Reakcije Ag - At



Izmedu konfiguracije aktivnih mesta At 1 determinantnih grupa
mora postojati podudarnost (odnos “kljuca’ 1 “brave”).




Na reakcije Ag-At znaCajno uticu fizicko-hemijski uslovi u
kojima se one odvijaju:

1) Uticaj pH — zavisi od molariteta.

Vezivanje Ag 1 At se smanjuje kada se pH smanjuje (od 7-4), ili
kada se molaritet rastvora pojacava.



2) Temperatura — utice na brzinu Ag-At reakcije.

3) Velicina molekula 1 njithova koncentracija — uticu na kinetiku
reakcija.

- Mnogo su brZze reakcije 1zmedu prostih haptena 1 njihovih
antitela.



PRIMARNE REAKCIJE — odnose se samo na direktne interakcije
Ag 1 At, nezavisno od bioloSkih 1 biohemijskih pojava koje mogu
nastati (Farrova proba, ravnotezna dializa, imunofluorescencija,
radioimunoloska proba);



SEKUNDARNE REAKCIJE zasnovane su na pojavama koje su
posledica primarnih reakciya: precipitacija, aglutinaciyja,
neutralizacija toksina 1 virusa, reakcije zavisne od komplementa;

TERCIJARNE REAKCIJE Ag-At — oznaCavaju bioloSke
posledice “in vivo”, primarnih reakcija: intravaskularna hemoliza,
anafilaksija (anafilakticki Sok, pasivna koZna anafilaksija),
ARTUSOVA reakcija.



Primarne reakcije

1) Metoda imunofluorescencije (direktna, indirektna)
2) Imunoenzimska proba — ELISA

3) Farova proba (precipitacija Ag+At kompleksa)

4) Gasenje fluorescencije

5) RadioimunoloSka proba 1

6) Ravnotezna dijaliza
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- Direktna imunofluorescencija




Indirektna imunofluorescencija
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o Indirektna imunofluorescencija
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Direktna ELISA
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Indirektna ELISA
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Kompetitivna cELISA
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Indirektna ELISA u mikrotitracionoj ploc¢i



SEKUNDARNE REAKCIJE Ag-At
- Kada se At vezuju za rastvorljive Ag — PRECIPITACIJA;

- Kada se At vezuju za Ag u vidu uobli¢enih Cestica, dolazi do
skupljanja Ag u gomilice (npr. bakterija) AGLUTINACIJA.




PRECIPITACIJA — wvidljiva reakcyja 1zmedu imunog seruma 1
odgovarajucth Ag u kojoj se stvaraju komplekst Ag+At u vidu
belicastog zamucenja — PRECIPITATA.

- At — PRECIPITINI
Ag — PRECIPITINOGENI

Pored pre pomenutih faktora, reakcije precipitacije zavise 1 od
kvantitativnog odnosa Ag 1 At.

Ako su koli¢ine antigena 1 antitela ujednacene stvaranje
kompleksa Ag+At je najviSe moguce.

Kada postoj1 viSak antitela il1 viSak antigena reakcija se smanjuje
jer nevezane grupe antigena 1 antitela blokiraju stvaranje imunih
kompleksa.



Metode precipitacije

1) Imunodifuzija u ploCama (odn. epruveti)
2) Radnjalna imunodifuzija

3) Imunoeclektroforeza

4) UkrStena elektroforeza

5) Suprotna “counter” elektroforeza



IMUNODIFUZIJA U EPRUVETI

ispunjenoj sa agarom u koji je inkorporisan imuni serum.
Posle nalivanja Ag — ako je konc. At bila dovoljna,
stvara se PRECIPITAT na nivou prodiranja Ag u agar.

IMUNODIFUZIJA U PLOCAMA

Agar se razlijje u ploCe, a u njemu se naprave, na
odredenom rastojanju, udubljenja. U okolna udubljenja
stave se Ag, a u centralno — 1imuni serum. Oba reagenta
difunduju kroz agar i na mestu susreta (odn. dodirnom
sloju) formiraju PRECIPITACIONE LUKOVE.

RADIJALNA IMUNODIFUZIJA

IMUNOELEKTROFOREZA




Imunoprecipitacija u epruveti



- REAKCIJE UOBLICENIH Ag i At

a) Reakcije aglutinacije

b) Reakcije neutralizacije

c¢) Reakcije u kojima se primenjuje komplement.




- AGLUTINACIJA - Ag (aglutinogeni)
- At (aglutinini)
- proizvod AGLUTINAT

Aglutinini, vezani za povrSinu uobli¢enog Ag, slepljuju ih u
golim okom vidljive gomilice (aglutinate).







Brza aglutinacija brucela (BAB) 1li Rose Bengal, levo
pozitivna reakcija, a desno negativna reakcija




Aglutinacije u epruveti, levo pozitivna reakcija, a desno
negativna



REAKCIJE NEUTRALIZACIJE TOKSINA 1 VIRUSA su
reakcije u kojima se vezivanjem specificnih At sa odgovaraju¢im
Ag sprecCavaju 1zvesne funkcije molekula koje ucestvuju u tim
reakcijama.

REAKCIJA VEZIVANJA KOMPLEMENTA




VN test



RVK
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Prikaz pozitivne 1 negativne RVK u mikroploci
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