Imunoblot



Imunoblot

* pouziva se pro detekci specif. protilatek v séru pacienta (napt.
autoprotilatek, specifickych protilatek proti patogentm)

* v klasickém imunoblotu (westernblot) se nejprve antigeny
rozdéli pomoci elektroforézy v gelu (SDS PAGE)

e poté se presaji (blotting) na nitrocelulézovou membranu (také
pomoci migrace v elektrickém poli)

* nasleduje vlastni vysetreni séra na pritomnost protilatek:

- k antigenim na nitrocelulézové membrané se prida sérum
pacienta, pokud jsou pritomny protilatky, navazi se na prislusné
antigeny

- k vizualizaci pozitivniho vysledku se vyuziva sekundarni
protilatka proti lidskym imunoglobulindm s navdzanou znackou
(nejCasteji enzymem — barevna reakce)



Imunodot, line assay

* modifikaci klasického imunoblotu (westernblotu) jsou
imunodot (dot blot) a line assay, kdy jsou na ur¢ena mista
nitrocelulozové membrany naneseny jednotlivé antigeny v
rovhomeérnych vzdalenostech v podobé tecek nebo prouzku

e antigeny jsou v tomto pripade izolované a precistené nativni
proteiny nebo rekombinantni proteiny

* ve vsech pripadech se jedna o multiplexové techniky, kdy se
pri jednom vysSetreni testuje pritomnost vice rliznych
protilatek



Postup pro imunoblot

* vyrobce dodava nitroceluldzové stripy s nanesenymi antigeny
* vanicCku se stripy vlozit do pristroje AutoBlot

. pFidak;c blokovaci roztok, inkubace — zabranéni nespecifickych
vaze

* promyti

» do prislusnych zlabku pridat sérum pacienta, inkubace

* promyti

» pridat konjugat (sek. protilatka znacena enzymem)

e promyti

* inkubace se substratem (u pozitivnich vzorkl dojde ke zbarveni)
 stop Cinidlo

* stripy osusit
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AutoBlot 3000
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Signature

Vyhodnoceni vysetreni
anti- nuklearnich
protilatek programem
AID Western Blot
Scanner (Autoimmun
Diagnostika GmbH)

Na obrazku vidime
pacienta se silnou
pozitivitou anti-SS-A
a pozitivitou anti-SS-B
protilatek.



