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Princip: Tato metoda je zaloZend na vizualizaci reakce antigen - protilatka. Imunofluorescence se déli
na dva zakladni typy - pfima a nepfima. U pfimé imunofluorescence dochazi k detekci antigenu a
konjugdt se vaze pfimo na antigen, zatim co u nepfimé imunofluorescence dochazi k detekci
protilatek, kterd probiha ve dvou krocich - nejprve se protilatky z testovaného séra navazou na
antigenni substrat a poté se na tyto protilatky vaze konjugat (specificky k lidskym imunoglobulindm -
IgG, IgM, IgA). Konjugat je protildtka s navdazanym fluorescenénim barvivem (fluorochromem).
Nejcastéji pouzivany fluorochrom je FITC (fluoresceinizothiokyanat) - excitac¢ni/emisni vinova délka
495/520 nm (emituje zelené svétlo). U nepfimé imunofluorescence je konjugat specificky k lidskym
imunoglobulindm ve tfidach 1gG/IgM/IgA. Pro nékterd autoimunitni onemocnéni ma klinicky vyznam
vyskyt autoprotilatek v urcité izotypové tridé (napf. celiakie - IgA). Jako antigenni substrat se pfi
neprimé imunofluorescenci nejcastéji vyuzivaji HEp2 buriky (Human Epithelial). Jedna se o rychle se
délici buriky, u kterych je v mitdéze pozorovatelna chromatinova desticka, ktera je dalezitym znakem
pro odliseni jednotlivych typl ANA.

Uplatnéni metody: Metoda nepfimé imunofluorescence se vyuziva predevsim k prikazu specifickych
protilatek, nejcastéji autoprotilatek. Autoprotilatky detekované nepfimou imunofluorescenci
muzeme rozdélit na organové nespecifické (napf. ANA - antinuklearni, AMA - antimitochondrialni,...)
a organové specifické (napf. GPC - proti parietalnim bunkam Zaludku,...). Uplatnéni metody je tedy
zejména pfi diagnostice autoimunitnich chorob. Autoimunitni choroby jsou onemocnéni, pfi kterém
autoprotilatky nebo autoreaktivni T- lymfocyty reaguji s endogennimi antigeny a tim dochazi
k poskozeni viastnich bunék a tkani.

Uskali metody: Tato metoda je zatiZena velkou subjektivitou. Zalezi na kvalitativnim rozhodnuti
odecitajiciho laboratorniho pracovnika, zda a jak preparat sviti. Odecitajici musi dobte znat histologii
pfislusnych tkani a bunék, aby se dokazal orientovat ve strukturach. DalSim uskalim u nepfimé
imunofluorescence je faktor nespecifické fluorescence, kterd muize byt zplisobena napfiklad Spatnym
vymytim protilatek.

Pfistrojové vybaveni: Z pfistrojového vybaveni je knepfimé imunofluorescenci nezbytny
fluorescenéni mikroskop. Mezi jeho hlavni soucasti patfi zdroj svétla, kterym muze byt rtutova
vybojka, nebo LED dioda. DalSimi soucastmi jsou excitacni filtr, ktery propousti pouze ¢ast spektra
potiebnou pro excitaci fluorescence a zabranuje prlichodu zareni v oblasti emisni vinové délky, které
by vytvarelo pozadi a emisni (bariérovy) filtr, ktery propousti pouze emisni ¢ast spektra a zabranuje
prichodu excitaéniho zareni.

Odbér a transport: Odebiranym materidlem je Zilni krev (5 ml). Odebird se do zkumavky se
separacnim gelem (Vacuette - cerveny uzavér). Na pripravu pacienta pred odbérem a ani na
transport nejsou stanoveny zadné zvlastni pozadavky.



