Imunofixace E

- Metodou imunofixace Ize identifikovat

PARAPROTEIN v séru, moci a likvoru ee o A W K

paraprotein = monoklonalni imunoglobulin
(monoklonalni gamaglobulin)

- je produkovan 1 klonem B-lymfocytu

- muze sestavat z tézkého retézce IgG/A/M/D/E a lehkého
retezce kappa / lambda

- stav, kdy ma pacient v seru paraprotein se nazyva
paraproteinémie nebo monoklonalni gamapatie



Imunofixace

« Paraprotein se vyskytuje napr. u mnohocetného myelomu
a jinych hematoonkologickych onemocneni

* 75 - 380% nemocnych mnohoCetnym myelomem ma v
moci pritomny monoklonalni lehké fetézce (Bence-
Jonesova bilkovina). BJB poskozuje bunky proximalnich
tubulu ledvin.

« U nekterych lidi je v séru pritomen paraprotein, aniz by
meli priznaky onemocneéni, u nekterych z nich se nemoc
pozdéji rozvine

MGUS = monoklonalni gamapatie neznameho vyznamu

(monoclonal gammopathy of unknown significance)



Elektroforéza sérovych proteinu

« Rozdeli se na jednotlivé zony podle elektroforetické pohyblivosti

« Muze odhalit pfitomnost paraproteinu, ale neurci jeho typ
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- Ize zachytit pouze hrubé zmeny:
hyper- nebo hypogamaglobulinémie,
pripadné paraproteinémie




Elektroforéza sérovych proteinu
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Imunofixace

dvoustupnova metoda

prvni faze: smes bilkovin se rozdeli podle
elektroforetické pohyblivosti

druha faze: identifikace typu bilkoviny pomoci
specifickych protilatek - imunoprecipitace,
barveni

Imunofixace je pouze kvalitativni metoda

kvantitu paraproteinu lze urcit z ELFO sérovych
proteinu podle intenzity zbarveni prouzku



Imunofixace - postup

. 'V gelu se zhotovi obvykle 6 startu, do nichz se
aplikuje vzorek téhoz pacienta

. Po skonceni elektroforezy se na povrch gelu
prilozi sablona s vyriznutymi okénky v miste
elektroforetickych drah

. Prvni draha je klasicka ELFO sérovych
proteinu, aplikuje se fixacni roztok

. Do ostatnich drah se nanaseji specificke
protilatky proti tézkym fetézcum IgG, IgA, IgM a
proti lehkym fetézcum K nebo A



Imunofixace - postup

5. Protilatky difunduji do gelu a v miste, kde
reaguji s prislusnym antigenem vytvareji
Imunokomplexy ve forme precipitatu

6. Promytim vhodnym pufrem se odstrani jak
antigeny nereaguijici s aplikovanou protilatkou,
tak 1 nadbytek protilatky.

7. Po promyti v gelu zustanou pouze
nerozpustene imunokomplexy, vytvarejici
ohranicny pruh, ktery se zvyraznuje obarvenim.



Imunofixace

vzorky jsou aplikovany do 6ti specifickyeh's

Sablony
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Imunofixace

elektroforeticka separace proteini v alkalie
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rychlost pohybu je zavisla
na velikosti molekuly a sile naboje
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Imunofixace

separované imunoglobulinové molekuly



Imunofixace

prilozeni magnetické masky

pro aplikaci roztoku antisér
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Imunofixace
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monospecificka antiséra

Imunofixace

inkubace, 3
imunoprecipitace s monospecifickymi antiss




inkubace,

Imunofixace

imunoprecipitace s monospecifickymi ant!
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Imunofixace

barveni

pacient A pacient B
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Imunofixace
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Pozn. 75 — 80% nemocnych mnohocCetnym myelomem ma v moci pritomny
monoklonalni lehké rfetézce (Bence-Jonesova bilkovina/paraprotein). BJB
poskozuje bunky proximalnich tubull ledvin.

MGUS monoklonalni gamapatie nejasného plvodu



