Protokol €.
Imunodifuze

Material: gel (1,2% agarosa), Borat-fosfatovy pufr, automatické pipety, skli¢ko, inkubator,
fyziologicky roztok, destilovana voda, varné sklo, vafi¢, protilatky Ab (SwaHu: Swine
antibody against Human serum, HAHu: Horse Antibody against Human serum), antigeny Ag

(Lyonorm, Human control serum), mikrozkumavky typu Eppendorf

Teorie: Imunodofuze je jednou z nejstarSich imunochemickych metod. Dnes tuto metodu
nahradily v rutinnich laboratofich automatizované systémy nefelometrické a turbidimetrické.
Vyhodou této metody je velka jednoduchost, nevyhodou velka pracnost, vyzaduje uréitou
zruénost a ma pomérné omezeny rozsah pii kvantitativnim méfeni. Princip metody je zaloZen

na tvorbé komplexti antigen-protilatka v prostiedi agarozoveho gelu po difuzi.

Existuje nékolik modifikaci této metody: napt. podle Ouchterlonyho a podle Manciniové,

jez jsou nejcastéji vyuzivany.

Modifikace podle Manciniové je zalozena na radidlni difuzi antigenu v gelu s rozpusténou
protilatkou nebo na radidlni difuzi protilatky v gelu s rozpusténym antigenem. V gelu vznikaji
precipitacni prstence. Gel se necha ve vodni 14zni vytemperovat na teplotu 56°C, aby nedoslo
k denaturaci protilatky. Nasledn¢ se piida protilatka, ktera se dikladné¢ vmichd do gelu

(kvalitativni 1 kvantitativni).

Modifikace podle Ouchterlonyho je zaloZena na difuznim protismérném pohybu molekul
antigenu a protilatky. V mist€ setkdni antigenu a protilatky vznika v gelu precipitat, ktery je

ditkazem pfitomnosti hledaného antigenu nebo protilatky (kvalitativni stanoveni).

Cil: Pripravit precipitacni linie v gelu po difuzi protilatky a antigenu

Postup:

1. Pfipravte 1,2% agarosovy gel (agarosa + borat-fosfatovy pufr)

2. Ocistéte sklicka 95% etanolem

3. Automatickymi pipetami opatrné napipetujte gel na sklicko (2,4ml na sklicko) a
nechte gel ztuhnout

4. Pomoci odsavacky a Sablony vytvoite v gelu jamky podle obrazku 3

5. Ptipravte si fedéni antigenu 1:0, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16



6. Napipetujte 64ul protilatky do centralni jamky a 32ul antigenii do krajnich jamek
podle obrazku ¢.1. Ouchterlonyho desticka

7. Nechte inkubovat pfi teploté 37°C 24 hodin

8. Operte skla ve fyziologickém roztoku (nejvyse 2min), dale by se méla skla nékolik dni
susit pro dlouhodobé uchovani gelu, coz mi nepottebujeme, takze suseni vynechame

9. Barvéte amidocerni (75ml CHsOH, 8ml CHsCOOH, 0,08g amidocerni), pak promyjte
v diferenciacnim roztoku (CH3OH : CH;COOH = 10:1)

10. Nakonec promyjte v dest. vode
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Obr. €. 1: Ouchterlonyho desticka

Vyhodnoceni:  Pokud odpovida hledany antigen Ag protilatce Ab, vznikne precipitacni
linie a naopak. Redéni Ag a Ab jsou ekvivalentni tehdy, nachézi-li se precipita¢ni linie
uprostied mezi jamkami Ag a Ab.



