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Imunochemické metody jsou zalozeny na specifické reakci antigenu s protilatkou.
Pomoci imunochemickych metod mizeme vySetfovat Siroké spektrum riznych analytt, které
v imunochemickych reakcich maji povahu antigenii nebo protilatek. V praktickém cviceni se
seznamite s vybranymi imunochemickymi metodami. Zastoupeny jsou  metody
imunoprecipitacni a aglutinacni i citlivéj$i imunoanalytickd metoda ELISA.

Uloha 1 — Stanoveni cirkulujicich imunokomplexii
- nespecificka metoda pro stanoveni celkovych imunokomplexd pfitomnych volné Vv séru,
zalozena na méfeni zakalu, jehoZ podstatou jsou imunokomplexy precipitované pomoci

polyetylenglykolu

Uloha 2 — Imunoprecipitaéni kiivka lidského albuminu a stanoveni koncentrace albuminu
imunoturbidimetricky
- ptiklad kvantitativni imunoprecipita¢ni metody, u niZ imunoprecipitace probiha v roztoku

Uloha 3 — Stanoveni specifickych protilitek pomoci ELISA metody

- priklad citlivgj$i imunoanalytické metody se znaCenymi reaktanty pomoci enzymu
(peroxidasy)

- metoda pouzita pro stanoveni specifickych protilatek namitenych proti ur¢itému antigenu

Uloha 4 — Vyhodnoceni jednoduché radialni imunodifiize pro stanoveni celkovych IgG a
IgM
- ptiklad kvantitativni imunoprecipitacni metody, u niz imunoprecipitace probiha v gelu
- metoda pouzita pro stanoveni celkovych lidskych imunoglobulini tfidy IgG nebo IgM
- Vvanalytickém systému lidské protilatky maji charakter antigenu, protilatkou je zvifeci
imunoglobulin namifeny proti lidskému imunoglobulinu

Uloha 5 — Stanoveni krevni skupiny hemaglutinaéni zkouskou
- priklad aglutina¢ni reakce — antigeny jsou umistény na povrchu erytrocytd, jejich pfitomnost
je prokazovana specifickymi zvifecimi protilatkami

Uloha 6 — Stanoveni koncentrace C-reaktivniho proteinu pomoci turbidimetrického
POCT testu

- ptiklad kvantitativni imunoturbidimetrické metody pro stanoveni antigenu

- pro zvySeni citlivosti metody jsou protilatky navazany na latexové Castice

Uloha 7 — Stanoveni specifickych protilatek pomoci imunoblotu
- priklad kvalitativni imunoanalytické metody s moznosti stanovit oddélené protilatky
namifené proti riznym antigentim



Uloha 1 — Stanoveni cirkulujicich imunokomplex
Princip:

Imunokomplexy, vznikajici pfi reakci antigenu s odpovidajici protilatkou, piedstavuji
velice heterogenni skupinu imunoreaktantd liSici se velikosti a sloZzenim. Vliv na charakter
imunokomplexti ma velikost a pocet epitopt antigenu, afinita i pocet vazebnych mist protilatek
(napt. IgG ma dvé vazebna mista, I[gM 10 vazebnych mist) a vzdjemny pomér antigenu
a protilatek®. V nizkych koncentracich se vytvafeji imunokomplexy i u zdravych lidi. Pfechodné
jsou pritomny v prub&hu akutnich infekci.

Za urcitych okolnosti se imunokomplexy podileji na patologickych procesech.
Dtlezitou roli hraje vyssi a dlouhodobé€jsi antigenni zatéz, vznik vétSich imunokomplexii
(nikoliv velmi objemnych) a uUplatituje se i ndboj antigenu (napf. siln€ negativné nabity naboj
antigenu usnadiiuje aktivaci komplementu). Pokud nejsou imunokomplexy uc¢inn€ odstranovany
fagocytozou, mohou se usazovat v nékterych tkanich, typicky v ledvinach na bazalni membrané
glomerult, ve sténé cévni nebo kloubech. Poté imunokomplexy spoustéji dalsi imunologické
déje, které mohou piispivat k poskozeni tkani, napf. aktivaci komplementu?.

Stanoveni cirkulujicich imunokomplext (CIK) je indikovano jako dopliikové vySetfeni
u nékterych autoimunitnich onemocnéni, u nichz ptedpokladdme ucast imunokomplexii
Vv patogenezi (napt. revmatoidni artritida). U téchto stavii, zejména V pocate¢ni fazi nebo pii
reaktivaci, zaznamename zvysSenou koncentraci CIK. Prikaz zvySenych CIK nemusi vSak
znamenat pfitomnosti depozit imunokomplext v tkanich. Pfi deponovani imunokomplext Ize
ale pozorovat snizeni koncentrace CIK. Nizsi koncentrace CIK byvaji zjistovany u stavi
doprovazenych poklesem protilatek.

Metoda stanoveni CIK:

Cirkulujici imunokomplexy se stanovuji jednoduchou metodou vyuzivajici jejich
precipitace s polyethylenglykolem (PEG), ktery jako polymer ethylenoxidu (nejjednodussi
epoxid) je tvofeny dvouhlikovymi jednotkami spojenymi etherovymi vazbami (obr. 1).

Obr. 1 Polymerace ethylenoxidu a vznik polyethylenglykolu
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Precipitace imunokomplexii pomoci PEG je zalozena na zjiSténi, Ze rozpustnost
proteinii se snizuje v piitomnosti vysokomolekularnich nerozvétvenych polymert. Cim je vyssi
molekulova hmotnost polymeru, tim se proteiny hiife rozpoustéji. Pro prikaz cirkulujicich
imunokomplexti se obvykle vyuziva PEG 6000 o primérné molekulové hmotnosti 6000, ktery
je rozpustén v boratovém pufru. Uvedenym zplisobem precipituji hlavné vétsi imunokomplexy
V séru, zatimco vétsina volnych imunoglobulini zlstava rozpusténa. Vznikly zakal je hodnocen
turbidimetricky pfi vinové délce 450 nm.

Pro tuto metodu nejsou k dispozici standardy. Proto jsou vysledné hodnoty vyjadiovany
Vv tzv. arbitrarnich jednotkadch (nemaji navaznost na jednotky SI). Kazda laboratof si musi
stanovit vlastni hrani¢ni hodnoty vySetfenim zdravych osob. Pro stanoveni cirkulujicich
imunokomplext existuji jesté dalsi metody. Pomoci jedné z nich se vySetfuji pouze ty rozpustné
imunokomplexy, které vazou C1 slozku komplementu. Je tfeba zdlraznit, Ze pomoci uvedenych
metod neni mozné rozlieni imunokomplext na zéklad¢ specifity antigenu.

Referenéni hodnoty: 0 — 90 arbitrarnich jednotek

1 Podrobné vysvétleno v uloze 2.
2 Podrobné;jsi vyklad je predmétem imunologie a fyziologie.



Uloha 2 - Imunoprecipitaéni kfivka lidského albuminu a stanoveni
koncentrace albuminu imunoturbidimetricky

Princip:

Imunoprecipitacni kiivka vyjadfuje mnozstvi vytvofen¢ho imunoprecipitatu pii riizném
mnoZstvi solubilniho antigenu a stejném mnoZstvi odpovidajici protildatky. Ziskame ji, jestlize
do fady zkumavek, ve kterych je konstantni mnozstvi protilatky, budeme ptidavat antigen
ve vzestupné koncentraci (obr. 2).

Obr. 2 Imunoprecipita¢ni kfivka
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Po inkubaci, béhem niz probiha reakce antigenu s pfislusnou protilatkou, zmétime
Vv jednotlivych zkumavkach vznikly imunoprecipitat. Podstatou imunoprecipitatu je prostorova
miizka, kterd se vytvaii propojenim epitopt antigenu s jimi odpovidajicimi paratopy protilatek.
Kdyz dosahne uréité velikosti, ztraci rozpustnost a precipituje v roztoku.

Podminkou imunoprecipitace je reakce antigenu s vice epitopy (polyvalentni antigen)
s protilatkami, které stémito epitopy reaguji. Pokud tato podminka neni splnéna,
imunoprecipitace se neuskute¢ni. Proto hapteny, které jsou vybaveny pouze jednim epitopem,
nemohou precipitovat. Podobné monoklonalni protilatky, které jsou namifeny pouze proti
jednomu epitopu, nejsou vhodné pro imunoprecipitaéni reakce.

V nasi uloze pouzijeme k sestrojeni imunoprecipitacni kiivky lidsky albumin a berani
protilatky proti nému. Albumin je vyznamna bilkovina pfitomna v plazmé ve vysoké
koncentraci.

Pfi nasem pokusu budeme pracovat s takovymi koncentracemi albuminu, které pokryji
vSechny oblasti imunoprecipitaéni kiivky — oblast nadbytku protilatky, oblast ekvivalence i
oblast nadbytku antigenu. Zakal, ktery vznika pfi reakci albuminu s protilatkou proti nému, lze
hodnotit imunoturbidimetricky. Pomoci bézného spektrofotometru miizeme mé¥it intenzitu
svétla, které proslo zakalenym roztokem v piimém sméru.

Pro stanoveni koncentrace albuminu v neznamém vzorku pouZzijeme jako kalibracni
ktivku linearni, vzestupnou ¢ast precipitacni kiivky (oblast nadbytku protilatky). V této oblasti
je koncentrace antigenu piimo imérna mnozstvi vzniklého precipitatu. Je zapotiebi zddraznit,
ze pokud chceme imunoprecipitaci v roztoku pouzit pro stanoveni koncentrace néjaké latky, je
nezbytné, aby vreakéni smési byl nadbytek protilatky. Pokud by tato podminka nebyla
zachovana, dostavali bychom pfi vysokych koncentracich antigenu falesné nizké hodnoty (obr.
3).



Obr. 3 Hodnoceni imunoturbidimetrie
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Tento jev mizeme ovéfit tim, Ze provedeme dané stanoveni v nefedéném a fedéném
vzorku. Pro spravny vysledek je zapotiebi pouzit vzorek nafedény tak, aby se koncentrace
snizila na hodnotu, kdy bude splnéna podminka nadbytku protilatky, a vysledek potom
vynasobit zfedénim.

Automatické analyzatory, pouzivané v laboratofich klinické biochemie, maji
zabudovany systém, ktery situaci, Ze je ve vzorku nadbytek antigenu, rozpoznaji.

Imunoturbidimetrické metody jsou Siroce vyuzivané ke stanoveni rdznych analytd
Vv biologickych tekutinach (napt. rizné plazmatické bilkoviny jako transferin, celkové IgG,
IgM).

Uloha 3 — Stanoveni specifickych protilatek pomoci ELISA metody

Princip:

Metody enzymové imunoanalyzy (EIA) ptfedstavuji velkou skupinu imunoanalytickych
metod, které vyuzivaji jako znacku enzym. Jednou z EIA metod je tzv. ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay). Je pro ni typické, ze bud’ antigen, nebo protilatka jsou pevné zakotveny
na pevné fazi, kterou mtze byt povrch jamek mikrotitraénich prouzkt (tzv. stripi). ELISA
metody délime na kompetitivni @ nekompetitivni. Mohou byt pouZity pro stanoveni antigenii
nebo protilatek.

Nase modelova souprava ELISA je ptikladem enzymové imunoanalyzy urCené ke
stanoveni specifickych protilatek, jako jsou napft. protilatky proti nejrizné€jsim infekénim agens
(baktérie, viry a dals$i), autoprotilatky namifené proti vlastnim strukturam nebo IgE protilatky
proti jednotlivym alergentim.

V soupravé je na povrch jamek mikrotitracnich prouzkti navazan specificky antigen
(Ag), kterym muze byt napf. virovy antigen nebo alergen. V neznamych vzorcich, které
piidavame do jamek, budeme vySetfovat piitomnost protilatek proti tomuto antigenu. Pokud
vzorky obsahuji protilatky proti danému antigenu, navdzou se na n¢j a vytvoii s nim
imunokomplexy (obr. 4, prvni krok).

Po promyti nenavazanych slozek vzorku se imunokomplexy detekuji konjugatem
zviteci protilatky proti lidské protilatce (antiimunoglobulin — anti-1g) s enzymem peroxidazou.
Vznikne imunokomplex tvofeny antigenem zakotvenym na stén¢ jamky — lidskou specifickou



protilatkou — konjugatem (obr. 4, druhy krok). Konjugaty, které se nenavazaly, musi byt
odstranény promytim.

Mnozstvi navazanych znacenych protilatek se zviditelni enzymovou reakci,
katalyzovanou peroxidazou. Po odstranéni nenavazanych molekul konjugatu promytim ptidame
substrat, ktery je pomoci peroxidazy pfeménén na barevny produkt. Enzymova reakce se
zastavuje pfidanim kyseliny (stop roztok). Podle intenzity zbarveni hodnotime pfitomnost ¢i
nepfitomnost protilatek v testovanych vzorcich. (obr. 4, teti krok). Intenzitu zbarveni je mozno
hodnotit kvalitativné nebo kvantitativng.

Reakéni podminky nekompetitivni ELISA metody

Pro nekompetitivni metodu ELISA pro stanoveni protilatek plati, Ze mnoZzstvi antigenu
navazaného na sténu jamky musi byt v nadbytku vzhledem k o¢ekavanému mnozstvi protilatek.
V pfipadé nedostatecného mnozstvi antigenu by se nekteré protilatky v testovanych vzorcich
nemély na co navézat a béhem promyvani by byly odstranény. Vysledek koncentrace protilatek
ve vzorku by pak byl nespravné (falesné) nizsi. Podobné i mnozstvi pridavaného konjugatu musi
byt v nadbytku. Dusledkem jeho nedostatku by byl opét falesné nizsi vysledek, nebot’ by nebyla
splnéna podminka, Ze na vSechny imunokomplexy tvofené antigenem a protilatkou ze vzorku,
se navaze konjugat.

Vysvétleni nékterych pojmi

1. Promyvani: mezi jednotlivymi kroky provadéni testu ELISA je zapotiebi odstranit z jamek
nenavazané slozky séra (prvni krok) nebo protilatek znacenych enzymem (druhy krok). Provadi se
naplnénim jamek promyvacim roztokem, ktery je pak odstranovan. Tento postup se nékolikrat
opakuje. Pokud by nebyly vymyty protilatky znac¢ené enzymem, bylo by zbarveni ve v§ech jamkach
stejné bez ohledu na mnozstvi specifickych protilatek ve vzorcich.

2. Konjugat: je oznaceni pro spojeni dvou ¢i vice latek pomoci chemické &i jiné reakce. V EIA
metodach se konjuguje obvykle zvifeci protilatka proti lidskému imunoglobulinu (anti-lg) nebo
antigen s enzymem, ktery umoznuje detekci imunokomplexii. V nasi ELISA metodé¢ je jako konjugat
pouzivan anti-lg s peroxidazou (anti-1g/Px).

3. Substratovy roztok: lisi se podle enzymu, ktery je soucasti konjugatu. Pro peroxidazu je pouzivan
derivat benzidinu tetramethylbenzidin, ktery je v redukovaném stavu bezbarvy. Oxidaci peroxidem

vodiku v pfitomnosti peroxidazy se méni na barevny produkt (obr. 5). Pokud v jamkach neni navazany
peroxidazovy konjugat, nedojde k barevné pteméné tetramethylbenzidinu a obsah jamek se nezbarvi.

4. Zastavovaci (stop) roztok je slaby roztok kyseliny, kterym se po uréité dobé zastavuje enzymova
reakce. Zaroven dojde ke zméné barvy z modré na Zlutou, ktera je méfitelna na spektrofotometru pti
vinové délce 450 nm. V ptipad¢€ pozitivnich vzorki je zZIuté zbarveni viditelné i okem.

Obr. 4 Provedeni nekompetitivni metody ELISA na stanoveni protilatek

Prvni krok: navdzani specifickych protildtek ze vzorku na antigen zakotveny na sténé
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Druhy krok: pridéni konjugdtu (enzymem znaéeného antiimunoglobulinu) k imunokomplexiim
zakotvenym na sténé jamky
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Treti krok: vizualizace mnoZstvi navdzanych konjugdtii pomoci enzymové reakce

Substrat

Pridani substrdtu Preména substrdtu na
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Obr. 5 Podstata chemické reakce katalyzované peroxidazou konjugatu
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37,37,5",56" tetramethylbenzidin 3,37,5",5"tetramethylbenzidin
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Hodnoceni metody
Kontrola spravnosti provedeni metody ELISA
V jamkach se slepych vzorkem by se nemélo vyvinout viditelné zharveni, nebot’ misto

vzorku je pouzit fedici roztok, ktery neobsahuje zadné protilatky. Konjugat, ktery se nema na co

7



navazat, je odstranén pfi promyvani. Slabé zluté zbarveni mlize byt zptisobeno pritomnosti zbytku
konjugatu, ktery byl nedostate¢n€ vymyt.

Hodnoceni vzorku

Pokud jsou v testovanych vzorcich pfitomny protilatky proti antigenu navazanému na
sténu jamek, zbarvi se obsah jamek po pridani stop roztoku zluté. Intenzitu Zlutého zabarveni je
mozno hodnotit kvalitativné nebo kvantitativné.

a. Kbyvalitativni hodnoceni

Pfi tomto zpuisobu hodnotime vzorky jako pozitivni a negativni. K tomu je zapotiebi
znat hranici mezi negativitou a pozitivitou. Podklady pro rozliSeni na pozitivni a negativni
vzorky dodava obvykle vyrobce. V nasi ELISA metodé se zpracovava tzv. cut-off kontrolni
vzorek, jehoz absorbance piedstavuje hrani¢ni hodnotu mezi pozitivnimi a negativnimi vzorky.
Konkrétni postup pii interpretaci vysledki je uveden v navodu k tloze.

Jinou moznosti pro posouzeni miry pozitivity vzorku je pouziti fedéni neboli titrace
vzorku. Pfi nizkém fedéni jsou vSechny jamky s pozitivnimi vzorky silné zabarveny. Pfi vy$§im
fedéni ziistanou siln€ pozitivni vzorky dale intenzivné zabarveny, zatimco u slabé pozitivnich
vzorkil intenzita zlutého zabarveni slabne. Negativni vzorky neobsahuji specifické protilatky
a nenavazany konjugat je promyvanim odstranén. Jamky se tedy nezbarvi. Rovné€Z protilatky
proti jinym antigentim piitomné ve vzorcich se na antigen nezachyti a jsou v dalsim kroku také
vymyty.

b. Kvantitativni hodnoceni

Pokud chceme mnozstvi protilatek hodnotit kvantitativng, je zapotiebi spolecné se vzorky
zpracovavat i standardni roztoky v n€kolika fedénich. Intenzita zabarveni v jamkach je v ur¢itém
koncentracnim rozmezi imérnd mnozstvi protilatek ptitomnych ve vzorku.

Intenzitu zbarveni hodnotime méfenim absorbance pomoci specialniho spektrofotometru
s vertikalnim paprskem. Hodnoty absorbanci standardnich roztokli se pouziji pro sestrojeni
kalibracni kiivky. Z kalibracni kiivky potom odeCteme koncentrace protilatek v neznamych
vzorcich.

Uloha 4 — Vyhodnoceni jednoduché radialni imunodifaze
pro stanoveni celkovych IgG a IgM

Princip:

Antigen (v naSem piipad¢€ lidsky IgG nebo IgM), ktery je nanesen do kruhového startu,
radialné difunduje v agar6zovém gelu obsahujicim specifickou (zviteci) protilatku. Pfi reakci
antigenu se specifickou protilatkou se vytvafi precipitacni prstenec, jehoz plocha je imérna mnozstvi
antigenu.

Referenéni hodnoty: 1gG: 8 - 18 g/l I1gM: 0,6 — 1,8 g/l

Uloha 5 — Stanoveni krevni skupiny hemaglutinaéni zkouskou?

Princip:

Jednou z moznosti vyuziti hemaglutinace je stanoveni krevnich skupin. Princip spoéiva
v sérologické reakci mezi aglutinogeny (antigeny) na povrchu erytrocyti a aglutininy
(protilatky). Aglutinogeny maji povahu glykoproteinti a jsou vazané v membranach ¢ervenych

3 Uloha prevzata z cvigeni Izolace DNA, autor Martin Vejrazka [onling], rok 2023/2024, [citovano
18. 08. 2024]. Dostupné na izolace-dna-navod-202223.pdf (cuni.cz)
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krvinek. Pti smichani erytrocytti s odpovidajicimi protilatkami dojde k aglutinaci (shlukovani)
erytrocytu.

Hodnoceni:

Pokud krvinky nesou antigen A nebo B, za¢nou se v ptitomnosti odpovidajici protilatky shlukovat.

Uloha 6 — Stanoveni koncentrace C-reaktivniho proteinu
pomoci turbidimetrického POCT* testu
Princip:
C-reaktivni protein (CRP) patfi do skupiny bilkovin, oznacovanych jako proteiny akutni faze.

CRP budeme v nasi tlloze stanovovat imunoturbidimetrickou metodou, ktera vyuziva mikrocastic
potazenych protilatkami proti CRP (imunoturbidimetrie zesilena ¢asticemi). Tato modifikace
zvysuje citlivost metody, nebot” imunokomplexy tvotené CRP pfitomnym ve vySetfovaném vzorku
a protilatkami navazanymi na partikulich vytvareji rozméméjsi agregaty a poskytuji intenzivnéjsi
zékal nez pti pouziti volnych protilatek (pfima imunoturbidimetrie) (obr. 6).

Obr. 6 Princip piimé imunoturbidimetrie a imunoturbidimetrie zesilené ¢asticemi

Imunoturbidimetrie zesilena ¢asticemi
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4 POCT (point-of-care testing) je oznaceni pro provadéni testl v misté péce o pacienta (napf. v ambulancich, u lizka
nemocného) s cilem ziskat rychlou informaci dilezitou pro diagnozu, 1€cbu nebo sledovani zivotné dilezitych funkci.
Pro testovani v rezimu POCT jsou vyvijeny specialni testovaci soupravy, které vyuzivaji pouze malé jednoduse
ovladané pfistroje, popf. piistrojové vybaveni nevyzaduji.

® Podrobngjsi informace o C-reaktivnim proteinu najdete zde.
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Uloha 7 - Stanoveni specifickych protilatek pomoci imunoblotu
Princip:

Imunoblotové metody kombinuji elektroforézu s imunochemickymi reakcemi. Nejprve je
elektroforézou na polyakrylamidovém gelu rozdélena smés bilkovin. V dal§im kroku ozna¢ovaném
jako  blotovani jsou separované bilkoviny pfeneseny na nitrocelulozovou nebo
polyvinylidenfluoridovou membranu, kde jsou fixovany. Pfenos se déje bud’ prostou difizi, nebo za
pomoci elektrického proudu.

Zjednodusenou variantou imunoblotu je imunodot. Na rozdil od imunoblotové techniky, u
niz je prvnim krokem elektroforetické rozdéleni proteind (antigentt), u dot blotu jsou na membranu
antigeny naneseny piimo ve formé prouzk®i nebo skvrn bez piedchozi elektroforetické separace.

we

Pouzivaji se bud’ Cisté nativni antigeny, nebo antigeny pfipravené rekombinantni technologii.

Nosice s jiz rozdélenymi nebo navazanymi jednotlivymi antigeny uréené pro vysetieni
pritomnosti neékterych specifickych protilatek v biologickém materialu jsou komercné dostupné. To
podstatnym zptsobem zkrati ¢as potfebny pro provedeni analyzy v klinicko-biochemické nebo
imunologické laboratofi. Zpracovani vzorku se omezi pouze na inkubaci prouzku s vySetfovanym
biologickym materidlem a naslednou vizualizaci navazanych protilatek.

Prikaz specifickych protilatek v testovaném vzorku s pouzitim prouzka s antigeny zahrnuje
nékolik kroki (obr. 7):

1. ProuzZek je ponofen do inkubacniho roztoku, kde je zvlh¢en a poté je kK nému ptidan vySetitovany
vzorek. Pokud jsou ve vzorku ptitomné specifické protilatky, navaZou se béhem inkubace na
prislusné antigeny imobilizované na prouzku. Nenavazané slozky vzorku se odstrani promytim.

2. 'V dalsim kroku se piida zviFeci protildatka proti lidskému imunoglobulinu zracend enzymem
(konjugat)®. Zvifeci protilatka se navaze na lidsky imunoglobulin a vznikne imunokomplex
tvofeny antigenem na prouzku, lidskou protilatkou a konjugatem. Promyti odstrani nenavazané
molekuly konjugatu.

3. Nasleduje pfidani substrdtu, ktery je pfeménovan enzymem konjugatu na produkt. V mistech
prouzku, kde se pii imunochemickych reakcich navazaly protilatky ze vzorku, se objevi barevné
linie. Ty jsou diikazem ptitomnosti specifickych protilatek proti danym antigenim ve
vySetfovaném vzorku.

4. Nakonec se prouzek ususi a vyhodnoti se viditelné linie.
Hodnoceni

Hodnoceni se provadi obvykle vizualné, popi. pomoci denzitometru. Posuzuje se
intenzita zbarveni jednotlivych linii a pocet zbarvenych linii. Detaily v hodnoceni jsou
u jednotlivych souprav odli$né a jsou popsany V navodu k dané souprave.

Vyuziti

Imunoblotové a imunodotové techniky se vyuzivaji v klinické praxi pro semikvantitativni
stanoveni specifickych protildtek proti riznym infekénim agens (napt. Borrelia, Helicobacter
pylori, Treponema pallidum) a dale na stanoveni autoprotildtek namifenych proti antigeniim
vlastniho organismu u autoimunitnich onemocnéni. Vyhodou téchto metod je moznost stanovit vétsi
pocet protilatek proti riiznym antigenitm béhem jednoho vysetieni. Podle reaktivity konjugatu lze
stanovovat jednotlivé tfidy imunoglobulini — IgG, IgM, IgA.

Je mozZna i varianta, kdy jsou na membrané imobilizovany protilatky. V tomto piipadé se
pomoci specifickych protilatek stanovuji ve vzorku antigeny.

¢ Krom¢ enzymil mohou byt v konjugatech se zviteci protilatkou pouzity u jiné znacky.
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Obr. 7 Stanoveni specifickych protilatek pomoci imunodotu

Prvni krok: navazani specifickych protilatek obsazenych ve vzorku na antigeny
zakotvené v membrané prouzku
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Treti krok: vizualizace prFitomnosti specifickych protilatek

Substrat

Pridani substratu > & & &

Enzymova reakce a vybarveni

prouzkii v mistech, kde se ’*
navdzaly specifické protilatky * &

Ctvrty krok: usuSeni prouzku
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