1.

Ptaci imunologie

Odbér krve z kiidla (vena cutanea ulnaris) — slepice domdci (Gallus gallus), heparin
50U/ml, krevni roztér (jaderné Cervené krvinky, bilé krvinky, obarveni krevnich
rozté€ri — kit Leukodif, fotodokumentace Olympus BX43 + kamera Infinity 2, Quick
Photo Micro software).

Oxidaéni vzplanuti plné krve luminometricky s pouZitim dvou luminofori — luminol
(50x fedéna plna krev), Pholasin (1000x fedéna plné krev).

Oddéleni krevni plasmy centrifugaci (15000t./10 min.).

Postup Pholasin (2x vzorek, 2x blank — plasma fedénd stejn¢ jako krev):

Blood
Dilution |2mL
Buffer

Reconstitution and
Assay Buffer 90uL
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Luminometr vytemperovany na 37°C! Aktivator ptidany tésné pifed méifenim nebo
injektorem v patém cyklu! Reakce je rychld, celkové méteni jen 5 minut, poté nasadit
luminol.

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

Naredéna krev Luminol v Aktivator - LPS
m boratovém (ul)
H pufru (ul) H
200 25 25

Luminometr vytemperovany na 37°C! Méfeni kinetiky 60 minut.




3. Stanoveni activity komplementu (celkovéa/alternativni cesta aktivace komplementu)
luminometricky pomoci bioluminiscencni E. coli K12 (100 tis./jamku):

Postup

A. Do dvojice se piipravi 2 zkumavky s HIS (heat inactivated serum):

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

2. Do dvojice si pfipravite 2 zkumavky pro vySetfované sérum:
pro celkovou aktivitu komplementu: 80 pul plasmy + 120 ul PBS (pomér 2 : 3)
pro alternativni cestu: 80 pul plasmy + 40 pl PBS + 80 pl zasobniho EGTA (pomér 2 : 1 :

2)
3. 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.




