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Proc ?

“* antigen analyt
(co chceme stanovit, dokazat)

“ protilatky prostredek k vysoce selektivnimu
stanoveni, aniz by se musel
analyt slozité separovat



ZKRATKY

Ag antigen

Ab  protilatka (antibody)
Ig Imunoglobulin



Antigeny
Anti = proti (fecky)

gen =od gegnomai tvorit

Makromolekularni latky

= pfirozeného puvodu

= umélého puvodu,

= pro organismus cizi (nevlastni).



Antigen
* kompletni imunogen
** nekompletni haptén

Vlastnosti imunogenu

“* Imunogennost (schopnost navodit 10)

*» specifichost (schopnost reagovat s protilatkami,
ale jen s temi jejichz tvorbu vyvolal)

Vlastnosti hapténu

“* nemuze vyvolat imunitni odpovéd’ (neimunogennost

** reagovat s temito bunkami a protilatkami,
které vznikly po interakci imunogenu
s imunokomplementarni bunkou (specifiénost)

** haptén je soucasti molekuly kompletniho
antigenu




Imunogen - slozeni
> makromolekularni nosic¢ (carrier)

“* nizkomolekularni determinantni skupiny
(determinanty, epitofy)

v' determinanty prirozeného piivodu
v uméle navdzané - hapten



Haptén prirozena determinanta, ktera se odstépi
(chemicky, enzymoveé)
od makromolekularniho nosice

2 typy hapténu:

“* kompletni

*» jednoduchy

Jak dokazat haptén?

Kompletni: in vitro béznymi sérologickymi
nebo imunochemickymi metodami.

Jednoduchy: dokazuje se neprimo na zaklade
inhibice mezi protilatkou a antigenem
Proto se nazyvaji semihapteny nebo
inhibujici haptéeny.



1. protilatka + antigen = pozitivni
(precipitat)
2. protilatka + semihaptéen+ aniigen = negativni

(zadny precipitat)

Semihaptén se prednostné navaze na vazebné misto
protilatek, cimz se toto misto stava
nepristupnym pro antigen nebo kompletni haptén.

Precipitacni reakci dava:
komplex: protilatka + antigen
protilatka + kompletni haptén




Vlastnosti imunogenu

< fyzikalni Stupeni imunogennosti
“* chemicke = geneticka odpovédnost zvirete
< biologické = zpusob aplikace

Fyzikalni viastnosti:

molekulova hmotnost
rozpustnost
elektricky naboj

tvar molekuly



Molekularni hmotnost

makromolekularni latky M. vice jak 10 000
nejlepsi 100 000

Rozpustnost

** rozpustne (koloidni)

** nerozpustne (korpuskularni)

korpuskularni imunogeny

lepsi imunogennost,

mikroorganismy, subcelularni struktury, bunky
koloidni roztoky

HEN W F n

zlepsSeni: snizeni rozpustnosti srazenim roztoku
bentonitem, siranem hlinitodraselnym




Elektricky naboj

neni podminkou imunogennosti,

kdyz ma imunogen kladny naboj,

vznika vetsinou protilatka se zapornym nabojem.
(M. Sela a E. Mozesova, 1970)

Tvar molekuly

Stupen imunogennosti ovlivhuje i tvar molekuly
(konformacni struktura),
ktera ma vliv na pristupnost determinantu.



Chemické viastnosti:
** protein, polypeptid .
2 polysacharid dobre imunogeny
** nukleové kyseliny RNA a jednoviaknova DNA
nukleoproteiny
“* lipidy jsou zpravidla jen haptény, ale
v komplexech s proteiny nebo polysacharidy
se stavaji dobrymi imunogeny

o prirodni
0 syntetické
0 konjugovane (polysynteticke)



Ne vSechny proteiny jsou dobrymi imunogeny:

zelatina albumin
(slaby imunogen) (silny imunogen)
maly pocet dostatecny pocet

determinantnich determinantnich skupin
skupin vhodna konformace
pristupnost pro receptory

Navazanim nizkomolekularnich haptént
v dinitrofenol
v kyselina arzanylova

prevezmou funkci
determinantnich skupin, se zvysi imunogennost.



Stupen imunogennosti ovlivnuje takeé
degradovatelnost molekuly imunogenu.

shizeni imunogennosti
destrukce determinantnich
skupin, zmena specifity

zvyseni imunogennosti
castecna degradace,
,opracovani*

objeveni novych determinantnich
skupin (vlivem makrofagu), které
byly puvodné nepristupné



Biologické viastnosti
Cizorodost

fylogeneticky rozdil mezi
organismem, z kterého antigen pochazi
a do kterého antigen vnika,

Ne vsSechny cizi latky pro organismus vyvolaji
imunitni odpoved.

Saze jsou pro zivocCichy cizi, ale nevyvolaji 1O.
(Z tela se odstrani mechanismy prirozené

Imunity - fagocytoza)

Kombinace vsech uvedenych fyzikalnich,
chemickych a biologickych vilastnosti vede
k vyvolani 10.



Imunogeny v prirodé

mikrobi, zivocisné bunky, viry a jejich soucasti

*» Kazdy mikrob nebo bunka je slozen
z velkého poétu antigenu s ruznymi druhy determinantu.
*» Schopnost vyvolat IO na urcity antigen se déedi jako
autozomalni znak.

(odpovida lépe, huife nebo viibec)

Kvalitu a smeér imunitni odpoveédi urcuje
1 genom
d vlastnosti antigenu

 misto kontaktu z antigenem (zpusob imunizace)
 davka




Antigenové determinanty

jsou to skupiny atomu, které se nachazeji na povrchu
molekuly antigenu a které maji schopnost specificky
reagovat s receptory imunokompetentnich lymfocytu
a take s protilatkami a regulacnimi nebo vykonnymi
lymfocyty, jejichz tvorbu vyvolaly.

Struktura determinant

] Proteinové: determinanty tvoii nékolik aminokyselin
na konci peptidovych retézcu

] Polysacharidove: determinanty tvofi jednotky
monosacharidu

[ Nukleove kyseliny: determinanty tvofi nékolik
nukleotidu nebo pripadné
purinovych nebo pyrimidinovych bazi



Sela rozlisuje:
1 Sekvencni determinanty
d Konformacni determinanty

Sekvencni determinanta

urcuje posloupnost (sekvence) zakladnich subjednotek
biopolyméru (aminokyselin, monosacharidi, nukleotidu).
Pritom subjednotky mohou byt v riizné nahodné konformaci.

Konformacni determinanta

tvori jen jedna mozna konformace urcité casti molekuly
antigenu (polypeptidoveho nebo polysacharidového retézce).
Jsou typickeé pro nativni antigeny.



Vliv denaturace:

v Denaturaci proteinovych antigenu se méni
prostorova struktura a tim i specifichost
konformacnich antigent.

v Specifichost sekvencnich antigent se denaturaci
nemeni.



“ Protilatky proti konformac¢nim antigenim obvykle
nereaguji s malymi peptidy odvozenymi z techto
antigenu.

Tyto peptidy maji stejnou primarni strukturu,
ale chybi jim konformacni struktura

(prostorova architektura), ktera je charakteristicka
pro cely peptidovy retézec nebo jeho delsi usek.

“* Sekvencni determinanty se mohou z nosice
odstepit a stat se haptény,
zatimco konformacni determinanty
jsou trvalou soucasti nosice.
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vysokomolekularni

TAG-A-L (TAG)n periodicky polymer

Tripeptid: (TAG)

= se muze navazat na polyalaninové boc¢ni retézce
polypeptidu, jehoz zakladni skelet tvori polylysin

= muze primo polymerovat na vysokomolekularni periodicky
polymér

TAG = tyrosin, alanin, kys. glutamova



v' TAG-A-L - sekvencni determinant
v (TAG), - konformacni determinant

(TAG),— polypeptid za fyziologickych podminek
a-helix
konformacni

Pro kazdy typ jiné protilatky (zadné krizoveée reakce)

v peptidy TAG a (TAG), inhibuji precipitaci Ab-TAG-A-L
ale neovlivnuji precipitaci Ab-(TAG),

v (TAG), a (TAG), inhibuiji precipitaci v Ab-(TAG),
(protoze je tam naznak konformace a-helix
ale neinhibuji v systému Ab-TAG-A-L



Velikost antigenové determinanty

“ Sekvencni trimeér az oktameér
(vyseky z polypeptidoveho nebo polysacharidového
retézce)
3 az 8 aminokyselinovych jednotek

% Konformacénich determinantu velikost
nepresahuje 20 aminokyselinovych jednotek

v denaturované globularni proteiny

= sekvencni antigenove determinanty
v' nativni globularni proteiny

= konformacni determinanty



lysozym
laktoalbumin

Pfiklady

d lysozym a laktoalbumin-denaturovane
homologie primarni struktury (denaturace)
Ab- proti nim reaguji krizove
sekvencni determinanty

4 lysozym a laktoalbumin-nativni
Ab -nereaguiji krizove (nativni proteiny)
determinanty konformacniho typu


http://images.google.cz/imgres?imgurl=http://www.chemgapedia.de/vsengine/media/vsc/de/ch/4/cm/aminosaeuren/strukturen/lysozym_pdb_altref_001.jpg&imgrefurl=http://www.chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/de/ch/4/cm/aminosaeuren.vlu/Page/vsc/de/ch/4/cm/aminosaeuren/prot_lysozym.vscml.html&usg=__16gyJDnionKlih6AIu9iomrlJWI=&h=400&w=500&sz=63&hl=cs&start=1&itbs=1&tbnid=4RQEajtrbfuy7M:&tbnh=104&tbnw=130&prev=/images%3Fq%3Dlysozym%26hl%3Dcs%26sa%3DG%26gbv%3D2%26tbs%3Disch:1

Determinanty podle Sela

** Imunopotentni (volné)
v komplexu s vhodnym nosicem
produkuji velké mnozstvi protilatek.

s Zakryte antigeny
za normalnich podminek tvorbu protilatek
nevyvolavaji, ale po chemickém zasahu
nebo enzymove fragmentaci se mohou stat
imunopotentnimi.



ZAKRYTE
némeé

® Glu — Poly-Ala
0 Tyr o Poly-Lys

Sela: synteticky Ag 1962




Imunopotentnost

v'Schopnost urcité ¢asti molekuly antigenu slouzit
jako antigenni determinanta a vyvolavat tvorbu
specifickych protilatek.

v'Kvantitativni vyjadreni sily antigenové
determinanty.

v'Determinanta je slozena z nékolika podjednotek,
ale ty se nepodileji stejnou mirou na vazbe
s protilatkou.

v'Podil jednotky AD na vazbé = imunodominantnost.



Rozdéleni antigenu
 Podle pluvodu
 Podle vztahu k urcitému organismu

Podle puvodu:

 Prirozeneé vsechny biopolymery a jejich
komplexy nachazejici se v prirode

 Syntetické polypeptidy, polysacharidy,
polynukleotidy pripraveneé
umele v laboratori

A Artificialni  fyzikalnim nebo chemickym
zpusobem pozménéné prirozené
antigeny (denaturované antigeny,
konjugované antigeny).



Podle vztahu k urcitemu organismu:

v Exogenni pochazeji z venku organismu
cizi bunky, struktury, molekuly
clovek- bakterie, rostlinné pyly,
transplantované organy

v  Endogenni  soucast vlastnich bunék a tkani
(autologni nebo autoantigeny).



Vzajemny vztah dvou organismu, mezi kterymi
se uskutecnuje prenos: (napr. transplantace)
v’ Xenogenni (heterogenni) organismus jiného druhu

v Alogenni (homologni) geneticky neidenticky jedinec
stejného druhu (izoantigeny)

v Izogenni geneticky identicky jedinec stejného
druhu (jednovajecna dvojcata)

v Syngenni geneticky identicky jedinec v ramci

inbredniho kmene

(vznika opakovanym krizenim

sourozencu po mnoho generaci)
v' Autochtonni antigeny vlastni organismu.



Heterofilni antigeny

Antigeny zjistény u ruznych fylogeneticky
nepribuznych druht

tyto antigeny mohou vyvolat tvorbu protilatek,
které mohou krizoveé reagovat.

Napr.antigeny B-hemolytickych streptokoku a
antigeny lidskeho myokardu = heterofilni

(Ab, které byly indukovany streptokokovymi
antigeny krizove reaguji s antigeny lidského
srdecniho svalu) = poskozeni srdecni tkane.
Streptokokova infekce muze vyvolat poskozeni
srdecni tkane.



Aloantigeny (homologni antigeny)

geneticky kontrolované determinanty, které jsou
v kazdem jedinci urciteho druhu odlisne.

(i clovek s vyjimkou jednovajecnych dvojcat)
Nejsou imunogenni pro organismus, z kterého pochazeji,
ale jsou imunogenni pro dalsi jedince stejného druhu.

Napfr. antigeny krevnich skupin nebo
histokompatibilni (transplantacni) antigeny.

Aloantigeny indukuji tvorbu aloprotilatek,
Zejmeéna silnou bunécnou imunitni reakci.



Autoantigeny

v’ Organismus je toleruje a jen za urcitych
podminek se stavaji imunogennimi.

v'"Mohou vyvolat imunologickou
reakci v organismu, z kterého pochazeji.

v'Proti autoantigeniim se tvori autoprotilatky a
autoreaktivni bunky, které jsou pricinou
autoimunitnich a autoagresivnich onemocneéni.

Cast antigenti vznika v pozdéjsim obdobi ontogenetického
vyvoje a uklada se izolované od imunitniho systému

(o€ni €ocCka, spermie, thyroglobulin).

Az dojde k poranéni, mohou se teprve dostat

do kontaktu s IS a muize dojit k tvorbé protilatek.



Antigeny synteticke

v'Syntetické biopolyméry se znamou strukturou
nosice a determinantnich skupin.

v'Polypeptidy s linearnim nebo rozvétvenym
retéezcem.

v'Slozené z aminokyselin, ale také sacharidu
nebo nukleosidu.

Synteticky pripravene antigeny mohou vyvolat:

= Tvorbu protilatek se stejnou specifitou jako
prirozené se vyskytujici antigeny.

* Pri imunizaci mohou nahradit nepristupny
prirozeny antigen
(protilatky pripravené proti syntetickému

nry A 4
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® Glu — Poly-Ala
o Ty o POly-LyS




Konjugovaneé antigeny

“*Na prirozené nebo syntetické nosiCe jsou navazané
chemicky determinantni skupiny (haptény).

*Nosicem je kompletni prirozeny antigen, ktery
po navazani hapténu se stava arteficialnim
antigenem.

*Kazda nizkomolekularni latka je v podstate hapteén,
po navazani na vhodny nosi¢ se muze stat
Imunogenem.



Konjugace hapténu:

d In vivo nizkomolekularni latky napr. néktera
léciva (penicilin, sulfonamidy) konjugace
s bunkami nebo makromolekulami v organismu
vznik alergickeé reakce na tyto latky.

4 In vitro - vyuziva se v imunologickem vyzkumu,
presne definované determinanty, proti nim
pripravi protilatky, které se vyuziji pro
specifické stanoveni hapténu.



Nosice pro pripravu konjugovanych antigenu
= serove albuminy
= globuliny

= vajecny albumin,

= fibrinogen

Haptén se navazuje na urcité skupiny atomu,
které maji dostatecnou reaktivitu.

Priklad: hoveézi sérovy albumin (BSA) obsahuje
104 reaktivnich skupin:
g-aminoskupiny lysinu (59)
o-aminoskupina (1)
fenolova skupina tyrosinu (21)
sulfhydridova skupina cysteinu (6)
imidazolova skupina histidinu (17)



Konjugace hapténu:

Existuje velky pocet reakci, pomoci kterych
Ize realizovat vazbu mezi hapténem a nosicem.



Smeésny anhydrid

(‘Qi/(‘H} C{%\:/CH:
CH cH
("H3 (‘,‘H2
R (I) R (',)
COOH + (‘1—A‘=0 L O=(|,‘—O—C!=() + HCI
haptén zmiesany

anhydrid

ey
protein| —

e
— R—CO—NH—{protein| + OH

karboxyskupina
haptenu

Sérovy albumin
navaze 15 - 30
hapténli

(59 lysinti —BSA)



Karbodiimid

H

R—N=C=N—R’ —— R'—NH=C=N—R’
karbdiimid
I¥—§H=G=N—R“+R~CO—OH—4¥—NH—ﬁ—O—CO—R+-ﬁ

hapten N—R’

O-acylmocovina

R NH—C—0—CO—R
IHI-—R/ [T]H__Rf

| CO
R—NH—C=0 |

| + H,N— protein | — R—CO—NH— protein |+ NH—R’

N-acylmocovina nosic konjugat substituovana
mocovina




O-acylmoéovina muze reagovat s karboxylovou skupinou
dalsiho hapténu, ¢im vznikne anhydrid, ktery potom reaguje
s aminokyselinou nosice:

R'—NH ﬁ O—CO—R + R—COOH —
N-_R/
— R—CO—0—CO—R + R'—NH—CO—NH—R’

kysly anhydrd

R—CO—O—CO—R + H,N— protein| —

R—CO—NH— protein| + R—COOH




Reakce probiha ve vodném prostredi, kdyz se pouziji
ve vodeée rozpustné karbodiimidy jako je
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimid
hydrogenchlorid (EDC)

imid hydrogenchlorid (EDC) .

CH,—CH,—N—C=N—CH,—CH,—CH,—N&H (I°
| h I
CH,




diazokyanaty: Protein-proteinové konjugaty

N ==(C ()

ipmtein 1 ,~—~NH QF( H, + H,N— protein ?’ iy

NH—CO—NH—{protein 2]

N S~

—— ILproteinl——NH CO—NH /\Q )>—CH3

S

Napr. inzulin nebo cytochrom C se konjuguji s vetsim
proteinem, aby se zvysila imunogennost.




Haptény s aminoskupinou:
v aromatické
v alifatické aminy

Haptény s aromatickou skupinou se konjuguji s

aminoskupina

proteinovym nosicem diazotacni technikou (LANDSTEINER)

ASOLH, /L\s();H?
7/"’.'; :"\?"g _ NaNO, _ f;'}'-;’_'*:ii\ﬁ
[(\ /,)V_VE HCl l \ ]

NH, "N =N ClI
Kyvyselina diazoniova sol
arzanylova kyseliny arzanylov

is().\l i, j)\n
o RZES
) ),

\[//
SN=N CH

NH—CH—CO

| protein |
|__protein |

nosic

slabé alkalické prostredi

C)

AsO,H,

T

f "’/ ~ )
t%;”.n OH
| {

l \ /|
W _AJ

i
CH-
|
NH—CH— f(l"()
| {
[ orotein |
| protein |

konjugat
(azoprotein)

tyrosin
histidin
lysin
arginin
tryptofan



Haptény -alifatické aminy pomoci glutaraldehydu

glutaraldehyd: O=CH-(CH,),-CH=0

borohydrid: NaBH,

R—NH, + O=CH (CH,),—CH=0

e

haptén glutaraldehyd

R—N=CH

—>

(CH,),

R—N=CH-—(CH,),—CH =0 + H,N—{ protein]

nosic¢

H,O

R—N=CH—(CH,)—CH=N Lpz'or.zin .

NaBH,
———

NaBH ,

R—NH—CH,—(CH,)

konjugat

—— R—N=CH—(CH,),—CH=N | protein |

—CH,

CH=0 + H,0

_—

r

NH-—{proten]

Nevyhodou je vznik vedlejSich produktu.



Hydroxylova skupina hapténu je malo reaktivni, musi
se proto aktivovat, napr. pomoci bromkyanu: CNBr

R—CH—OH R—CH—O

| 4+ CNBr — | —~C=NH + HBr
R—CH-—OH R—CH—O

hapten dikarboxyimid

R—CH—O__ i ox
:; ~(:‘.°:;:A l _+" :1 B pl’O cin el
R—CH—O

nosic

R—CH—OH
R—CH—O—CO—NH— protein | + NH;

——

konjugat

Bromkyanovou metodu Ize pouzit na navazani hapténu
s primarni aminoskupinou na polysacharidovy retézec.
Bromkyanem se nejprve aktivuji hydroxylové skupiny nosice.



Na pripravu nukleosid- nebo nukleotidproteinovych
konjugatu se pouziva reakce dvou sousednich
hydroxylovych skupin s jodistanem.

O : i 0O ]
| | i |
1 H H \ | H_H |
L ( L
X——~(lf-_—-("‘———C——«(l,‘-———(TH:,O——R 1%, xC- C¢—C H,0—R
‘ | | | |
111 OH J)H H H H

dialdehyd




Vznikaji dialdehydy,které
reaguji s aminoskupinou
nosi€¢e za vzniku aldiminu.
Ty se stabilizuji redukci

s borohydridem sodnym.
Kde X je purinova nebo
pyrimidinova baze nebo

R - Hnebo -PO;H,

Na molekulu albouminu

se touto metodou navaze
prumérné 30 nukleotidovy(
nebo nukleozidovych
determinantnich skupin.

—O0—
| H H |

| | ——
X—C—C 9‘|‘*c“cn\()——k + H,N—{protein] —
H O O H

— O

i l‘l l]{ |
|
i NGB B0 CHOB
1 N\ / |
N / !

H . S/ H

| H H
NaBH,

| |
X—C—C—OH HO—C—C—CH,0—R ——

N /]

H \ H

. x_;_(:‘—u 1,

!
H,C—C—CH,0—R
\ /]

H \ / H

\ /

.\1\\ //‘ /
‘\‘\‘ /

| protein |




Reakci proteinu s fluoresceinizothiokyanatem vznikaji
konjugaty, které po osviceni ultrafialovym svétlem
fluoreskuji. Pouzivaji se na imunofluorescencni stanoveni
protilatek nebo antigend.

’/\’/O\’/:/ro
lQ))\/l\/
|
_COONa + H,N—protein| —

N=C==S

fluoresceinizotiokyanat

N H——%‘l—‘N H——JL_protein 1
Q




Izolace prirodnich antigenu a jeji vyznam
Proc€ izolovat?

0 dukaz antigenu — diagnostika

0 prevence chorob (vakciny, ockovaci latky)
0 vhodnost darcu krve (Rh, krevni skupiny)
0 vhodnost tkani (histokompatibilni znaky)
0 objasnéni autoimunitniho onemocneni

Izolace antigenu
Z tkani, bunék, télesnych tekutin, sekretu
Slozita biochemicka operace.



Vyznamne antigeny z bakterialnich bunek

Bakteriova bunka obsahuje nékolik typu antigenu:

v'extracelularni proteinové antigeny

vexopolysacharidy

v'bi¢ikové antigeny

v antigeny bakterialnich stén, membran a intracelularnich
struktur

“*Priprava antigenu zavisi na lokalizaci v bakterialni bunce
‘*Péstovat za podminek, kdy vznika maximalni mnozstvi
antigenu, ktery pozadujeme.



Extracelularni antigeny

difunduji do okoli

v'exotoxiny

v'extracelularni enzymy

separace: centrifugaci tekutych kultur
chromatografie (ionexova, gelova, afinitni)
elektroforéeza

Exopolysacharidy

z bunky sekretuji ven pres bunécnou membranu

v podobé volného hlenu nebo kapsul

BiCikoveé antigeny

dulezité pro serologické urceni rodu

problém oddélit bi¢ik od bakteriové buriky



Antigeny bakteriovych stén
Preventivni ockovani (Brucella abortus, Bordetella pertussis).
Odlisny postup u grampozitivnich a gramnegativnich
bakteriich,

jednodusi u grampozitivnich bakterii.

»
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Bunééné stény se izoluji po mechanickém rozbiti '
(enzymova C€i chemicka degradace, homogenizace)
oddéleni bunéecnych stén: centrifugace v roztoku gradientu
hustoty.

Antigeny z cytoplazmatickych membran

Nejprve izolace membran

pomoci enzymu, které degraduji bunéénou sténu

(lysozym, proteolyticky enzym).

Bordetella pertussis — pivodce ¢erného kasle Brucella abortus- bruceléza skotu



Intracelularni antigeny

se ziskaji ze zbytku bunék, po oddéleni exoantigenu,
bunécnych stén a cytoplazmatickych membran.
Zbytek se ultracentrifugaci rozdeli na

-frakce bunécnych organel

-rozpustnou frakci.

Jednotlivé vnitrobunécné antigeny se z téchto frakci
ziskavaji precistovanim.



Antigeny vyssich rostlin
pylové antigeny
alergicka onemocneéni

Antigeny hmyzu
roztoCi (Acarina) - domaci prach
alergicka onemocneéni

Antigeny zivocichu
izolace z organut a tkani
antigeny organismu nebo jen organu



http://www.pyly.cz/pyly/pages/obecne/aktual/karta.php?ID=878
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Leber_Schaf.jpg

lzolace zivoéiSnych antigenu
s telesnych tekutin (krev, mozkomisni mok,mo¢, lymfa)
 telesné tkane (homogenizace, proteolyza)



http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Leber_Schaf.jpg

Endotoxiny gramnegativnich bakterii

Bakteriove antigeny v bunécnych obalech
makromolekularni latky uvnitr bunéénych obalu

« serologicka typizace

« choroboplodné ucinky

Bakterie rozdeleni podle schopnosti barvit se podle Grama
s grampozitivni

W u A AL &4

Barveni podle Grama:

krystalova violet’ + st'avelan amonny
Lugoltlv roztok

95% ethanol A ,
safranin G* neodbarvuji se EtOH, G- odbarvuji se EtOH



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/79/Gram_Stain_Anthrax.jpg

Gramnegativni bakterie

Obal obsahuje 4 vrstvy:
cytoplazmaticka (vnitrni) membrana (4)
speriplazmovy prostor (3) h,
.peptidoglykanova bunééna sténa ?'Ci’tt;'g’;r:gﬂ*y
svnéjsi membrana (2)

kapsula?(1)

Vneéjsi membrana:

sdipopolysacharid LPS

sfosfolipid

smembranové proteiny (funkce receptoru a
molekulovych poéru)


http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Bacteria.svg

Lipopolysacharid (LPS — endotoxin)

s funkce permeabilni prekazky (prestup latek)

s endotoxin gramnegativnich bakterii

« makromolekulovy komplex pevné navazany v povrchove
vrstve

%* zodpovedny za patofyziologicke projevy
pri infekcich vyvolanych gramnegativnimi bakteriemi
% po lyze bakteriovych bunék obrannym zarizenim hostitele

celed’ Enterobacteriaceae: endotoxiny

Salmonela, Shigella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Klebsiella, Pasteurella
Produkce endoxint



Biologické ucinky:

» pyrogennost (zvysovani télesné teploty)

» zmeény v poctu leukocytu

» aktivizace komplementu alternativni cestou
» aktivace makrofagu

» agregace trombocytu

» a dalsi

Nekteré jsou pro organismus prospesne jiné skodlive,
vysoka davka endoxinu muze byt smrtelna.



Erytrocytoveé antigeny

zivociSna bunka ma na svém povrchu mnoho antigenu,
které oznacuiji jeji prislusnost:

** k urcitemu zivocisnému druhu

* organove tkanove specifické

% u jednotliveu daného druhu

*» charakteristické pro urcitého jednotlivce

Chemicky:

0 glykoproteiny

O proteiny

4 glykolipidy

(soucast cytoplazmatické membrany)

Usporadany do ruznych systému.

Nejdrive charakterizovany

membranové znaky na povrchu erytrocytu (¢ervené krvinky)
Systém: KREVNI SKUPINY (vyskytuji se i na jinych burkach,
dokonce i rostlinnych)



1901 Landsteiner ABO
1907 Jansky (nezavisle) (1921)

4 skupiny: 0 (nula), A, B, AB
charakterizovany AD, proti kterym vznikaji Ab

A | Antigen A Anti B
B |Antigen B Anti A . Ee
AB | Antigeny A, B neobsahuje

O | Neobsahuje antigeny | Anti A
AB Anti B

v’ sérum jedince neobsahuje Ab proti vlastnim erythrocytiim

v' smichanim erythrocytl se sérem s antierythrocytovymi Ab
= AGLUTINACE



Reakcie erytrocytov s antisérami proti krvnym skupinam AB0

® Erythrocyty 0 neaglutinuji sérum zadné krevni skupiny

® Osoba s 0 muze byt univerzalnim darcem krve pro vS§echny
® Osoba s 0 muze prijat krev pouze od darce 0

® Krvinky A se aglutinuji kromé 0 sérem B

® Krvinky B se aglutinuji sérem A

® Erythrocyty AB se aglutinuji plisobenim vS§ech kromé AB



Predpoklad:

% cerveneé krvinky 0 nenesou zadny aglutinogen
“* nesou slaby aglutinogen H

v Antigeny systému ABO = glykoproteiny

v" AD = oligosacharidové retézce

v' Zakladni funkce ma antigen H, ktery se nachazi na vSech
cervenych krvinkach (kromé typu Bombaij)

v Oligosacharidy: glukosa, galaktosa, fukosa
N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin
Imunodominatni sacharid pro:

pro antigen H: L-fukosa
pro antigen A: D-N-acetylgalaktosamin
pro antigen B: D-galaktosa



Dalsi systemy:

PLewis | charidové systém
Lutheran d d

Rh - aminokyselinové jednotky
MNSs .

Systém Rh

Imunizaci kralikl erytrocyty opice Macaca mulata
(drive Macaca rhesus)

se ziska serum, které aglutinuje vetsinu lidskych
erytrocytu:

Rh+ pozitivni 85 %

Rh- negativni 15 %

Vyznam v bézné transfuzni praxi



Urceni krevni skupiny

PACIENT: |
Rodné &islo: -

1. Do pfisludnych barevnych krouZku
kdpnéte po 1 kapce diagnostika
Anti-A resp. :

2. Do Cervenych krouZku kdpnéte po
1 kapce krve pacienta (v hornf
poloving karticky), resp. krevnf
konzervy (v dolnf poloving kartitky).

3. Ty€inkou promichejte kapky krve
a diagnostik.

— Anti-A 4. Do jedné minuty odectéte.
Krevnisk. | Reakce s diagnostikem Krevni
konzervy: Anti-A skupina

+ , A

. B

+ AB
KR. KONZ. C. . 0

2

Krevni skupina



