ULOHA C.4: IMUNOCHEMICKE METODY

A) IMUNODOTTING

Imunodotting je analytickd metoda vyuZivand pro detekci specifickych proteini ve smési,

napf. ve vzorku homogenatu tkan¢ ¢i jiného biologického materidlu. Samotnd detekce probiha

na povrchu membrany (nejcastéji nitrocelulosové) pomoci specifickych protilatek.

V prvnich krocich dochazi k naneseni smési proteinti (v kapkdch) na membranu, na které je

po jejich vazbé nutné vSechna volnd vazebna mista zablokovat. To se provadi pomoci

blokovaciho pufru (zfedény roztok bézného proteinu), ktery znemozni nespecifickou vazbu

protilatky na pradzdny povrch membrany, a tedy ziskani faleSn€ pozitivniho vysledku.

Naslednou inkubaci membrany se specifickymi (primarnimi) protilatkami dochazi ke tvorb¢

imunokomplex, které Ize detekovat dvojim zptisobem:

1. za pouziti dalsi (sekundarni) protilatky - protilatky proti celé Skale primarnich protilatek,
ktera je konjugovana s enzymem (nejéastéji kirenovou peroxidasou, HRP),

2. za pouziti primarni protilatky, ktera je jiz konjugovéna senzymem, umoZnujici
jednokrokovou detekci vzniklého imunokomplexu.

Komplex je zviditelnén enzymovou reakci, pii které dochazi po ptidavku substratu (v ptipadé

HRP se jedna o H,O; a 4-chlor-1-naftol) ke vzniku barevného produktu.

Ukol 1: Pomoci metody immunodotting stanovit proteiny

s oligohistidinovou kotvou v bunééném lyzatu

Roztoky:

TBS puft: 50 mM Tris/HCI, pH=7,4
Blokovaci puft: 4 % suSené netu¢né mléko v TBS
Barvici roztok PONCEAU S

Roztok anti-oligohistidinovych protilatek (fedéni 1: 2000 v TBS pufru)

Roztok substratu 4-chloro-1-naftol (3 mg/ml v methanolu)

I DOTTING
V mikrotitra¢ni desti¢ce si geometrickou fadou nafed’te:
Vzorek ¢.1 - bun&ny lyzat E.coli obsahujici rekombinantni proteiny CV-IIL

s oligohistidinovou kotvou a Vzorek €. 2 — samotny bunécny lyzat E.coli



Od druhé jamky ddle si nachystejte po 25 ul TBS pufru. Do prvni jamky pipetujte 50 ul
Vzorku 1 a pokracujte v redeni 25 ul z prvni jamky do 25 ul TBS pufru ve druhé jamce,
promichat a z druhé jamky prenést 25 ul do treti, atd....

Na 2 nitrocelulosové membrany pipetujte (po 5 ul) jednotlivé vzorky fedéni vzorku ¢.1, vedle
fedéni vzorku ¢.2 vtadé vedle sebe a pro negativni kontrolu vzorek ¢. 3 (BSA). Prvni
membranu pouzijte pro barveni vSech proteini pomoci PONCEAU S a druhou pro
specifickou detekci rekombinantniho proteinu  CV-IIL s oligohistidinovou kotvou

imunochemicky.

1. BARVENI BILKOVIN
Nitrocelulosovou membranu promyjte 3x destilovanou vodou a vlozte ji do roztoku

PONCEAU S na 5 minut. Pozadi odbarvéte 3x promytim v 3% kyselin€ octové.

III. IMUNODETEKCE
Blokovani

Membranu s nanesenymi vzorky vlozte do blokovaciho roztoku a nechte michat 15 minut.

Inkubace s protilatkou
Promyjte membranu 3x TBS pufrem a nasledné vloZte membranu do roztoku protilatek a
nechte inkubovat za stdlého michani 1 hodinu. Membréana musi byt plné¢ ponofena do roztoku

protilatky. Po 1 hodin€ promyjte 3x TBS pufrem.

Detekce komplexu antigen-protildatka enzymatickou reakci (kfenova peroxidasa)
Ptipravte detek¢ni smés:

5 ml methanolického roztoku 4-chloro-1-naftolu a dopliite do 30 ml TBS pufrem.

Vlozte membranu do methanolického roztoku 4-chlor-1-naftolu v TBS pufru, pfidejte 20 pl

H,0O; a nechte vyvijet, modré zbarveni by se mélo objevit do 5 minut.



B) IMUNOTURBIDIMETRIE

Kromé absorbce mize pfi prichodu svétla vzorkem, pokud jde o disperzni nebo koloidni
soustavu, dochazet i k jeho rozptylovani. Tohoto jevu se vyuziva v optické metodé zvané
turbidimetrie - opticka metoda spocivajici v méfeni prochéazejiciho svétla zeslabené¢ho
difaznim rozptylem na casticich (zékalu), pfi které se méfi intenzita svétla prochazejiciho
vzorkem v pivodnim sméru paprsku. Naopak nefelometrie je opticka metoda zaloZena na
méfeni intenzity rozptyleného svétla na dispergovanych c¢asticich. Rozptylené (Tyndallovo)
svétlo vychazi z roztoku vSemi sméry a méfi se pod uhlem, ktery je odliSny od sméru
dopadajiciho zéfeni.

Turbidimetrické méfeni 1ze uskute¢nit pomoci obvyklého fotometrického vybaveni a ubytek
svétla rozptylem pii prichodu vzorkem se d4 snadno popsat pomoci absorbance a dalSich
veli¢in obvyklych ve fotometrii. Mnozstvi rozptyleného svétla zavisi na koncentraci a

velikosti ¢astic a také na vinové délce svétla.
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Turbidimetrie se nejcastéji vyuziva v imunochemickych metoddch k vyhodnocovéni
imunoprecipitacnich reakci v roztoku, pii kterych zakal tvofi imunitni komplexy vytvorené
interakci specifickych protilatek s antigenem — analytem.
Matematicky popis zékalu (turbidity) - T - 1ze vyjadfit rovnici:

T= (1/b).In(1,/1),
kde b je tloustka kyvety, I, pocatecni intenzita svételného paprsku, I intenzita paprsku po
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pruchodu suspensi ¢astic (imunitnich komplext).

Transferin
Transferin, nebo-li siderofilin, je bilkovina krevni plazmy, kterd vaze a prenasi zelezo v

krevnim ob&hu do mist, kde je ho potieba. Tento B-glykoprotein je vytvaren v jatrech a mize


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Absorbance
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Spektrofotometrie

vézat dva atomy Fe’", ¢imz zajistuje, Ze se tento prvek nevyskytuje v plazmé ve volné forms.
Za fyziologickych podminek je kapacita transferinu nasycena asi z 1/3, zbytek se nazyva
volna vazebnd kapacita séra pro Zelezo, ktera je k dispozici pro transport zeleza pti zvySenych
pozadavcich. ZvySena hodnota transferinu se vyskytuje béhem téhotenstvi a pifi uZzivani
hormonalni antikoncepce. Zpravidla klesa s vékem.
Fyziologické hodnoty

e Muzi, Zeny: 1,69 - 3,09 g/l
SniZena hodnota muZe indikovat

o prebytek Zeleza v organismu (hemochromatdza, hemosider6za)

e anémii u dlouhodobych chorob a nadorovych onemocnéni

o dlouhodobé jaterni choroby (porucha tvorby bilkovin v jatrech)

e nefroticky syndrom (onemocnéni ledvin, které zptisobuje ztraty bilkovin mo¢i)

o atransferinémii (dédi¢na porucha tvorby transferinu)

e podvyzivu (malnutrice)

e akutni zanét (transferin patii mezi tzv. negativni proteiny akutni faze, tzn., Ze

organismus reaguje na pritomnost zanétu v téle snizenim jeho hladiny)

Zvysena hodnota miZe indikovat

o nedostatek Zeleza v organismu

e chudokrevnost z nedostatku Zeleza

e zvySeny rozpad Cervenych krvinek

o akutni zanét jater, aktivni cirh6za jater

e nadmérny ptivod zeleza (opakované transflize)

e alkoholismus



Ukol 2 : Stanoveni koncentrace transferinu ve vzorku pomoci kitu Imu-la-
test fy Pliva-Lachema.

Cinidla:

Roztok 1: 35 mM imidazolovy pufr pH 7, 4 % PEG, 150 mM NaCl

Roztok 2: 2 % kozi antisérum proti lidskému transferinu v 50 mM HEPES pH 7.4, 9 mM
EDTA

Kalibraéni roztok: krevni sérum obsahujici certifikovanou koncentraci lidského transferinu
o koncentraci 7g/1.

Pouzijte tento postup méieni:

Vlnova délka 340 nm (nulovani proved’te proti vzduchu).

Meéite:
Vzorek Standard Reagent blank
Standard - 6 ul -
Vzorek 6 ul - -
Destilovana voda - - 6 ul
Cinidlo 1 750 ul 750 ul 750 ul
Promicha se a inkubuje 5 minut pii 37°C. Poté se odecte absorbance Al.
Cinidlo 2 210 ul 210 pl 210 pl
Promicha se a inkubuje 5 minut pii 37°C. Poté se odecte absorbance A2.




