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1. ПОЯСНЮВАЛЬНА ЗАПИСКА

Програма курсу «Методи лабораторної (клінічної) імунології» відповідає навчальному плану підготовки фахівця за спеціальністю 8.04102 «Біологія», науковий співробітник (біолог).

Курс «Методи лабораторної (клінічної) імунології» є необхідною складовою частиною вивчення курсу «Імунологія». Він надає можливість підготовити спеціаліста-біолога, за спеціалізацією імунологія та біохімія, до роботи в клініко-діагностичних лабораторіях як лаборанта з вищою освітою з лабораторної імунології, або м. н. с. у науково-дослідних лабораторіях як імунолога. 

Курс «Методи лабораторної (клінічної) імунології» розрахований на студентів 5 курсу біологічного факультету зі спеціальності “ Біологія ”.

Курс «Методи лабораторної (клінічної) імунології» складається з двох навчальних модулів: «Теоретичні основи методів лабораторної імунології. Методи преципітації та аглютинації» та «Виявлення імунних комплексів АГ-АТ із використанням кон’югатів антигенів або антитіл».
1. Мета та завдання навчальної дисципліни

Імунна система одна з гомеостатичних систем організму, функція якої – захист від чужої генетичної інформації або своєї, яка розпізнається компонентами системи як чужа. Імунна система – частка загальної нейроімунної ендокринної системи. Наш час характеризують екологічні та соціальні виклики, що обумовлюють стан напруги у цієї системі людини, змінюють фенотипи патогенів, їхні властивості, змінюється антигенні властивості власних структур людини. Всі ці та інші поки ще невідомі нам зв’язки людина – мікроорганізми визначають поширення імунопатологічних станів як у людини, так і тварин. Встановлення патогенезу захворювань, діагностика, патогенетична терапія та оцінка її ефективності неможливі без використання лабораторних методів дослідження компонентів імунної системи, її гуморальної та клітинної ланки. Тому мета курсу «Методи лабораторної (клінічної) імунології – вивчення теоретичних основ сучасних методів лабораторної імунології, які дозволяють здійснити оцінку стану гуморальних і клітинних механізмів захисту вродженого та адаптованого імунітету. Засвоїти, що в основі усіх варіантів методів сучасної імунології лежить специфічність взаємодії антиген – антитіло, методи розрізняються тільки способом детекції імунного комплексу, що утворюється; вибір методу обумовлюється вирішенням конкретного завдання, але він повинен бути високо специфічним і чуттєвим, економічно доцільним, доступним для виконання у конкретних умовах. 

Завдання курсу: Основи сучасної імунохімії. Антигени, антитіла: поліклональні, моноклональні. Реакція – антиген-антитіло. Імунний комплекс. Методи детекції імунних комплексів: реакції преципітації у рідинах та гелях, імуноелектрофорез. Реакції аглютинації: бактерій, сенсибілізованих часток – латекс аглютинація, аглютинації еритроцитів. Антитіло – залежний гемоліз. Мітки антитіл і антигенів. Використання кон’югатів антигенів та антитіл. Поняття других антитіл та їхніх кон’югатів. Принцип одержання кон’югатів. Радіоімунний аналіз. Імуноферментний аналіз. Імунофлуоресцентний аналіз. Методи визначення фенотипу клітин, їх рецепторів та антигенів, які відображають стадію диференціювання клітин. Проточні клітинні сортери. Оцінка функціональної активності імунокомпетентних клітин: ELISPOT

У результаті вивчення навчальної дисципліни студент повинен 

знати:

· принципи одержання полі – і моно специфічних антитіл, моноклональних антитіл, області їхнього використання; основні методи, засновані на реакції антиген – антитіло; 

· методи детекції імунних комплексів; 

· поняття про кон’югати антигенів і антитіл, принцип одержання кон’югатів;

· мітки антитіл і антигенів;

· поняття про імуноферментний аналіз і його варіанти; 
· методи оцінки фенотипу клітин імунної системи і їхньої функціональної приналежності; 
· поняття про клітинні сортери й області їхнього застосування;
· знати, що таке кластери диференціювання;

· поняття других антитіл та їх кон’югатів;
· знати сучасні методі визначення інтерлейкінів як показників функціональної активності імунокомпетентних клітин. 
 вміти:

· скласти алгоритм дослідження стану імунної системи з допомогою методів імунохімії;

· використовувати при роботі довідкову та методичну літературу, де знаходити інші необхідні джерела інформації і працювати з ними.

2. МІЖДИСЦИПЛІНАРНІ ЗВ’ЯЗКИ
1) Загальна імунологія
2) Біохімія
3) Молекулярна біологія
4) Біофізика
4. ЗМІСТ КУРСУ
Змістовий модуль 1. Теоретичні основи методів лабораторної імунології. Методи преципітації та аглютинації
Тема 1. Антитіла – головний інструмент імунохімії 

1) Вступ до проблеми тематики курсу 

2) Реакція антиген-антитіло, формування імунного комплексу – основа імунохімічного аналізу. 

3) Антигени, визначення, властивості. 
4) Полі – та моноспеціфічні антитіла, їх одержання. Поняття афінності та авідності антитіл. 

5) Будова і функція основних класів антитіл.

6) Поняття комплементарності антиген-антитіло. Імунні комплекси

Тема 2. Методи отримання антитіл з необхідними властивостями 

1) Вимога до сироваток із різними властивостями для різних цілей імунологічного аналізу.

2) Як одержують ідеальні сироватки. 

3) Необхідні властивості антисироваток – високий титр і висока авідність, специфічність – як їх можна домогтися при імунізації
Тема 3. Принципові підходи до визначення імунних комплексів розчинних та нерозчинних антигенів

1) Вибір методів імунного аналізу за участю антитіл
2) Загальна характеристика реакції антиген-антитіло. 

3) Фактори, що впливають на прояв реакцій антиген-антитіло
4) Феномени перебігу реакції антиген-антитіло та методи їхнього дослідження
5) Фактори, що визначають можливість реакції зв’язування антиген-антитіла
1.  Тема 4. Реакції преципітації у розчинах

1) Поняття преципітації. 

2) Антитіла, що преципітують.

3) Поняття зони еквівалентності, прозони, постзони.

4) Методи оцінки реакції преципітації у розчинах. 

5) Переваги й недоліки методу Використання методу в практиці.

Тема 5. Методи преципітації у гелях: метод подвійної імунодифузії

1) Реакції преципітації у гелях.

2) Теоретичні основи методу. 

3) Варіанти виконання методу. 

4) Метод подвійної дифузії в гелі, задачі, які він дозволяє вирішити: принципи постановки методу; оцінка результатів, область використання, можливі джерела помилок. 

5) Контроль якості при постановці реакції.

Тема 6. Методи преципітації у гелях: метод радіальної імунодифузії

1) Метод радіальної імунодифузії (РІД) 

2) Постановка методу РІД. 

3) Побудова каліброваних графіків.

4) Облік результатів. 

5) Джерела помилок РІД 

.

Тема 7. Методи преципітації у гелях: методи імуноелектрофорез
1) Теоретичні основи імуноелектрофорез. Обладнення, реактиви і процеси

2) Ракетний імуноелектрофорез

3) Лінійний імуноелектрофорез

4) Електрофорез із імунофіксацією

5) Області застосування

Змістовий модуль ІI. Виявлення імунних комплексів АГ-АТ із використанням кон’югатів антигенів або антитіл.

Тема 8. Методи, засновані на реакції аглютинації 

1) Принципи методу аглютинації та його варіанти.

2) Методи аглютинації з використання сенсибілізованих часток.

3) Поняття сенсибілізації. Методі аглютинації з використанням еритроцитів – прямі та не прямі реакції гемаглютинації.

4) Методи комплемент-залежного гемолізу.

5) Контроль якості при використанні методів
Тема 9. Методи визначення імунних комплексів з використанням міток 

1) Поняття “вторинні  антитіла ”, їх одержання. 

2) Поняття про кон'югати антитіл та антигенів

3) Типи міток. Вимоги до міток

4)  Вимоги до твердої фази

Тема 10. Основи радіоімунного та імуноферментного аналізів

· Радіоімунний аналіз, теоретичні основи, переваги та недоліки

· Імуноферментний аналіз. Теоретичні основи: вимоги до ферментів та субстратів

· Варіанти постановки ІФА

· Галузі застосування

Тема 11. Основи імунофлуоресцентного аналізу

1) Кон’югати антитіл із флуорохромами. 

2) Методи визначення титрів кон’югатів, яки будуть відповідати технічним вимогам аналізу.

3) Основи флуоресцентної мікроскопії імунних комплексів на поверхні клітин.

4) Основи їмунофлуоресцентної діагностики автоімунних захворювань (методи імуногістохімії).

Тема 12. Проточна імунофлуорометрия

1) Проточна цитофлуорометрія.

2) Проточні цитофлуорометрії. Принципи їх роботи. Методи визначення фенотипу клітин та їх кількості за допомогою проточного клітинного сортеру. 

3) Умови використання методу

Тема 13. Методи оцінки функціональної активності імунокомпетентних клітин. 

1) Методи оцінки функціональної активності імунокомпетентних клітин.

2) ELISPOT. Принцип методу ELISPOT. 

3) Задачі, які дозволяє вирішувати метод. 

4) Постановка методу, облік результатів.

Тема 14. Методи оцінки функціональної активності імунокомпетентних клітин. Нові методи оцінки Т-клінної відповіді.

1. Функціональний аналіз Т-клітин – визначення цитокінів, що секретуються у відповідь на стимуляцію антигеном – ELISPOT

2. Визначення внутрішньоклітинних цитокінів – проточний цитометричний аналіз

3. Структурний аналіз – візуалізація антиген специфічних Т-клітин за допомогою комплексів HLA-пептид люмінесцентний аналіз

4. Детекція прекурсорів Т-лімфоцитів

Тема 15. Використання методів імунохімічного аналізу в клінічної практиці.

1) Основи імунодіагностики інфекційних захворювань

2) Основи імунодіагностики автоімунних захворювань

3) Імунодіагностика онкопатології

4) Оцінка клітинної та гуморальної ланок імунної відповіді

5) Діагностики вроджених та надбаних імунодефіцитів
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