen o nizké molekulové hmotnosti je rozpustny v kapaliné a
tvofi pravy roztok a pri optimalnim poméru antigenu a protilatky
dochazi ke vzniku makroskopicky zretelné prostorové mrizky

tvorené imunokomplexy.

. vznikd PRECIPITAT

PRECIPITACE PROBIHA ...
v kapalinach (nefelometrie, turbidimetrie)

v gelech (vstricna a radialni imunodifuze)



precipitace

... Vgelech

. k\f
Y X ;((*( Y-( antigen a protilatka difunduji

2-=0Y > A f( Y gelem na podkladé koncentracniho
0 Y Y )‘-Y}\YR gradientu

YA Ao YAy, T

~» e - Y*ﬁ/ Y‘f v misteé ekvimolarni koncentrace
- : : > ) )L-%%‘:LY antigenu a protilatky ...
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ELISA

enzyme-linked immunosorbent assay
princip reakce

ke zjisteni koncentrace antigenu nebo protilatky

k detekci reakce mezi antigenem a protilatkou se pouziva enzym

(konjugat zvireci protilatky proti lidské protilatce IgG, IgA nebo IgM znacené enzymem)

Pouziti v klinické praxi:

e V soucasnosti zrejmé nejvice pouzivana laboratorni metoda
v imunologickych a klinickych laboratorich

e priikaz protilatek (antibakteridlnich, antivirovych, autoprotilatek) nebo
antigend

e vysoka citlivost testu umoznuje pritkaz analyti o nizké
koncentraci

e FELISA neni vhodnd k detekci analyt o vyssi koncentraci (napr. koncentrace
sérovych imunoglobulind) - vzhledem k nutnosti vysokého fedéni vzorkd

moznost velké chyby stanoveni!




ELISA

enzyme-linked immunosorbent assay
princip reakce

ke zjisteni koncentrace antigenu nebo protilatky

e vazba antigenu na pevnou fazi (jamka mikrotitracni desticky)
e inkubace a nasledné promyti destiCky
e aplikace séra s predpokladanym vyskytem protilatek proti vySetfovanemu
antigenu (dojde k vazbé protilatky na antigen)
e inkubace a nasledné promyti destiCky
e aplikace konjugatu zvireci (mysi, kraliCi, ...) protilatky proti lidskému IgG, IgA
nebo IgM konjugované s enzymem
e inkubace a nasledné promyti destiCky

e aplikace substratu (bezbarvy substrat — enzym — barevny produkt)
e inkubace

e zastaveni probihajici enzymatické reakce

zmeéreni absorbance jamek spektrofotometricky (intenzita vysledného zbarveni
Je v urcitém rozmezi koncentraci pfimo umeérna mnozstvi navazane protilatky)
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Imunofluorescence



imunofluorescence
princip reakce

zjisteni pritomnosti antigenu nebo autoprotilatky

k detekci pritomnosti antigenu nebo protilatky se pouziva fluorochrom
(konjugat zvireci protilatky proti antigenu nebo proti lidské protilatce ve tridé IgG, IgA nebo

IgM znacené flourochromem)

PRIMA IMUNOFLOURESCENCE

e detekce pritomnosti antigenu nebo protilatky ve tkanich pomoci

protilatek znacenych flourochromem
e diagnostika puchyrnatych chorob, SLE, porfyrii, vaskulitid, glomerulonefritid a podobné

NEPRIMA IMUNOFLOURESCENCE

e detekce pritomnosti specifickych protilatek v séru tak, ze protilatky
pritomné v séru pacienta jsou po vazbé na antigen darcovské tkané
oznacené zvireci protilatkou proti lidskym IgG, IgA a IgM
imunoglobulindm znacenou flourochromem

e detekce pritomnosti autoprotilatek




darcovska tkan s antigenem
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elektroforéza
princip metodiky

nabité castice se pohybuji v elektrickém poli

rychlost pohybu castic je zavisla na velikosti celkového
povrchového naboje, velikosti a tvaru molekuly a jeji
koncentraci v roztoku

NATIVNI GELOVA ELEKTROFOREZA BILKOVIN

bez denaturacnich cinidel

proteiny migruji gelem podle svého celkového naboje,
velikosti a tvaru (citlivost elektroforézy je dana charakterem
pord gelu)

elektroforéza sérovych bilkovin (rozdéleni proteini plazmy na
5-6 frakci)

Vyuziti elektroforézy v klinické praxi:

analyza a déleni smési bilkovin, charakterizace povrchi organizmi
(bakterii, virG a podobné), diagnostika monogennich chorob a
podobné
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imunofixace
princip metodiky

elektroforeticka separace proteind v gelu a jejich ndsledna

imunoprecipitace s monospecifickymi antiséry

1. faze
e rozdéleni séra pacienta elektroforézou na gelu do 6 drah

2. faze

e do drah se napipetuje monospecifické antisérum (anti- IgG,
IgA, IgM, kappa, lambda).

e antiséra difunduji do gelu a v misté reakce s prislusnym
antigenem vytvari imunokomplexy ve formé precipitatu

e Vyuziti v klinické praxi:

e imunofixace bilkovin séra - urcena k typizaci paraproteinu

e imunofixace bilkovin moce - urcena k identifikaci paraproteinu, lehkych
retécd kappa a lambda v moci (Bence-Jonesova bilkovina)




Western blot



Western blot

imunoblot
princip metodiky

elektroforetické déleni bilkovin a jejich nasledni preneseni na povrch
membrany a typizace specifickymi protilatkami

1. faze
e rozdéleni séra elektroforézou na gelu

2. faze

e prenos rozdélenych antigen( na vhodnou matrici

e imobilizace antigen a zablokovani nespecifickych vazebnych
mist

e vizualizace antigen(d radiograficky, barevnou reakci,
fluorescencné (specifické protilatky — immunoblotting)

e Vyuziti v klinické praxi:
e testy na HIV pozitivitu, definitivni test pro BSE, konfirmacni test pro
hepatitidu B, diagnostika boreliovych infekci




