Vliv enzymatického natraveni krvinek BROMELINEM na citlivost serologického stanoveni
antigenu krevniho systému ABO.

Teoreticky uvod:

Antigeny krevniho systému ABO jsou molekuly glykoproteinti vazané v membranach Cervenych
krvinek.
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Podstatou sérologického stanoveni téchto antigenti je aglutinace — shlukovani erytrocyti, kdy reaguje
antigen v membran¢ erytrocytd s prislusnou protilatkou oznacovanou jako anti 4, anti B nebo lektin
v piipad¢ antigenu H.

Vysledkem vzdjemné reakce erytrocytarniho antigenu a pfislusné protilatky je aglutinace a reakci
hodnotime jako pozitivni, kdyz shluk krvinek je pevny a nelze ho roztiepat.

Bromelin hydrolyzuje peptidické vazby v membranach erytrocytli a timto zplGsobem membranu
»hatravi®. Z fyzikalniho hlediska se jedna o snizeni povrchového napéti membrany.

Disledkem je zesileni nékterych interakci antigen — protilatka, v naSem pfipadé by se ucinkem
bromelinu méla zvysit intenzita aglutinace erytrocytii. Krvinky natravené bromelinem by tedy mély
byt citlivéi$i k ptisobeni pfislusnych protilatek, tj. aglutinace by se méla projevovat i pfi vétSim
zfedéni protilatek, nez tomu bude u krvinek neovlivnénych bromelinem.

Cil prace:

srovnat miru aglutinace erytrocytti ovlivnénych bromelinem s aglutinaci neovlivnénych erytrocytt
Postup, pomtcky:

Pracujeme v rukavicich !!! Dbdme na peclive znaceni vSech zkumavek — krevni skupinu i cislo

zkumavky (Fedeni), pro potreby inkubace je nutno zkumavky znacit navic také viastni znackou své
pracovni skupinky.

1. fyziologicky roztok pro ¢ervené krvinky — 0,85% NaCl
2. 3% suspenze erytrocytd krevnich skupin A, B, O ve fyziologickém roztoku — jiz pfipraveno

3. 3% suspenze erytrocytl hydrolyzovanych (natravenych) bromelinem — nutno pfipravit:

- do malych eppendorfek s 20 pl 0,5% bromelinu pfiddme 180 pl erytrocytarni suspenze (z bodu 2).

- zkumavky inkubujeme 10 — 15 minut pii 37°C.

- centrifugujeme pti 1000 ot., cca 30 sec, opatrné odsajeme supernatant, k sedimentu erytrocytti na dné
eppendorfky ptidame 180 pl fyziologického roztoku, opét centrifugujeme a odsajeme, celkem 3 x,
¢imz ze suspenze erytrocyti diikladné vymyjeme bromelin. Po poslednim promyti pridame 180 pl fyz.
roztoku a timto mame ptipravenou 3% suspenzi natravenych erytrocytu.

4. ptipravime si zkumavky s protilatkami, ve kterych budeme provadét aglutinaci.
Protilatky anti A, anti B fedime geometrickou fadou 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256
Lektin fedime 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32

celkem pripravime 2 sady po 15 aglutina¢nich zkumavkach:

anti A (5 zkumavek), anti B(5 zkumavek), lektin (5 zkumavek) pro krvinky bez bromelinu
anti A (5 zkumavek), anti B(5 zkumavek), lektin (5 zkumavek) pro krvinky s bromelinem
Zkumavky znacime vidy A 1 az A5, B1-B5 HI1—-H5.



Zasobni roztoky pro anti A, anti B i lektin (anti H) jsou jiz pfipraveny,
zpisob fedéni protilatek pro krvinky s bromelinem i bez bromelinu je stejny.

Anti A 1 2 3 4 5
Redéni 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
Pipetovat 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Z4s. T. Z4s. T. r.2 r.3 r.4
+ + + +
200 wl 200 wl 200 wl 200 pl
fyz. r. fyz. r. fyz. r. fyz.r.
Anti B 1 2 3 4 5
Redéni 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
Pipetovat 200 wl 200 wul 200 wl 200 wl 200 wl
Zas. T. Zas. T. r.2 r.3 r.4
+ + + +
200 wl 200 wl 200 wl 200 pl
fyz. 1. fyz.r. fyz. 1. fyz.r.
Lektin 1 2 3 4 5
Redéni 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
Pipetovat 200 ul 200 ul 200 ul 200 ul 200 ul
Zas. T. Zas. T. r.2 r.3 r.4
+ + + +
200 pl 200 pl 200 pl 200 wl
fyz. 1. fyz.r. fyz. 1. fyz.r.

Z 5. zkumavky vzdy odebereme 200 ul, aby objem byl ve viech zkumavkach stejny a to 200 ul,

5. do takto natedénych protilatek piidame vzdy po 20 ul ptislusné erytrocytarni suspenze: do prvnich
tfi fad bez bromelinu, do druhych tii fad s bromelinem
Davame erytrocyty A do anti A, B do anti B, 0 do lektinu (anti H)

6. zkumavky inkubujeme 10 minut pii 37°C, poté centrifugujeme ptl minuty pii 1000 ot. Po lehkém
protiepani odecitdme aglutinaci.

7. do z&véru vyhodnotime citlivost reakce, (tj. uvedeme pfi kterém fedéni byla reakce jeste pozitivni) a
zhodnotime vliv bromelinu na citlivost reakce.






