ULOHA 7: Dvoijita radialni imunodifize podle Ouchter  lonyho

Princip

Ouchterlonyho modifikace imunodifiize probiha na sklenéné desti¢ce v agarézovém gelu, do kterého
se vysekaji jamky podle Sablony. Do jamek se pak nanasi Ag a Ab. Ty difunduji radialné do gelu a
v misté stfetu vytvareji charakteristické precipitaéni linie, které Ize vizualizovat obarvenim (napf.
barveni bilkovin amidocerni). Podle jejich poctu lze stanovit pocet pfitomnych dvojic Ag a Ab. Kdyz
kolem jedné jamky s Ab vysekame podle raznych Sablon nékolik jamek a do nich napipetujeme razné
Ag, muzeme podle tvaru obloucku a jejich propojeni urcovat identitu, pfibuznost nebo odliSnost Ag.
Lze také porovnavat vzajemnou molekulovou hmotnost Ag a Ab.

Protoze Ag a Ab difunduji kolem jamek radialné, nazyva se tato metoda dvoijita radialni imunodifize.

Vyhody a nevyhody

Metoda je snadna na provedeni a vysledky jsou dobfe patrné. Nevyhodou je dlouha ¢ekaci doba na
vyhodnoceni vysledkd.

Chemikalie a roztoky
1. Antigen - Komeréni lidské sérum obsahujici zndmé mnozstvi IgG (Orion Diagnostica)
2. Protilatka - Komeréni praseci sérum s anti-IgG protilatkami (Orion Diagnostica)

3. Fyziologicky roztok
0,85 g NaCl + 100 ml dH,O

4. Agar6za v praskove formé

5. Borat-fosfatovy pufr (pH 6,8)
25,99 g H3BO; + 2,4 g NaOH + 2,04 g KH,PO, + 1 000 ml dH,O

6. Barvici roztok
225 ml CH3;0H + 25 ml CH3;COOH + 0,25 g amidocerni 10B

7. Odbarvovaci diferenciaéni roztok
CH30H : CH;COOH - 10:1

Vzorek: Komeréni lidské sérum obsahujici neznamé mnozstvi IgG.

PFistroje a pom tcky

Sklenéné plotny 5 x 5 cm, sklenéna pipeta, korkovrt napojeny na vyvévu, Petriho misky na vihkou
komrku, filtraéni papir, vyvazovaci podlozka pro nalévani sklenénych ploten, vodovaha, vafi¢, vodni
lazen.

Postup (vlastni prace)

1. Pripravime sklenéné plotny s agar6zovym gelem:

vyvazime podlozku na nalévani do vodorovné polohy

sklenénou plotnu (5 x 5 cm) ocistime alkoholem a nechdme oschnout

pfipravenou sklenénou pipetu nékolikrat proplachneme horkou vodou

na plotnu naneseme sklenénou pipetou 2,4 ml 1% roztoku agar6zy v borat-fosfatovém pufru
gel nechame nékolik minut zatuhnout na kalibrované vodorovné plose.
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2. Pripravime si rizna fedéni séra se znamym mnozstvim IgG pro kalibraci:
a) do zkumavky 1. napipetujeme 2 pl séra a 18 pl fyziologického roztoku
b) do zkumavek 2. a 3. napipetujeme 10 pl fyziologického roztoku
c) ze zkumavky 1. pfeneseme 10 ul do zkumavky 2., zamichdme a pfeneseme 10 pl do
zkumavky 3. a opét zamichame:

Oznaceni zkumavky 1. 2. 3.
Fyziologicky roztok | 18 pl 10 pl 10 pl
Antigen (sérum) 2ul - -

10 ul 10 pl
_ [y
Redéni: 10x 20x 40x
Celkovy objem: 10 ul 10 i 20 pl
3. Do gelu podle Sablony vysekame 5 jamek.
4. Do jamek naneseme: O 3

a) do prostfedni jamky 30 pl antiséra
b) do tfi okolnich jamek 10 pl rGznych fedéni séra s 1IgG

c) do étvrté jamky 10 pl fyziologického roztoku ‘

Dale pokra €uje vyu €ujici Q Q
5. Sklenénou plotnu vlozime do vihké komarky 2. fyz.r.

a nechame inkubovat v lednici 48 hodin.
6. Po skonceni inkubace pereme skla nejvySe 2 minuty O

ve fyziologickém roztoku, zabalime je do filtracniho 1

papiru navihéeného fyziologickym roztokem a pfes noc

susime pfi pokojové teploté.

7. V dalSim cvi¢eni sejmeme ze sklicek papir, skla opereme pod tekouci vodou a barvime barvicim
roztokem do dostate¢ného obarveni linii. Pozadi odbarvime diferenciacnim roztokem. Nakonec
opereme v destilované vodé a usuSime bez papiru.

Hodnoceni

Vizualné vyhodnotime vysledek:

a) mezi jamkou s protilatkou (antisérem) a jamkou s fyziologickym roztokem by se neméla objevit
Zadna precipitacni linie

b) mezi jamkami s antigeny (rGznymi fedénimi séra) a jamkou s protilatkou (antisérem) by se mély
vytvofit razné ostré precipitacni linie v zavislosti na rizném fedéni

c) pokud se vytvofi ostra precipitacni linie, ktera se nerozmyva na zadnou stranu, doslo k vyrovnani
koncentraci IgG a anti-lgG

Vystup
Do protokolu uvedte:
1) Oskenovany obrazek sklicka s precipitacnimi liniemi (doda vyudujici).

2) Shrnuti, zda a jak se projevil rozdil koncentrace séra s IgG a antiséra a jestli pfi nékterém fedéni
bylo dosazeno stejné koncentrace I1gG a anti-IgG.
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