Stanoveni koncentrace specifického IgE v séru

1. Ke kuli¢ce se streptavidinem ST je pipetovan: alergen navazany na rozpustné matrici
s biotinem B + pacientsky vzorek (sérum Spec. IgE).

2. Nasleduje 30 min inkubace, kdy probiha vazba alergen — protilatka a zaroven vazba
streptavidin — biotin, a tim zakotveni komplexu na kuli¢ku.

3. Po inkubaci a promyti kulicky je pipetovan konjugat (anti IgE s alkalickou fosfatazou
(enzym AF)).

4. Nasleduje 30 min inkubace, kdy probiha vazba anti IgE na specifické IgE ze vzorku.

5. Po inkubaci a promyti je pipetovan substrat. Dochazi k reakci enzym — substrat.
Substrat je dioxetan-adamantyl-fosfat, ktery obsahuje vysoce energeticky bohatou
vazbu mezi 2 kysliky, dale pyridinové jadro s fosfatovou skupinou PO3; alkalicka
fosfataza z konjugatu odstipne PO3, tim se cela molekula rozpadne a uvolni se vazba
mezi kysliky, coZ se projevi luminiscenci.

6. Meéfi se pocCet fotonl za sekundu (CPS — counts per second) vyzafovany pfi uvolnéni
vazby. Méfeni se provadi az po 5 minutach inkubace se substratem, kdy uz je
luminiscence stabilni. Méfeni probiha opakované a kontinualné s korekci pomoci filtrt
a fotonasobicl, aby méfeni probihalo v optimalnim koncentraénim rozmezi.
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