ULOHA 8: Turbidimetrické stanoveni celkovych imunoglobulinti (Celkové Ig)

Princip

Tato metoda vyuziva zmény konformace a optickych vlastnosti, ke kterym dochazi pfi denaturaci
proteind. Tyto zmény nastavaji pfi srazeni frakce proteinl ze séra, ktera odpovida imunoglobulindm,
vhodnou chemikalii napf. siranem zineCnatym. Vysledkem této reakce je vznik zakalu, ktery lze
detekovat spektrofotometricky.

Vyhody a nevyhody

Pomérné spolehliva, jednoducha a levna metoda, ktera vyzaduje pouze spektrofotometr s filtrem pro
ur€itou vinovou délku a pfislusné kontrolni sérum.

Chemikalie a roztoky

1. Komer¢ni lidské sérum s koncentraci Ig 20 g/l

2. Fyziologicky roztok

3. Roztok 0,7 mM siranu zine¢natého (pH 5,8): 20,8 mg ZnSO4 . 7H20 + 100 ml dest. H20

Vzorek: Komeréni lidské sérum s neznamym mnozstvim Ig.

Pristroje a pomuicky
Spektrofotometr pro viditelnou oblast schopny méfit pfi vinové délce 590 nm.

Postup

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

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

Antigen (sérum) | 10 pl - -

5ul 5ul
_ [
Redéni: | Konc. 2X 4x
Koncentrace: | 20 g/l 10 g/l 54qll
Celkovy objem: 5ul 5l 10 ul




2. RGzné fedéni kalibraéniho séra a vzorek smichame s roztokem siranu zine¢natého pfimo na
mikrotitracni desti¢ce:
a) do Ctyf jamek (tfi jamky pro fedéné sérum a jednu pro vzorek) jednoho sloupce na desti¢ce
napipetujeme po 150 ul roztoku siranu zine¢natého do kazdé jamky
b) napipetujeme 2,5 ul roztoku do patfi¢né jamky z kazdé stejné oznacené zkumavky a dukladné
promichame.

3. Smés siranu zine€natého a séra nechame kultivovat 0,5-2 hodiny pfi laboratorni teploté.

4. Po uplynuti dané doby smés promichame a zméfime absorbanci pfi vinové délce 590 nm na
spektrofotometru.

Hodnoceni

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

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

Vystup
1) Tabulka hodnot (koncentrace a absorbance) ruznych fedéni kalibracniho séra a vzorku. Uvedte
koncentraci imunoglobulint ve vzorku.

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



ULOHA 9: Turbidimetrické stanoveni protilatek tfidy M (IgM)

Princip

Urceni lidského imunoglobulinu konkrétni tfidy je zaloZeno na reakci mezi imunoglobuliny jako
antigeny a specifickém antiséru jako protilatce, se kterou budou imunoglobuliny reagovat. Pfi této
reakci vznika nerozpustny imunokomplex antigen-protildtka tvofici zakal, ktery je méfen
spektrofotometricky.

Vyhody a nevyhody

Podobné jako u stanoveni celkovych Ig se jedna o dosti spolehlivou a jednoduchou metodu, ktera
vyzaduje spektrofotometr s filtrem pro urcitou vinovou délku, kontrolni sérum o znamé koncentraci IgM
a prislusné antisérum.

Chemikalie a roztoky
1. Komer¢ni lidské sérum s koncentraci IgM 2 g/l
2. Fyziologicky roztok

3. Reagent A (Imidazolovy pufr 0,1 mol/L, kozi anti -human IgM
protilatky, azid sodny 0,95 g/L, pH 7,5)

Vzorek: Komeréni lidské sérum s neznamym mnozstvim IgM.

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

Postup
1. Ze zasobniho komeréniho séra 0 znamé koncentraci IgM si pfipravime fadu fedéni pro kalibraci.

Oznaceni zkumavky 1. 2. 3.
Fyziologicky roztok - 10 pl 10 pl
Antigen (sérum)| 20 pl - -

NN

10 pl 10 pl
_ [
Redéni:| Konc. 2X 4x
Koncentrace: 24/ 1g/ 0,5 mg/l
Celkovy objem: 10 pl 10 ul 20 pl

2. Do jamek na mikrotitratni desce pipetujeme kalibraéni roztoky z prvniho kroku a vzorek a
nasledné pfiddvame reagent A v mnozstvi: 200 pl reagent A a 3 pl kalibrator nebo vzorek.
Promichat.

3. Mikrotitracni desti¢ku inkubujeme 10 minut pfi 37 °C, aby doslo k vytvoreni imunokomplexu.

4. Po uplynuti dané doby jesté jednou promichame (krouzivym pohybem celou deskou, opatrné) 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 pohlceného svétla. Ziskate 3 hodnoty
absorbanci pro sestaveni kalibraéni kiivky 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) kalibra¢nich sér a vzorku.

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



