ULOHA 8: Turbidimetrické stanoveni protilatek tfidy M (IgM)
Chemikalie a roztoky

1. Komer¢ni lidské sérum s koncentraci IgM 2 g/l

2. Fyziologicky roztok

3. Komerc¢ni kit pro stanoveni IgM (reagent R1 a R2)

Vzorek: Komeréni lidské sérum s neznamym mnozstvim IgM.

Pristroje a pomticky
Spektrofotometr pro UV oblast schopny méfit pfi vinové délce 340 nm.

Postup

1. Ze zasobniho komercéniho séra o znamé koncentraci IgM si do dvojice pfipravime fadu fedéni pro
kalibraci
a) do 1. zkumavky napipetujeme 10 pyl komeréniho séra
b) do 2. - 3. zkumavky napipetujeme 5 ul fyziologického roztoku
c¢) z 1. zkumavky pfeneseme 5 ul do 2. zkumavky, dukladné promichame, poté pfeneseme
5 ul do 3. zkumavky

Oznaceni zkumavky 1. 2. 3.
Fyziologicky roztok 5l 5l
Vzorek - - -

Antigen (sérum)| 10 pl - -

5ul 5ul
_ [
Redéni:| Konc. 2X 4x
Koncentrace: 29/l
Celkovy objem: 5ul 5l 10 ul

2. Smichame antigen (fada fedéni séra o znamé koncentraci IgM a vzorek) s protilatkou (antisérum
s anti-lgM) a reakénim pufrem
a) pfimo na desti¢ku napipetujeme do &ty jamek po 160 pl reagentu R1
b) poté pfidame do jamek 1,5 pl pfipraveného standardu nebo vzorku
c) promichdme a 20 s poCkame
d) nakonec do vSech jamek napipetujeme 40 pl reagentu R2

3. Reakéni smés v jamkach promichame a mikrotitracni destiCku inkubujeme minimalné 4 minuty,
aby doslo k vytvoreni imunokomplexu.

4. Po uplynuti dané doby jesté jednou promichame a zméfime absorbanci pfi vinové délce 340 nm.

Hodnoceni

Vystupem je série hodnot v tabulce, ve které jsou uvedeny hodnoty absorbance pro kazdou jamku.
Absorbance je bezrozmérna veli€ina, ktera udava mnozstvi pohiceného svétla. Ziskate 3 hodnoty
absorbanci pro sestaveni kalibracni kfivky a hodnotu pro vzorek.

Vytvorte linearni kalibraéni pfimku se zobrazenim rovnice regrese a hodnoty spolehlivosti. Pomoci
této rovnice spocitejte koncentraci imunoglobulinli ve vzorku.



Vystup
1) Tabulka hodnot (koncentrace a absorbance) kalibracnich sér a vzorku.

2) Bodovy graf s prolozenou linearni regresni kfivkou, hodnotou spolehlivosti R a rovnici regrese



