Imunoblotting

SOUTHERN BLOTTING

vyvinut v r. 1970, k detekci DNA, molekuly DNA se prenaseji
Zz agarozoveho gelu na membranu k nalezeni Casti sekvence
DNA Ci konkretniho genu v genomu

NORTHERN BLOTTING

slouzi k detekci RNA

prenos nam umoznuje zjistit pritomnost, nepritomnost a
relativni mnozstvi specifickych RNA sekvenci

WESTERN BLOTTING

slouzi k detekci bilkovin

touto metodou dokazeme najit jednu bilkovinu v mnozstvi
jinych, pricemz urcit i délku daneho proteinu

je zavisla na pouziti velmi kvalitnich Ab zamerenych na
vybranou bilkovinu

Podstatou blottingu: izolovana latka (obvykle separovana)

se prenasi na membranu.



Podle typu prenosu se bloty lisi:

Difazni blotting: v pfenosovém pufru

Vakuovy blotting: prenos pomoci vakua

Kapilarni blotting: prenos kapilarnimi silami pres filtracni
papir

Tankovy elektroblotting: k pfenosu vyuzito el. pole (2-3l
pufru), na boku nadoby - elektrody

,oemi dry® blotting: vyuziti ploSnych elektrod (100 ml)

Kapkovaci dot blotting: bilkoviny nejsou rozseparovany
— imobilizace jednotlivych vzorku

Pouzivané membrany:

Nylonova — elektrostaticka interakce
PVDF (polyvinylen difluoridova) — hydrofilni interakce
Nitrocelulosova — hydrofilni interakce

WESTERN BLOT
3 kroky: (gradientova elektroforeza)



SDS PAGE

Nejpouzivanéjsi metodou je PAGE — SDS elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS (sodium dodecyl
sulphate). Umoznuje nasledné urceni relativhich molekulovych
hmotnosti jednotlivych proteinovych frakci.
Polyakrylamidové gely se pripravuji kopolymeraci polymeru —
a ( ).
Polymeraci akrylamidu vznikaji dlouhé retézce polymeru,
zarazeni BISu zpusobuje zesileni ,mustky“, které vznikaji
z bifunkénich zbytkl BISu. Vytvorena polyakrylamidova matice
nese elektricky naboj a je chemicky dost inertni. Pro stanoveni
Mr se pouziva SDS detergent.
homogenni, hydrofilni, vyborné mechanické vilastnosti, nizka
elektroosmoéza a nizka absorpce

- SDS - sodium dodecylsulfat — TENZID, vaze se v poméru
1,4 g SDS/ 1 g bilkoviny

ﬂjﬂl' bilkovinam UNIFORMNI naboj, jeji vlastni naboj pozbude
vyznamu a déleni muze probihat podle velikosti molekul.




Molekula urcitého proteinu postupuje v gelu az do momentu, kdy
velikost poru je mensi nez velikost molekuly a ta se v tomto misté
gelu ,,zasekne®.

Pouzitim smési standardnich bilkovin se znamou Mr a po sestrojeni
kalibra€ni kfivky je mozné vypocitat Mr jednotlivych frakci

- WESTERN BLOTTING

Blotovacim zarizenim pro semi-dry blotting preneseme rozdélene
proteiny pomoci el. proudu.

« Sestavime blotovaci zarizeni pro semi-dry blotting

« Na grafitovou elektrodu umistnime filtr. Papiry navihCené transferovym
pufrem, pak nitrocelulézovou membranu, gel s proteiny a dalSi
navhc€ené filtr. Papiry

* Prilozime elektrody a zapojime ke zdroji
 IMUNODETEKCE

« Z membrany odrizneme sjezd s proteinovymi standardy a obarvime
amidocerni, proplachneme v prom. roztoku

 |Inkubace s primarni protilatkou v blokov. roztoku
« a nasledné se sekundarni protilatkou v blokovacim roztoku.

 Promyjeme a vlozime do substratového roztoku, dokud se neobjevi
bandy (barvi se proteiny)

* Vyvolavani ukonCime namocCenim membran do vodovodni vody,




Vysledky PAGE analyzy
SDS-gradlent PAGE proteinovy profil

denzitometricky
Legenda:

Z gelu se mohou
rozeznat typicke
rozdily mezi

- a

(linie 5, Linie 6)

Ry 11 e

- spirochetou (linie 1)
izolovanou z larvy Culex
(C.) pipiens pipiens a
(linie 2) izolovana
z imaga Culex (C.)
pipiens molestus
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Nitrocelul6zova membrana s antigenen B. garinii, afzelii, smes

Nitrocelulozova membrana M, (D)

Na kazdé casti membrany jsou postupné
nanaseny antigeny B. afzelii, B. garinii a smés
obou antigenu. Text na spodni ¢asti membrany
reprezentuje antigen, ktery byl pouzit pfri
imunizaci pokusného jedince. Po obou
stranach membran jsou zachyceny standardy,
podle kterych byly odecCitany molekulove
hmotnosti neznamych vzorku sér.

Nitrocelul6zova membrana s antigenem B. garinii, afzelii, smes



 Uskali:

1. akrylamid je jedovaty

2. dostatecne napeti pri blottingu

3. vlhké prostredi v pufru, aby gel nevyschl
4. gel poradne zatuhnout a bez bublin

5. elfood -k +, gel na—, membr. na +



Imunochemicke metody

Je to prakticka realizace poznatku imunologie,
radiochemie, enzymologie a fotometrie a dalSich.

Vznik imunochemickych diagnostickcych metod:

V prubéhu 70-80tych let s rozvojem klinické imunologie,
virologie, farmakologie a dalSich oboru

Zvysily se naroky na rychlost a kvalitu pozadovanych
laboratornich vySetreni. Klade se duraz na vysokou
citlivost, specifitu a moznost automatizace.

Do té doby slouzily k detekci Ag a Ab klasicke metody:
KFR, neutralizace Ag pomoci specifické Ab, svetelna Ci
elektronova mikroskopie, prosta Ci elektroforeticka
imunodifuze, které byly nahrazeny imunochemickymi
metodami: FIA, RIA, EIA a dalsi



- stanoveni Ag ¢i Ab v histologickych preparatech, télnich tekutinach,
a jinych vzorcich, Imunoeseje, reakce treti generace.
zakladem je reakce:

Ag + Ab K - Imunokomplex
-jeden z reaktantu nese znacku a tim je vizualizovan
vysledek. DetekcCnisystem tak zvysuje citlivost reakce a
umoznuje modifikace, které prostou precipitaci reakce
nejsou dosazitelne.

-enzym EIA, EMIT enzyme multiplyed immunoassay
technique

-geneticky upraveny enzym CEDIA

-radioizotop RIA

-fluorescencni latka FIA

-chemiluminiscencni latka LIA




Antigeny 4g— makromolekuly (polymery: proteiny,
polypeptidy...)
navozuji specifickou imunitni opoved”
specificky reaguji s protilatkami
hapten — nizkomolekularni latka (1¢¢iva, drogy) navazana na
vysokomolekularni nosic
Protilatky Ab — bilkoviny (glykoproteiny) télnich tekutin
vykazuji specifickou vazebnou schopnost vuci antigenu, na
jehoz
podnét se vytvorily, mohou byt cilené€ pfipravene
jen proti jedné chemické skupiné

ktera je spole€na pro vice strukturné chemicky pribuznych
latek



Imunochemicke metody

» Heterogenni imunometody — separace
molekul znaceného reagens vazaneho v
imunokomplexu od volnych molekul
Zznaceného reagens v roztoku
(radioimunometody, ELISA) — vysoka
citlivost

 Homogenni imunometody — bez
separace frakci, jsou jednodussi, rychlejsi,
Ize je automatizovat (enzymova,
fluorescencni a chemiluminiscencni
imunoanalyza)



RIA ladioimmunoassay

zavedena 1959
Princip metody: spojuje jednoduchou
Imunologickou reakci Ag s Ab s metodikami

radiochemie, ktera pouziva Ag nebo Ab znacene
radionuklidy

- citlivost: mol/l -Imi vyznamne,
nejcitlivejsi
- Je mozne stanovovat latky | v telesnych tekutinach

[krev, moc¢, mozkomisni mok.../ i vice nez v pg10-
12(pikogramech)

- stanovujeme , proti nimz Ize

protilatku ziskame komercnée nebo injikaci Ag Ci
haptenu do kralika nebo morcCete



V metode je vyuzito kompetice, kdy stanoveny Ag a
zname mn. téhoz Ag znaceného radioaktivnim
izotopem soutezi pri tvorbe imunokomplexu o
omezeny pocet vazebnych mist specificke Ab (ta je

v [im. mnozstvi
riprava Ab:

- injekce Ag Ci haptenu do zvirete /kralik, morce/

- nekompletni Ag — je potreba navazat
makromolekularni nosic

XK (Ag = X...znacka)
- 3 prvky: 3H,14C, 1251, 131I

- oznaceny Ag

vlastni reakce:

- 4 slozky:.



A=Aby,

) ¢ SR znaceny Ag

Ab Ilim60%........ protilatka ze zvirete /je
limitovano lnémo jeji mnozstvi/
XN............. neznamy antigen
XS, standardni antigen
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& oddéleni IK:
.munochemické — Sekundarni protilatka Abs

- vyrobi se proti prvotni protilatce Ab .\b pak

vystupuje jako Ag
h)s + Ab ...vznikaji srazeniny IK

i
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= -imunochemicky — Abs, fyzikalné - filtrace, centrifugace...
molekularni metody — elektroforéza, chromatografie ...

‘R vyhodnoceni:

- ¢im vice molekul X se bude v kazdé zkumavce nachazet, tim méné
molekul Xx se bude moc navazat s protilatkou



Vyhodnoceni:
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74 ronutu

koncentrace () molil

- vyhody: ./ysoké citlivost, specificnost, prfesnost,

automatizace procesu
ﬁwikromnoistvi latek primo v bioloogickych kapalinach

nevyhody:
akladne zarizeni, drahé pristroje, draha scintilacni tekutina
adioaktivni material — zdravotni riziko, y nebo B zafeni, zvl.
bezpecnost pfi  praci, likvidace radioakt. materialu
lastnosti radionuklidd lnehodnocovéni kratkym polocasem
rozpadu — ¢asova narocnost (musi se provést hned), u izotopu
vydavajicich y zareni (,7125/, 1311, 76Se) je omezena expirace souprav
kratkym poloCasem rozpadu




. vyuziti v kriminalistice, soudnim lékarstvi (detekce
jedovatych latek), stanovovani velmi malého mnozstvi
latek (nizko i vysokomolekularnich) napf.:kardiotonika,
cytostatika (IéCba infekCnich onemocneéeni, nadorovych
onemocnéni), hladiny hormonu, I€Civ, vitaminu, drogy,
minoritnich slozek séra, ve virologicke diagnostice,
vysetreni specif. autoprotilatek napr. proti
acetylcholinovemu receptoru pri myastemia gravis,

test
(radioallergensorbent test) je vyvinuty pro detekci Ab proti
specifickému alergenu, test (radioimmunosorbent

test) je testem vyvinutym pro zjisténi antigenu,
Radioimunoprecipitace je pokladana za nejpresnejsi
metodu pro stanoveni IgE v sérech



FIA

Vypracovana v r. 1941, uvedena do praxe v 50. letech

Princip: navazanim fluoresceinu — fluorochromu na bilkovin séra (Ag nebo
Ab), podminkou je neztratit imunologické vlastnosti. Vysledkem je spojeni
vysoké specifity imunologickych reakci s citlivosti prukazu fluorescence
pomoci fluorescenéniho mikroskopu- citlivost: 10-9- 10-12 mol/l

fluorescenéni barviva: TVIRITC........ tetramethylrodaminizothiokyanat
............ fluorescein izothiokyanat, phycoerythrin

- podstata: molekula prechazi ze zakladniho energetického stavu pri absorbovani
energie do stavu EXCITOVANEHO, kde je nestabilni a vyzarenim energie ve
formé tepla Ci svétla (emise) se vraci zpét

- energie dodana lampou v pfistroji

ntenzita fluorescence dostateCné vysoka

luorescencni signal odliSitelny od pozadi

vazba na sondu nesmi deformovat vazebné vilastnosti Ag a Ab
nenavazane barvivo musi byt lehce odstranitelné
! biologicky material sam o sobé vyzaruje energii -ozadl'
* HOMOGENNI FIA

¥ HETEROGENNI



‘FLUORESCENCE

. - tiistupfiovy proces u FLUOROFORU a FLUOROCHROMU
» - schopny absorbovat urcité mnozstvi svétla /struktura — ar. kruh/

- 1.FAZE -XCITACE SINGLETOVY STAV

.t
L: 1111} a

— energeticky v
stav

- trva 10~s [iyelmi kratka
.(onformacm zména

disipace energie ‘st energie se ztraci
— prechazi na nizsi stav

2. FAZE 1OBA EXCITOVANEHO STAVU

3.FAZE [vise

- vyzareni energle prechazi na zakladni stav -
vyzareni EMISNi ENERGIE

inergie emisniho spektra/

Eex h (c/.x) .(c/.m
X . .m - délka excitaéni je

mensi nez emisni

eneriie EXCITACNI se NErovna EMISNI 11!



FUNKCE FLUOROFORU :

Maji schopnost absorbovat svétlo v UV oblasti a vyzarovat ve
viditelne.

Jsou vhodné k vizualizaci sledovanych objektd. Jsou latky schopné
vyzarovat (emitovat) prebyteCnou E jako zareni vySSi vinoveé delky.
Na konjugaci jsou vhodné pouze fluorochromy obsahuijici
chemickou skupinu, ktera se € vaze na bilkovinu. (Specificky se
vazi na ygité struktury v BB ozni jejich zviditelnéni a dalsi
analyzu ¢ yssi fluorescence = vice fluoroforu = vice latky v BB)

- backround fluorescence .Iuorescence pozadi — je nezadouci,
musi se odfiltrovat

- 2 slozky : JRUTOFLUORESCENCE samotného vzorku /flavony,
flavoprot., NADH.../

B:EAGENCNI POZADI | fluorofor se navaze tam, kam nema /

Pozitivni reakce: se jevi ve fluoresc. mikroskopu vyzarfovanim
svétla urcité barvy typické pro pouzity fluorochrom, zvysi se
fluorescence v pripadé vzniku IK na rozdil od pozadi Ag s
navazanym F, Ci jinym zplsobem se upfednostni vznik signalu v
pripade vzniku IK



heterogeni techniky
homogenni techniky
Homogenni FIA

nevyzaduje separaci volneho a v imunokomplexech
vazaneho Ag Ci Ab pred merenim fluorescence.

Citlivost je omezovana interferenci s ruznymi latkami ve
vzorku (zejména v krevnim seru), maly stupen
fluorescencnich zmen.

| kompetitivni princip, vyuziva se fluorescencni
polarizace, zhaseni, stupnovane fluorescence, excitacni
prenos fluorescence, fluorescencne znacCeny substrat.

Heterogenni FIA

Podstata: volné oznacene Ag se musi oddelit od Ag
vazanych v imunokomplexech ( nebo volné znacene Ab od
Ab v komplexech) jesté pred uskuteCnénim meéreni.

precipitaci imunokomplexu,

pouzitim znaceneho reaktantu Ag nebo Ab vazaneho
v tuhé fazi



Heterogenni FIA

Mikroskopicka IFA ma 2 modifikace: 1. Pfima a 2. nepfima IFA patfi mezi
heterog. techniky

Prima

a) detekce Ag

Vysetrovana tkan je fixovana na sklicku (Ag), pridame znamou
znacenou protilatku AbF, inkubujeme a promyjeme. Ve

fluorescencnim mlkroskopu pak pozorujeme pozitivitu vzorku - zareni
na sklicku

F Ag + AbF  — || méfeni fluorescence

b) detekce Ab

znamy znaceny Ag nebo hapten fixovan na sklicku, HF nebo AgF
prevrstvime vysetfovanym sérem. Po inkubaci a promyti pozorujeme
skliCko pod fluor. mikroskopem

F AgF, HF + Ab — || mé&Feni fluorescence
Nepfima — prukaz Ab ve vySetfovacim séru

Tkan se znamym Ag nebo bunecna kultura (suspenze jader. bunek)
fixovanou na skliCku prevrstvime vysetrovanym sérem i kontrolnimi
vzorky, nasleduje inkubace a promyti. Pfidame konjugat (sekund. Ab)
s fluorochromem, opét inkubujeme a promyjeme a pak pozorujeme v
mikroskopu

F Ag + Ab + AbSF — | méFeni fluorescence



