Rybi imunologie

1. Odbér kozniho mukusu — karas obecny (Carassius carassius), dukaz antibakteridlni
aktivity lysozymu — zoénova difuze v agardze s Micrococcus luteus.

2. Odbér krve z kaudalni cévy — karas obecny (Carassius carassius), heparin 50U/ml,
krevni roztér (jaderné ¢ervené krvinky, bilé krvinky, fotodokumentace Olympus BX43
+ kamera Infinity 2, Quick Photo Micro software).

3. Oxidac¢ni vzplanuti plné krve luminometricky s pouzitim dvou luminoford —
luminol (50x fedéna plna krev), Pholasin (1000x fedéna plna krev).

Postup luminol: (2x vzorek, 2x blank): Natedéni plné krve v HBSS — 780 ul HBSS + 20

ul krve.
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4. Oddé¢leni krevni plasmy centrifugaci (15000t./10 min.), plasma jako blank pro vzorky
plné krve.

5. Stanoveni activity komplementu (celkova/alternativni cesta aktivace komplementu)
luminometricky pomoci bioluminiscencni E. coli K12:

Postup
e Do dvojice se pfipravi 2 zkumavky s HIS (heat inactivated serum):

pro celkovou aktivitu komplementu: 80 ul HIS + 120 ul PBS (pomér 2 : 3)
pro alternativni cestu: 80 ul HIS + 40 ul PBS + 80 ul zasobniho EGTA (pomér2 : 1 :2)



e Do dvojice si pfipravite 2 zkumavky pro vySetfované sérum:

pro celkovou aktivitu komplementu: 80 ul plasmy + 120 ul PBS (pomér 2 : 3)

pro alternativni cestu: 80 pul plasmy + 40 pl PBS + 80 pl zasobniho EGTA (pomér 2 : 1 :
2)

e Pipetovat na desku v potadi dle nasledujiciho schématu (zleva doprava — viz posledni

radek):
(ul]
Suspenze
Paralelky | Vzorek HIS HIS s EGTA bakterii
Blank K 1 - 50 - 50
Celkova K1 1 10 40 - 50
aktivita K2 1 20 30 = 50
K3 1 40 10 - 50
Blank A 1 - - 50 50
Alternativni Al 1 10 - 40 50
draha A2 1 20 - 30 50
A3 1 40 - 10 50
poradi pipetovdni na desticku: 1. 2. 3. 4.

6. Imunoturbidimetrie

Jedna se o tzv. zakalovou metodu. Zdakal je tvofen imunokomplexy vzniklymi interakci
specifickych protildtek s antigenem. Koncentrace antigenu je pfimo umérnd intenzité
zakaleni. Méfi se ubytek intenzity svétla, které proslo kyvetou. Zdrojem svétla byva
dioda. Detektor je umistén pfimo naproti zdroji svétla.

Princip metody spociva v reakci C3 slozky se specifikou protilatkou proti C3. Vznikajici
imunokomplexy zpUsobuji zakal, ktery je prfimo umérny koncentraci C3 ve vzorku.
Reakéni schéma vyjadfuje tab. €. 2.

Schéma reakce: vzorek | standard | blank
standard - 4 ul
vzorek 4 ul -

destilovana 44l
voda H

¢inidlo 1 | 250 pl 250 pl 250 pl

promichani, inkubace 5 min p¥i 37 °C;
odeéet absorbance (A1) prfi 340 nm

ginidlo2 | 50 | sow | sou

promichani, inkubace 5 min p¥i 37 °C;
odecet absorbance (A2) pri 340 nm




Vyhodnoceni: Ziskana data byla vyhodnotit v programu MS Excel z rovnice regrese, ziskané z
kalibracni kfivky sestrojené z fady standardd o zndmé koncentraci



