Protokol
Imunodifize podle Manciniové

Material: gel (1,2% agarosa), Borat-fosfatovy pufr, automatické pipety, vicko ELISA,
inkubator, fyziologicky roztok, destilovana voda, varné sklo, vafi¢, odsavacka s korkovrtem,
protilatky Ab (riizné typy, napt.:SwaHu: Swine antibody against Human serum, HAHu: Horse
Antibody against Human serum), antigeny Ag (Lyonorm, Human control serum),

mikrozkumavky typu Eppendorf

Teorie: Imunodofize je jednou z nejstarSich imunochemickych metod. Dnes tuto metodu
nahradily v rutinnich laboratofich automatizované systémy nefelometrické a turbidimetrické.
Vyhodou této metody je velkd jednoduchost, nevyhodou velka pracnost, vyZaduje urcitou
zrucnost a ma pomerné omezeny rozsah pii kvantitativnim méteni. Princip metody je zaloZen

na tvorbé komplext antigen-protilatka v prostfedi agar6sového gelu po difuzi.

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

jez jsou nejcastéji vyuzivany.

Modifikace podle Ouchterlonyho je zaloZena na difiznim protismémém pohybu molekul
antigenu a protilatky. V misté setkani antigenu a protilatky vznika v gelu precipitat, ktery je

dikazem ptitomnosti hledaného antigenu nebo protilatky (kvalitativni stanoveni).

Modifikace podle Manciniové je zaloZena na radialni 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 lazni vytemperovat na teplotu 56°C, aby nedoslo
k denaturaci protilatky. Nasledné se pfida protilatka, kterd se dikladn€ vmichd do gelu

(kvalitativni i kvantitativni).

Cil: Pripravit precipita¢ni prstence po difuzi protilatky, zatimco antigen je rozpustén
v gelu a zjistit koncentraci neznamého vzorku.

Postup:

1. Ocistéte desticku 95% etanolem

2. Ptipravte 1,2% agarosovy gel pro celou skupinu (agarosa + Borat-fosfatovy pufr) a
nechte vychladit na 56°C a ptidejte antigen v mnozstvi 400ul Ag / 100ml gelu (17x
fedéné). Vytemperovat odmérny valec s ryskou na 30ml (60°C)

3. Thned nalejte pomoci vélce 30ml gelu na desticku a nechte gel ztuhnout



Pomoci odsavacky a Sablony vytvoite v gelu jamky podle obrazku 3
Ptipravte si fedéni protilatky 1:0, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 plus vzorek a blank
Napipetujte 40ul protilatky do jamek v riizném fedéni podle obrazku
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Nechte inkubovat pfi lab. teploté 48 hodin ve vlhké komtirce

Barveni

8. Barvéte amidocerni (75ml CH3OH, 8ml CH3;COOH, 0,08g amidocerni), pak promyjte
v diferenciacnim roztoku (CH3OH : CH;COOH = 10:1)

9. Nakonec promyjte v dest. vod¢

Obr. €. 1: Desticka podle Manciniové

Vyhodnoceni:  Pokud odpovida hledany antigen Ag protilatce Ab, vznikne precipitacni
linie ve tvaru kruhu, kdy zmétite druhou mocninu priméru dle ptilozeného pravitka Sevak.
Podle vysledku koncentraci ze standardni kiivky si vytvofite graf a odectete z néj koncentraci
nezndmého vzorku.



