ULOHA 9: Raketova elektroimunodifuze podle Laurella

Princip

Zkoumany antigen je stejnosmérnym elektrickym proudem unasen po gelu s protilatkou. Vazbou
antigenu a protilatky vznikaji imunokomplexy, které se projevi jako precipitat v podobé tzv. raket.
Podstatou techniky je putovani antigenu a tvorba imunokomplex(l az do vzdalenosti, ve které je

veSkery antigen ze vzorku vyvazan protilatkou v gelu. Jde o jednu z nejpfesnéjSich kvantitativnich
elektroimunodifuznich metod.

Vyhody a nevyhody

Metoda je pomérné presna a jednoducha na provedeni. Vyzaduje vSak nakladné pfistrojové vybaveni.
Je také nutné pocitat s nejméné hodinovou rezervou pfi elektroforetické fazi a vyhodnoceni vysledku
je mozné az po urcité dobé.

Chemikalie a roztoky

1. Komer¢ni lidské sérum obsahujici IgM pro kalibraci (Orion Diagnostica)
Obsah IgM je 2 g/l.

2. Protilatka - sérum s anti-IgM protilatkami

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, + 1000 ml dH,O

6. Roztok Coomassie blue - malé mnozstvi rozpusténé v dH,O
Nemusi byt pfesné mnozstvi, slouzi pouze pro informaci o prabéhu elektroforézy.

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

8. Odbarvovaci diferencia¢ni roztok
CH30OH : CH;COOH - 10:1

Vzorek: Komeréni lidské sérum obsahujici nezndmé mnozstvi IgM (Orion Diagnostica)
Vystupuje jako antigen.

Pristroje a pom tcky

Sklenéné plotny 5x5 cm, sklenéna pipeta, korkovrt na vysekavani jamek, vyvéva, zdroj napéti,
elektroforetické komory, Petriho misky na vihkou komurku, filtracni papir.

Postup (vlastni prace) - pracujeme ve dvojicich

1. Ze zasobniho komeréniho séra o znamé koncentraci IgM si pfipravime dalSi fedéni.
a) do zkumavek 2. a 3. napipetujeme 10 ul fyziologického roztoku
b) do zkumavky 1. napipetujeme 20 pl séra se znamou koncentraci IgM
c) ze zkumavky 1. pfenasime 10 ul do zkumavky 2., dikladné promichame a pfeneseme 10 pl
do zkumavky 3.
d) do dalsi zkumavky si pfipravime smés 10 ul ze zkumavky 3. a 5 pl roztoku coomassie blue



Oznaceni zkumavky 1. 2. 3. 4.
Coomasie Blue - - - 5l

Fyziologicky roztok - 10 pl 10 pl -

Antigen (sérum) | 20 ul - - -

S\

10 pl 10 pl 10 pl
|
Redéni: - 2x 4x -
Koncentrace [g/l]:
Celkovy objem:| 10l 10 i 10 pl 15 i

Podle Sablony vysekame do gelu s protilatkou fadu péti jamek. Do jamek naneseme:

a) do prvnich tfi jamek 5 yl ze zkumavek 1.-3.

b) do &tvrté jamky 5 pl séra 0 neznamé koncentraci

c) do paté jamky 5 ul nafedéného kontrolniho séra smichaného s roztokem coomassie blue.

Do elektroforetickych komor nalijeme borat-fosfatovy pufr, na hranici mezi katodou a anodou
polozime pripravena sklicka a ze dvou protilehlych stran (od katody a anody) pfilozime na kraj
gelu filtraéni papir naséaty borat-fosfatovym pufrem za tcelem vedeni elektrického proudu.

Kazdou komoru obsahujici tfi sklicka zakryjeme a zapojime elektricky obvod tak, aby do kazdé
elektroforetické komory vedl proud o velikosti 60 mA (20 mA na skli¢ko). Elektroforéza bude
probihat cca 1 hodinu, pficemz jeji pribéh budeme sledovat na séru oznaceném roztokem
coomassie blue.

Po skoné&eni elektroforézy pereme skla nejvySe 2 minuty ve fyziologickém roztoku, zabalime je do
chromatografického papiru navihéeného fyziologickym roztokem a pres noc suSime pfi pokojové
teploté.

V dalSim cvi€eni sejmeme ze skli¢ek papir, skla opereme pod tekouci vodou a barvime barvicim
roztokem do dostate¢ného obarveni linii. Pozadi odbarvime diferenciaénim roztokem. Nakonec
opereme v destilované vodé a usuSime bez papiru.
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Ukazka raketové elektroimunodifuze

konc.



Hodnoceni

Plocha raketky po odecteni startovaci jamky je umérn& koncentraci antigenu. Pro zjednoduSeni je

mozné zméfit pouze vysku raketky od horniho okraje startovaci jamky.

Zmérte vySku a Sitku vzniklych precipita¢nich Gtvard a vypocitejte jejich plochu.
Hodnoty plochy precipitadnich Gtvard (cm?) u prvnich tii jamek vyneste do bodového grafu proti
hodnotam koncentrace séra v pfisluSné jamce a vyneste kalibraéni kfivku s rovnici regrese a

hodnotou spolehlivosti

Hodnotu plochy precipitaniho Gtvaru u c&tvrté jamky (lidské sérum o nezname koncentraci IgM)

dosadte do rovnice regrese a vypocitejte koncentraci IgM.
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Vystup

1) Tabulku s hodnotami plochy precipitaénich Gtvard riznych koncentraci kontrolniho séra a vzorku.

2) Kalibragéni graf zavislosti plochy precipitacnich Gtvard na koncentraci kontrolniho séra s rovnici

regrese a hodnotou spolehlivosti.
3) Vypocet koncentrace IgM ve vzorku lidského séra.

4) Oskenovany obrazek sklicka s precipitaénimi Gtvary (doda vyucujici).




