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Které parametry imunitniho systému merime

Pocty a typy krevnich bunek

Fagocytoza

Aktivita komplementoveho systemu
Aktivita lysozymu

Hladiny sérovych bilkovin

Hladiny celkovych a specifickych protilatek
Produkci kyslikovych radikalu
Antioxidacni mechanismy



S jakym materialem pracujeme

Bunky ex vivo: plna krev kapilarni, zilni
Télni tekutiny: plasma, sérum, hemolymfa
Vzorky lidské: odbéry u sportovcu, studentu

Vzorky zvifeci: zamrazena plasma, serum, spoluprace s VFU



Odbeér kapilarni krve z prstu a separace plasmy




Pocty a typy krevnich bunek

pocitani krevnich elementl v Burkerové komurce
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Dulezité pojmy v IS: antigen a protilatka

» Antigen — cizoroda latka, na kterou imunitni
systém reaguje tvorbou protilatek. Antigeny jsou
Casti patogennich mikroorganismu -bakterie, viry,
houby, plisné, paraziti

 Protilatka — bilkovina tvorfena B lymfocyty, ktera
specificky vaze antigen a zneskodni ho.
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IgA

Pentamer
IgM

vazehné misto pro antigen

4

disulfidicky
/" milstek

\

kanstantni cast
lehkeho Fetezce

kanstantni cast
tezkeho retézce



Stanovovani mnozstvi protilatek

Zakladni princip: reakce antigenu a protilatky

Ruzné zpusoby usporfadani, moznost navazat jednu ze slozek na
nosice.

Stanoveni:
kvalitativni (izotyp, specifita) x kvantitativni (mnozstvi, koncentrace)

Precipitace: vznik zakalu po reakci Ag — Ab v tekutém prostredi
Popsana v r. 1929 Heidelberg a Kendall



Stanoveni protilatek: nefelometrie, turbidimetrie

Pri reakci Ag a Ab vznika zakal-precipitat, jehoz intenzita je pri konstantnim
mnozstvi Ab umérna koncentraci vysetfovaného Ag

Vhodna pro: kvantitativni stanovani protilatek ale i jinych sérovych proteinu
Podminkou je, aby byla komerCné dostupna protilatka proti stanovovanée
slozce.

Detekcni limity: nefelometrie nad 10 mg/l, turbidimetrie 20 — 30 mg/I.
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Stanoveni protilatek: ELISA metoda

ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY = ELISA

Imobilizace jedné ze slozek reakce (Ag — Ab) navazanim na pevny povrch (jamka
desticky). Druhy reaktant se pfidava v roztoku a vytvorené komplexy se detekuiji

pomoci enzymatického systemu.
Priklad vyuziti metody ELISA pro detekci specifickych protilatek v plasme:

1. Na vnitfni povrch jamek se navaze jeden reaktant (Ab)

2. Prida se vysSetfovany vzorek (plasma) s obsahem druhého reaktantu (AQ)

3. Prida se tzv. konjugat (protilatka proti vySetfrovanému reaktantu — sekundarni
protilatka - znaCena enzymaticky)

4. Prida se substrat pro enzym a detekCni systém (slouCenina, ktera pri

enzymatické reakci meéni barvu) a detekuje se spektrofotometricky



Konkrétni schéma pouziti ELISA metody pro detekci antigenu ve vzorku
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Na tuhou Na ni se potom Prida se volna enzymem

£2i co navazuje zndmé znacena Ab, ktera reaguje Prida se substrat na
Navase nebo nezndmé s volnymi hapteny detekci enzymové
Ab mnozstvi antigenu imobilizovaného aktivity.

antigenu. vazbou do komplexu s Ab.



ELISA: pojmy, detekce, vysledek

Konjugat: protilatka s navazanym enzymem — peroxidazou
Substrat: peroxidu vodiku
Chromogen: ortofenylén- diamin hydrochlorid = OPD. V pfitomnosti peroxidu vodiku

dochazi ke zmené barvy, ktera je detekovatelné na spektrofotometru

Pristroje: ELISA — reader je
spektrofotometr upraveny na odecitani
absorbance v reakCnich jamkach. Filtry
jsou nastavené s volitelnou vinovou délkou
optimalni pro urcCity ELISA systém (obvykle

mezi 405 az 570 nm) v zavislosti na typu

pouzitého konjugatu a substratovo -

chromogennim roztoku.



Rozetovani erytrocytl zpusobené Borrelia burgdorferi sensu lato

Rozetovani ¢ervenych krvinek je znamy jev, kdy se erytrocyty formuji do
shluku, které jsou pozorovatelné pomoci mikroskopu. V sedmdesatych
letech 20. stoleti byly rozetové metody velmi vyznamné pro rozliseni,
pfipadné separaci zakladnich subpopulaci lymfocytd a pro diagnostiku
leukéemii.

Dale je fenomén rozetovani erytrocytl popsany pfi malarii, jejimz
puavodcem je prvok Plasmodium falciparum. Zde se  erytrocyty
napadené puvodcem obaluji zdravymi erytrocyty a vzniklé rozety
ucpavaji kapilary a zpusobuji mikroembolizace.

Na konci 90. let minulého stoleti bylo zjisténo, ze rozety s erytrocyty tvori
| nékteré druhy borelii vyvolavajicich navratnou horeCku, napfr. B.
crociduraeu B. hispanica, B. duttonii a B.coriaceae



Priklad rozety z erytrocyt(
nahloucenych kolem centralni
bunky

Kultury Borrelia burgdorferi s. .

Rozety vzniklé pri smichani kultury borrelii s lidskymi erytrocyty.
?? Fenomén rozetovani mlze byt spojen se zdvaznéjsSim pribéhem onemocnéni ??

Foto: T. Lefnerova



Otazka zavislosti tvorby roset (borrelie plus erytrocyty) na krevni skupiné
ABO systému
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Realizované zavérecné prace:

https://is.muni.cz/auth/osoba/35892#skolitel

V prezentaci byly pouzity obrazky prevzaté z:

Bartinkova, Paulik a kol.: VySetfovaci metody v imunologii, Grada Publishing, 2005
Hofejsi, Bartinkova: Zaklady imunologie, Triton, 2002


https://is.muni.cz/auth/osoba/35892

