ELISPOT




princip

V jamce desticky monoklonalni ab proti
detekované latce (kautuje vyrobce Ci laborator)

Do jamek bunécna suspenze
(stimulované/nestimulované bunky)

Inkubace (zachyceni produktl na ab)
Odmyti bunék a prebytec¢nych produktu

Vizualizace: ab znacena enzymem-substrat
o Odmyvani prebytkud jednotlivych slozek
o Zastaveni reakce: proplach kohoutkovou vodou

ELISpot reader (scanovani desky, pocitani spotu)

Na dné desticky je membrana

Stimulace: pt. LPS, CMV, ethanol; preinkubace se
stimulanciem/smichat az v jamce ELISPOT desky



Treat with ethanol, coat with capture antibody

Wash plate. Incubate with streptavidin-alkaline
phosphatase conjugated

Incubate cells in the presence of stimuli, cytokines
are released, which bind to capture antibodies

Y

Incubate with BCIP/NBT. Precipitated product forms,
results in blue/purple spots.

Wash plate. Incubation with biotinylated
detection antibody.

Capture antibody
Cytokines
Cell

Biotinylated detection
antibody

Streptavidin-alkaline
phosphatase

Substrate product



detekce

Enzymaticka: kfenova peroxidaza,
biotinylovana ab-streptavidin-ALP

Fluorospot: fluorescencni detekce
spotu

Double-color: detekce dvou raznych
produktd v jedné jamce, kazdy
produkt znacen jinou barvou



ouble-color vs single-color




fluorospot




Sledovani produkce protilatek (B-
lymf) ¢i cytokint (T a B lymf)

Pfiklad: detekce IL-10 a IFNy T-lymf

o Monitoring zanétlivé odpovéedi (IFNy
prozanétlivy, IL-10 protizanétlivy)

o Presmyk T-lymf z produkce IFNy na IL-10

vyuziti

> U pacient( s astmatem porusena regulace
této drahy — nadprodukce IFNy — klinickeé
priznaky

> Vitamin D podporuje presmyk T-lymf na
produkci IL-10 — u nékterych pacient(
zlepseni klinického obrazu




Dekuji za pozornost




