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Antigen= imunogen

* Ma schopnost navodit  « antigen (Ag) - ligand

specifickou imunitni rotilatek (Ab
odpoved P o (AD)
— protilatka =
. . iImunoglobulin nebo
 t]. tvorbu protilatek, jeho fragment

efektorovych a
regulacnich bunék
bunécné imunity, a
specificky reagovat
S produkty této
odpovedi

\ !V\ q imunokomplex (IK)
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Antigenni determinanty

Ag determinanta (epitop)

— usek (poly)peptidu nebo polysacharidu (5 - 7 jednotek)
— ligand Ab/TCR

« Ag Céastice obsahuje vétsinou radu determinant

determinanty

— imunogenni (rozeznatelné, cizi)

— skrytée (kryptické)

— neimunogeni = tolerované (danym jedincem)

determinanta linearni, konformacni
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Antigenni determinanty

* hapten ,mala“ o Komplexni antigen —
molekula soubor kompletnich
— imunogenni po vazbé antigenu
na nosic — napf. ledvina

— antigenni sam o sobé
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Major histocompatibility complex

e MHC cloveka = Human Leukocyte Antigens (HLA)
— plvodné nalezen na leukocytech
— pritomen na vSech bb.

« vyskyt molekul HLA I. tfidy
— vSechny jaderné bb
— fadové nékolik set tisic molekul

— exprese neni konstitutivni, podléha zménam pod vlivem cytokint (IFNy,
IFNa)

o vyskyt molekul HLA II. tfidy

— exprese nizka sl v chrob:
prese nizAERRINYY, 7 G
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HLA polymorfismus

 geny MHC jsou multialelické, jejich produkty jsou vyrazné
polymorfni

« EXxistuji desitky ,sérologickych specifit* a stovky
~.molekularnich variant”

— varianty genu = alely

e polymorfismus je dan mnozstvim variant genu (lokusu)

— existuji 3 geny HLA I. (A,B,C), tzn. na bb je vyjadieno 6
ruznych molekul HLA I. Tfidy

— pro HLA II. tridy (2xDR, DQ, DP) je vyjadreno 8 rozdilnych

— Retézce a Hl-m HLA . 5 a
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HLA polymorfismus

POLYMORFISMUS HLA SYSTEMU (WHO, 2000)

HLA I. tFidy | HLA 1II. tridy HLA III tFidy
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Funkce molekul HLA

o vazat peptidové fragmenty proteinu a
vystavovat je (na povrchu bb) pro T
lymfocyty

 Rozdil mezi HLA | a HLA II: typ peptidoveho
fragmentu proteinu:

— produkovanych bunkou — HLA |. tridy
_ nohleenveh burl ULA 1L i
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prezentace Ag v kontextu MHC I. triay
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@ Antigen (b)

(d)

Endocytic pathway

©
Cathepsins

apli M

af-l
fragments {r

O} l Tan

MHC class | MHC class l1-li
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o I. trida prezentuje T bunkam - zanik predkladajici bunky

 |l. tFida prezentuje T, bunkam - rozvoj $ecifické odpovedi

MHC
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ostatni molekuly prezentujici Ag

CD1

Je kodovan na 1. chrom.
spodobna HLA I. tridy
sasociovana s 32-mikroglop.

sexprese na dendritickych
bb, monocytech

piedkladani T bb y0

Bactenal q ?
peptides ¢

Intracellular
bacteria
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Asoclace HLA s nemocemi

e Jednd se soucCasny Onemocnéni HLA alela
vyskyt urcCitého HLA Revmatoidni DR4
komplexu a onemocnéni | artritida

o VétSinou autoimunitni Gravesova ch. | DR3
onemocneni Myastenia DR3

gravis

Celiakie DR3-DQ2, B8

SLE DR3

Diabetes DR3 a DR4

mellitus I-dep.

Roztrousena A3, B7, B2,
DR2
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ypizace HLA systemu

fenotypizace genotypizace
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Urcovani HLA L. i 1.

Princip — naruseni membrany bunék za ucasti komplementu a uvolnéneho
barviva eozinu

Provedeni v Terasakiho destickach:
+ izolované B nebo T lymfocyty z periferni nesrazlive krve

+ diagnostickd HLA antiséra z vicenasobnych rodicek (120 sér pro HLA |.
Tridu; 60 sér pro HLA II. tfidu)

+ Pfida se krali¢i komplement a vitalni barvivo (napr. eosin Y — zlute),
ethidium bromid pro mrtvé bb

Detekce:
* sledovani v mikroskopu

» bunka s navazanou protilatkou lyzuje; mrtvé bunky jsou tmavé, barvivo do
bunky pronikda pory a zlstava tam

» ziveé bunky opaleskuji a zari (pumpuji barvivo z bunky ven)

* hodnoti se pocet 2

_ ova%' ch k celkoveu pocCtu bunek v zornem
poli (%) | T :
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Mikrocytotoxicky test

* Lyzuji bunky nesouci HLA, proti které byly
namireny specifické protilatky
o vitalni barveni

/’/
anti-HLA-BS
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MLC (mixed lymphocyte culture, technika

smesné lymfocytarni kultury)

Prakaz HLA I. a ll. tfidy HLA DR, DQ
Kultivace lymfocytu dvou jedinct odliSnych v antigenech HLA;

proliferace bb méfena inkorporaci thymidinu

Provedeni:

lymfocyty pacienta jsou kultivovany spolecné s typovymi lymfocyty
se znamym alelickym slozenim HLA antigenu Il. tfidy (typové
lymfocyty se nedéli, ozareny!!)

v kultivaénim médiu také 3H thymidin
rozdilné HLA antigeny: indukce proliferace u lymfocytt pacienta
bb se zvétSuji, syntetizuji DNA, proliferuji

radioaktivni 3H thymidin se zabudovava do DNA proliferujicich
bunek

Detekce'

negativita ZHEF v 'E{bf\ antlgew
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bunkami zpostredkované Iyze)

e pro HLA II. tfidy

Princip: po expozici bunék cizim antigenim se objevuji
cytotoxicke T lymfocyty

Provedenit:

 kultivace testovanych lymfocytu s lymfocyty typovymi
(ozarenymi, suprimovanymi)

* bunécdna suspenze se prida do kultury ter€ovych bb darce
znacenych >Cr

Detekce

* v pripade rozdilnych HLA antigenu se lymfocyty pacienta
aktivovaly a cytotoxické T lymfocyty pacienta lyzuji terCovée
buriky darce, ty uvoliuji atomy >1Cr

 po centrifugaci a oddéleni bunék se promeruje uvolnena
radioaktivita do media

~— o
.'
.
] Univerzita
. vIN y OP Vrdélévani Pardubice
EVROPSKA UNIE kil pro konkurenceschopnost




INCHEBIO — Inovace studijnich programt Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

Molekularne-biologické metody

« vhodné pro typizaci HLA 1. i II. tridy

 PCR (polymerazova retezova reakce)

— sekvencne specifické typizovani s pouzitim
znacenych (radioaktivné nebo fluorescencne)
hybridizacnich sond

— porovnani s databazi
— rutinni stanoveni, citlivé

 RFLP (restriction fragment length polymorfism)

— Urcovani HLA na zaklade polymorfismu restrikCnich
fragmentu podle znalosti sekvence nukleotidu
jednotlivych alel
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