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* Monoklonalna protilatka (imunoglobulin) je protilatka
ziskana z klonalnej populécie jednej plazmatickej bunky

(B-lymfocytu).
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Imunofenotypizacia.
Najcastejsie IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b)

Vyuzivaju sa fluorescencne znacené protilatky.

Metoda vol'by pre identifikaciu a triedenie
bunkovych komplexov.

Zakladny vyskum, klinické laboratoria.
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rescencné znacenie protilatok




Priprava vzoriek

+ Potreba suspenzie jednotlivych buniek
« Znacenie povrchovych antigénov - inkubacia s protilatkami

» Znacenie intracelularnych antigénov - fixacia a
permeabilizacia (neexistuje Ziadny Standardny postup).

1. Fixacia v 70% etanole pri 0 C

Fixacia v 1% formaldehyde v 0 C

nasledovana metanolom pri -20 C.



Priame znacenie vyuZziva jednu protilatku na znacCenie ciela
(primarna protilatka). Protilatka je priamo konjugovana s
fluoroforom.

Nepriame znacenie vyuziva dve protilatky. Primarnu
nekonjugovanu a sekundarnu konjugovanu s fluoroforom,
ktora sa viaze na primarnu protilatku.

Direct Indirect
Antigen
Primary Antibody
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http://www.abcam.com/secondary-antibodies/direct-vs-
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Priame znacenie — monoklonalna protilatka
konjugovana s fluoroforom.

Nepriame znacenie — polyvalentna (viac stran na
primarnej Ab) alebo monoklonalna protilatka,
Specificka pre Ig typ primarnej protilatky. Protein A,
biotin-avidin.
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Preco titrujeme?
Pre optimalizaciu signalu, dosiahnutie celkoveého nasytenia,

minimalizovanie signalu pozadia a pre zachovanie
reagencie (Setrenie penazi ©).

Vacsinou udavana vyrobcom. ALE!
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Preco?
Potvrdenie Specifickosti primarnej vazby protilatky.
Vylucenie nespecifickeho naviazania Fc receptora alebo inej
bunkovej proteinovej interakcie.
Mala by zodpovedat’ charakteristikam primarne;
protilatky :
Hostitel'sky druh
[zotypova forma
Forma konjugacie
Je namierena proti antigénu, ktory sa v bunke nenachadza.
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