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Stanoveni koncentrace IgA v lidském séru metodou RID
(precipitaéni reakce - jednoduchd radidlni imunodifuze dle Manciniové)

Teorie:

Kvantitativni zjisténi hladiny mnohych antigen je mozno provést pomoci jednoduché
radidlni imunodifuze (metodika podle Manciniové). Principem je difuze antigenu z jedné
jamky gelem s konstantnim obsahem rozpusténé protilatky. Po ustaleni rovnovazného stavu
dochdzi v misté idealniho poméru mezi antigenem a protilatkou ke vzniku precipitacni linie
tvaru prstence okolo centralni jamky.

Pomoci RID je mozno stanovit koncentrace mnohych bilkovinnych soucésti séra - metodika
se diive pouzivala pii méfeni hladin celkového IgG, IgA, IgM, slozek komplementu nebo
riznych proteint akutni faze. VétSina téchto vySetteni je vSak v dnesni dob€ automatizovana a
provadi se na principu nefelometrie. V nasi laboratofi metodou RID ale stale métfime
koncentrace C2, C5 slozek komplementu a revmatoidni faktor.

Provedeni:
e Navazit 0,048 g agarozy, ptidat 4 ml PBS (pro gel velikosti podlozniho sklicka 7,5 x
2,5 cm) a rozvaftit cca 30 min.
e Zchladit ve vodni lazni o teploté 50 °C po dobu 10 min.
e K vytemperovanému roztoku agardzy pfidat vytemperovanych 265 pl antiséra anti-
IgA (také na 50 °C), dobfe promichat a rozlit na sklenénou desku.

e Nechat ztuhnout, pak dat do lednice cca na 1 hodinu.

e Nafredit standardni vzorek roztokem PBS na jednotlivé koncentrace — viz schéma:

Nefedeny 50 ul 50ul  50ul PBS samotné PBS =

standard = neg. kontrola
50 ul 50 ul 50 ul
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koncentrace 2,08 g/l 1,04 g/1 0,52¢g/1 0,26 g/l 0,0 g/l

e Naredit vySetfovand séra 1:2 roztokem PBS, napt.: 20 pl PBS + 20 pl séra.
e Vykrojit v agar6ze pomoci jehly jamky podle Sablony.

e Do jamek napipetovat 5 pl jednotlivych fedéni standardniho vzorku a vySetiovanych
sér — viz schéma:
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2,08 g/l 0,52 g/l 0,0 g/l Nezn. vz.
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1,04 g/1 0,26 g/l Nezn. vz.
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e Inkubace ve vlhké komirce pfi laboratorni teploté 48 hodin.

e Odecist velikost precipitacnich prstenci pomoci specialniho pravitka SEVAC a
interpolaci z kalibra¢ni kiivky (pfimky) vypocitat koncentrace IgA ve vySetfovanych
vzorcich.

Vysledek:

Druhd mocnina priméru precipitaéniho kruhu (pravitkem SEVAC odecitdm rovnou tuto
hodnotu) je pfimo imérna koncentraci antigenu.

Ref. rozmezi nad 13 roki: 0,82 g/l — 4,53 g/l




