Imunofixace

- Imunofixace slouzi pfedevsim k identifikaci typu paraproteinu — monoklonalni
imunoglobulin — tézké retézce IgG, IgA, IgM, IgD, IgE, lehké fetézce kappa, lambda

- Paraprotein a jiné zmény lze zachytit uz pfi elektroforéze proteint séra:
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Elektroforéza proteinu séra
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Obrazek prevzat z http://www.sebia-usa.com/products/reagents.html (dnor 2007)
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Imunofixace

metoda umoznujici identifikaci a typizaci
monoklonalnich imunoglobulinu v séru,
mocCi nebo mozkomisnim mokul.

dvoustupnova metoda:

prvni faze: smes bilkovin se rozdeli podle
elektroforeticke pohyblivosti.

druha faze: identifikace typu bilkoviny
pomoci specifickych protilatek, barveni
imunoprecipitacni reakce.



Imunofixace

» Elektroforéza smesi bilkovin se
uskutecnuje vetsinou v agarosovem nebo
acetatcelulosovém gelu

* v gelu se zhotovi obvykle 6 startu, do
nichz se aplikuje vzorek téhoz pacienta

* Po skonceni elektroforézy se na povrch
gelu prilozi sablona s vyriznutymi prouzky
v zonach elektroforetickyc hdrah
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* Do prvniho prouzku, ktery je urCen pouze
pro elektroforézu, se aplikuje fixacni roztok

» Do ostatnich vyfriznutych prouzku se
nanaseji specifické protilatky proti 19G,
IgA, IgM a proti lehkym retézcum k nebo A

 difunduji do gelu a v miste, kde reaguji s
prislusnym antigenem vytvareji
iImunokomplexy ve forme precipitatu.
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* Promytim vhodnym pufrem se odstrani jak
antigeny nereaguijici s aplikovanou
protilatkou, tak | nadbytek protilatky.

» Po promyti v gelu zustanou pouze
nerozpustene imunokomplexy, vytvarejici
ohranicny pruh, ktery se zvyraznuje
obarvenim.
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vzorky jsou aplikovany do 6ti specifickychs
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elektroforeticka separace proteint v alkalich
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separované imunoglobulinové molekuly
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prilozeni magnetické masky

pro aplikaci roztoku antisér
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monospecificka antiséra
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imunoprecipitace s monospecifickymi ant!
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barveni
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Pozn. 75 — 80% nemocnych mnohocCetnym myelomem ma v moci pritomny
monoklonalni lehké retézce (Bence-Jonesova bilkovina/paraprotein). BJB
poskozuje bunky proximalnich tubult ledvin.

MGUS monoklonalni gamapatie nejasného puvodu



