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NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE

Teorie:

Imunofluorescence je metoda zaloZena na vizualizaci reakce antigen-protilatka protildtkou oznacenou
fluorescencni barvickou. Je povazovana za zlaty standard pro stanoveni autoprotilatek. Nejcastéji
pouzivanymi substraty jsou: bunéfna linie Hep2 (buiiky nazofarynedlniho karcinomu), prvok
Critidium lucilliae, 1idské neutrofilni leukocyty, fez opiciho jicnu, krysi ledviny+krysi Zaludek-+jatra.
Nejcastéji pouzivanym fluorochromem je FITC (fluoresceinizothiokyanat) jez pii vinové délce 490
nm emituje charakteristické zelené svétlo.

Provedeni:
1. PRIPRAVA VYSETROVANYCH VZORKU
- sérum (zamrazZené sérum pacienta) nafedit v PBS 1:81 (10ul séra 800 ul PBS)

2. PRIPRAVA SKEL
- skla nechat vytemperovat

3. APLIKACE VZORKU
- napipetovat na fez 25 pl nafedéného séra na pomocny nosi¢ (kazdé okénko)

4. INKUBACE
- Preklopit na nosic sklicko s buiikami 30 min pfi laboratorni teploté

5. PRIPRAVA KONJUGATU
- USOL - k lyofilizovanému konjugatu ptidat destilovanou vodu dle navodu vyrobce (1 nebo 2
ml)
- nechat dobfe rozpustit
- 1 ml zampulky + 8 ml PBS + 0,250ml fedéné Evans Blue (Ize pfipravit i polovi¢ni davku)

6. OPLACH
- skla splachnout proudem PBS, nechat prat v PBS 5 min
- opatrné otfit zadni stranu a hrany skla

7. APLIKACE KONJUGATU
- aplikovat 20 pl nafedéného konjugatu

8. INKUBACE
- 30 min pti laboratorni teploté ve vlhké komurce

9. OPLACH
- skla splachnout proudem PBS, nechat prat v PBS 5 min
- opatrn¢ otfit zadni stranu a hrany skla

10. FIXACE
- najednotlivé okénka nakapat malé kapicky glycerinu
- opatrné prilozit reakéni sklicko

11. ODECITANI
- fluorescencni mikroskop pfi zvétSeni 40x



