Navod K praktickym cvi¢enim z 1ékai'ské biochemie

Téma: Vybrané imunochemické metody

1. Uloha

Reagencie:
a) Roztok A (pufr bez PEG):

550 ml 1,24% kyselina borita
450 ml 1,9% boraxu
1000 ml ¢isténé vody

Stanoveni cirkulujicich imunokomplext

b) Roztok B (pufr s PEG):

41,66 g PEG 6000
1000 ml roztoku A

€) Neznamy vzorek séra ¢. 1 — infek¢éni material

Pracovni postup:

P1i praci pouZzivejte rukavice. Do 4 zkumavek pripravte nasledujici reakéni smési:

Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4
Odméfit v m: ufr bez PEG ufr s PEG slepa zkouska (pufr slepa zkouska
P P bez PEG) (pufr s PEG)
Sérum 0,03 0.03
Roztok A 1,0 1,0
Roztok B 1.0 10

Reakéni smési promichejte a inkubujte 60 minut pii laboratorni teploté (21-25 °C).

Po inkubaci znovu promichejte na vortexu a pak zméfte absorbanci pii 450 nm vzdy proti

odpovidajicimu slepému vzorku (reakéni smés ve zkumavce 1 proti roztoku ve zkumavce 3, reakéni
smes ve zkumavce 2 proti roztoku ve zkumavce 4).

2. Uloha

Imunoprecipitacni kfivka lidského albuminu a stanoveni
koncentrace albuminu imunoturbidimetricky

U této ulohy budete provadét pouze vyhodnoceni vysledkii, které jsou uvedeny v protokolu. Pro
predstavu je uveden cely postup provedeni tlohy.

Reagencie:

d) Zasobni roztok lidského albuminu
e) Redéné berani antisérum proti lidskému albuminu

f) Fosfatovy pufra 0,9 % NaCl, pH 7,2

g) Neznamy vzorek albuminu

1000 mg/l

0,01 mol/l




Pracovni postup:
Pti préci pouzivejte rukavice.

a) Priprava fedéni albuminu
Zasobni roztok lidského albuminu o koncentraci 1000 mg/1 postupné fedime 0,01 mol/I
fosfatovym pufrem geometrickou fadou (tab. 1).

Tabulka 1
Zkfrff;?/ky Pufr (mi) Roztok albumin (ml) KoneCud i';‘;“(cra‘g/f)“e
1 - 0,4 (ze zasobniho roztoku) 1000
2 0,2 0,2 (ze zkum. 1) 500
3 0,2 0,2 (ze zkum. 2) 250
4 0,2 0,2 (ze zkum. 3) 125
5 0,2 0,2 (ze zkum. 4) 62,5
6 0,2 0,2 (ze zkum. 5) 31,25
7 0,2 0,2 (ze zkum. 5) 15,63

b) Vlastni imunoprecipita¢ni reakce

Roztoky fedéného albuminu pipetujeme do novych zkumavek 1-7 (&isla zkumavek odpovidaji
¢islim zkumavek v tab. 1, v nichZ jsou jednotliva fedéni albuminu). Do dalSich dvou zkumavek 8-9
pipetujeme nefedény neznamy vzorek a tentyz vzorek, ktery natfedime fosfatovym pufrem 1 + 1 (0,1
ml nefedéného vzorku a 0,1 ml pufru). Zkumavka 10 slouZi jako slepa zkouska. Potom do vSech
zkumavek pfidame fedéné antisérum proti lidskému albuminu podle tabulky 2.

Tabulka 2
Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. Zkum Zkum.
Odméfrit 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ' 10
v ml Albumin [ Albumin | Albumin [ Albumin | Albumin Albumin | Albumin Vzorek Vazorek fed Slepa
1000 mg/l | 500 mg/l | 250 mg/l | 125 mg/l | 62,5 mg/l | 31,25 mg/l | 15,63 mg/l |  nefed. ZOTERTCA- 1 Zkouska
Albumin | =g 4 01 | o1 | o1 0,1 0,1 0,1 - - _
nafedény
Vzorek — — — — — — - 0,1 0,1 -
Pufr — — - - - - - — — 0,1
Antiser | 0 10 | 10 | 10 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Obsah ve zkumavkach promichame a nechame 20 minut inkubovat pii pokojové teploté. Po
skon¢eni inkubace zméfime absorbanci jednotlivych fedéni albuminu a vzorku proti slepé zkousce
v 1 cm kyveté pti vinové délce 400 nm.




Vyhodnoceni:

a) Z dodanych hodnot absorbanci fedéného standardniho roztoku albuminu a odpovidajicich
koncentraci sestrojte precipitacni kiivku a popiste ji.

b) Linearni vzestupnou ¢ast kiivky pouzijte jako kalibra¢ni kiivku a ode¢téte z ni koncentraci
albuminu v neznamém vzorku. Hodnotu fedénych vzorka je nutno nasobit fedénim.
Porovnejte vysledky ziskané u nefedéného a fedéného neznamého vzorku po vynasobeni
fedénim a vysvétlete.

3. Uloha Stanoveni specifickych protilatek pomoci ELISA metody
Reagencie:

a) ELISA strip (prouzek) s navazanym antigenem (8 jamek) (strip je zasazen do ramecku)
b) pozitivni kontrola

C) negativni kontrola

d) cut-off kontrola

e) neznamy vzorek séra ¢. 1 (infekéni material)

f) neznamy vzorek séra €. 2 (infekéni material)

g) fedici roztok vzorkd

h) promyvaci roztok

i) konjugat anti-Ig/znaceny peroxidasou

j) substratovy roztok (TMB —3",3"",5",5"" tetramethylbenzidin a peroxid vodiku) :
K) zastavovaci (stop) roztok (kyselina sirova 0,2 mol/l) "

Pracovni postup:

Pii praci pouzivejte rukavice.

Redéni neznamych vzorki

Kazdy vzorek budeme vySetfovat nafedény fedicim roztokem timto zpusobem: 1 dil vzorku + 100

dila fediciho roztoku. Redéni provadime v mikrozkumavkach (viz tabulka 3).

Tabulka 3
Mikrozkumavka 1 Mikrokumavka 2
Redici roztok 1,0ml 1,0ml
Vzorek 1 0,010 ml -
Vzorek 2 - 0,010 ml

Obsah v mikrozkumavkach promichavame na vortexu.


javascript:OpenWin('/ghs-pictogram','height=500,width=780,scrollbars=yes,menubar=no,resizable=1,toolbar=no,status=no')
javascript:OpenWin('/ghs-pictogram','height=500,width=780,scrollbars=yes,menubar=no,resizable=1,toolbar=no,status=no')

Vlastni provedeni ELISA metody (obrazky viz Priloha)

1. Nanaseni vzorki a kontrol

Podle rozpisu vzorku v tabulce 4 ptidame na dno jednotlivych jamek mikrotitraéniho prouzku
vzdy po 0,1 ml pfislusnych kontrol a vzorkl. Do prvni jamky urcené pro slepou zkousku pipetujeme
samotny fedici roztok. Neznamé vzorky pipetujeme do dvou jamek (v dubletu).

Tabulka 4

Vzorek

Slepa zkouska

Negativni kontrola

Pozitivni kontrola

Cut-off kontrola
Vzorek ¢. 1
Vzorek ¢. 1

Vzorek ¢. 2

I O|mM{m|olo|w|>

Vzorek ¢. 2

Prouzek v ramecku ptiklopime vickem a nechame inkubovat 1 hodinu p#i teploté 37 °C.
Béhem této inkubace dochazi k reakci protilatek ve vzorku s antigenem, kterym jsou potazeny
jamKky stripu.

2. Odstranéni nenavazanych sloZek séra

Po skonceni inkubace oto¢ime prouzek dnem vzhiiru a mirnym Svihem vyklepneme obsah
jamek do nadoby s chloraminem. Potom do kazdé jamky pipetujeme 0,3 ml promyvaciho roztoku.
Opatrné prouzkem zatfepeme a obsah vyklepneme do nadoby s chloraminem. Promyti opakujeme
celkem 3x. Nakonec ptevraceny prouzek osusime pfitisknutim na bunicinu.

3. Pridani konjugatu

Do vSech jamek ptidame po 0,1 ml konjugdtu (anti-1g/Px), prouzek piiklopime vickem a poté
inkubujeme 30 minut pii laboratorni teploté.

Béhem této inkubace se na imunokomplexy na dné jamek, vytvotenych v kroku 1, navaze druha
protilatka proti lidskému imunoglobulinu znacena peroxidazou.

4. QOdstranéni nenavazanych molekul konjugatu
Po této inkubaci opét promyvame podobn¢ jako v bodé 2. Tentokrat se odstranuje piebyteény
nenavazany konjugat.

5. Pridani substratu

Do vsech jamek pridame 0,1 ml substrdtového roztoku, prouzek piiklopime vickem a inkubujeme
cca 15 minut pii laboratorni teploté v temnu.

Pfi tomto kroku probiha pfeména substratu na produkt pomoci peroxidazy, ktera je soucasti
konjugatu. Jamky, kde byly ve vzorcich pfitomny protilatky proti navazanému antigenu, zmodraji.

6. Zastaveni enzymové reakce
Do vSech jamek pridame 0,1 ml zastavovaciho roztoku, ktery ukon¢i enzymovou reakci.
Modré zbarveni v jamkach se zméni na Zluté.



Jednoduché schéma provedeni ELISA metody
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7. Meéfeni

Me¢feni absorbanci v jamkach provadime pomoci specialniho spektrofotometru s vertikdlnim
paprskem pii vinové délce 450 nm. Méfeni provede laborantka.

Od hodnot absorbanci vzorkl a kontrol ode¢teme hodnoty slepého vzorku. Po odeéteni absorbance
slepého vzorku zapiSeme vypoctené hodnoty do tabulky a u vzorki, které byly zpracovavany
v dubletu, vypo¢teme primérné hodnoty.

Vypocet a interpretace vysledki

Hodnoty pramérnych absorbanci vzorkt porovname s hodnotami cut-off kontrolniho vzorku,

pomoci kterého ur¢ime hranici pozitivity.

— Za pozitivni pokladame vzorky, jejichz absorbance je vyssi o 10 % neZ je absorbance cut-off
kontroly.

— Za negativni pokladame vzorky, jejichz absorbance je niz$i o 10 % nez je absorbance cut-off
kontroly.

— Vzorky, jejichz absorbance se pohybuje v rozmezi hodnoty absorbance cut-off kontroly + 10%
nelze povazovat za negativni ani pozitivni — oblast Sedé zony. Doporucuje se opakovani vysetieni
z nového vzorku odebran¢ho za 2 az 4 tydny.



Piiloha Provedeni ELISA metody (autor piilohy Mgr. LibuSe Noskova)

e strip v ramecku pripraveny k nanaseni vzorkd

o podle tabulky 4 byly naneseny vzorky do pfisluinych jamek, nasleduje inkubace

» po promyvacich krocich je na viechny jamky nanesen konjugat (pro lepsi vizualizaci je
roztok obarven, barvy se mohou lisit v zavislosti na pouzité soupravé — zluta, modra,
fialova)




« po odstranéni nenavazanych molekul konjugatu je nanesen substrat pro
enzymatickou reakci katalyzovanou peroxidasou v misté navazaneho konjugatu

* enzymova reakce je zastavena a vzorky jsou pfipraveny ke spektrofotometrickému
vyhodnoceni

* méfeni absorbance jednotlivych jamek pii 450 nm a nasledné vyhodnoceni



4. Uloha Vyhodnoceni jednoduché radialni imunodiftize pro stanoveni
celkovych IgG a IgM

Pracovni postup:
a) Sestrojeni kalibraé¢ni kiivky
Zméftte prumeéry precipitatl standardnich roztokii oznacenych S1 — Sg pomoci specialniho
méiitka a ode¢téte druhou mocninu — d2. Doplitte d? standard do tabulky (viz protokol).

Druhé mocniny pruméri standardu a jejich odpovidajici koncentrace vyneste do grafu na
milimetrovy papir, d* na osu y a koncentraci na osu X.

b) Urceni koncentrace IgG nebo IgM v neznamych vzorcich
Zmgite prumery prstenct 5 neznamych vzorkd, odectéte druhou mocninu a z kalibra¢ni
ktivky odectéte jejich koncentrace.

5. Uloha Stanoveni specifickych protilatek pomoci imunoblotu

(viz video, uloha se neprovadi prakticky)
Reagencie:

a) testovaci prouzky s imobilizovanymi antigeny

b) promyvaci roztok (fosfatovy pufr, NaCl, KCl, mlé¢ny prasek, konzervaéni latky)

C) nafedény konjugat kralicich protilatek proti lidskym 1gG znaceny peroxidasou (jako konzervans je
pridan NaNz — jed a dalsi konzervacni latky)

d) substratovy roztok (TMB —3",3"",5",5"" tetramethylbenzidin a peroxid vodiku) @
e) neznamy vzorek séra (infekéni material)

Pracovni postup:
Pti préci pouzivejte rukavice.

a) Inkubace vzorki

Do zlabku pipetujeme 2 ml promyvaciho roztoku. Ze zkumavky vyjmeme pomoci pinzety
prouzek a vlozime ho do Zlabku s pfipravenym promyvacim roztokem. Cislo prouzku musi byt
orientovano vzhuru. Zkontrolujeme, aby testovaci prouzek byl zcela ponofen do promyvaciho roztoku.

K promyvacimu roztoku ve zlabku ptidame 20 pl vzorku. Vzorek pipetujeme u konce prouzku.
Pak ptikryjeme inkubacni misku vickem a spustime tfepacku, ktera je nastavena na nejniz$i rychlost. Za
stalého tfepani nechdme inkubovat 60 minut pi%i laboratorni teploté.

Béhem této inkubace dochazi k navdzani specifickych protilatek ze vzorku (pokud jsou
pfitomny) na antigeny, které jsou imobilizovany na prouzku.

b) Odstranéni nenavazanych sloZek séra promytim

Po skonceni inkubace zastavime ttepacku, sejmeme vicko a pomoci Pasteurovy pipety odsajeme
promyvaci roztok s nenavazanymi slozkami séra. Obsah Pasteurovy pipety vypustime do nadoby
s chloraminem. Pracujeme opatrné, aby se pii odsavani roztoku neposkodil prouzek.

Naésleduje promyti, pfi némz postupujeme nasledujicim zptisobem. Do zlabku piiddme pomoci
pipety 2 ml promyvaciho roztoku. Poté ptikryjeme inkubacni nadobku vickem, spustime tfepacku
a inkubujeme 3 minuty. Pak promyvaci roztok opatrné¢ odsajeme Pasteurovou pipetou. Tyto kroky
(pridani promyvaciho roztoku, inkubace a odstranéni promyvaciho roztoku) zopakujeme jesté 2x.
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c) Pridani konjugatu
Po promyti pipetujeme do zlabku 2 ml nafedéného konjugdtu. Po piidani konjugatu prikryjeme
inkubaéni nadobku vickem a opét spustime tfepacku. Inkubujeme 35 minut pii laboratorni teploté.
Béhem inkubace se na imunokomplexy tvofené antigeny imobilizovanymi na prouzku
a prislusnymi specifickymi protilatkami ze vzorku navéze druhd, tentokrat zvifeci protilatka proti
lidskému Ig znacena peroxidazou.

d) Odstranéni nenavazanych molekul konjugatu promytim
Po této inkubaci postupujeme podobné jako v bod¢é b. Tentokrat se odstrafiuje piebytecny
nenavazany konjugat.

e) Pridani substratu

Po té, co bylo skonCeno promyvani a peclivé odsata posledni davka promyvaciho roztoku,
ptidame do zlabku 1,5 ml substrdtového roztoku. Po ptidani substratového roztoku inkubujeme
na tfepacéce cca 2 — 5 minut pti laboratorni teploté. Béhem inkubace miizeme pozorovat vybarvovani linii
Vv misté pozitivnich a cut-off kontrol (viz schéma prouzku na str. 10). Jakmile je viditelna linie cut-off
kontroly, zastavime reakci.

f) Zastaveni reakce

Pasteurovo pipetou odsajeme substratovy roztok a podobné jako v bodé b promyjeme 2x nebo 3x
(podle ¢asovych moznosti), ale tentokrat k promyti pouzijeme deionizovanou vodu.

Po skonéeni promyti opatrné vyjmeme prouzek ze zlabku a osu$ime ho mezi dvéma vrstvami
filtraéniho papiru.

Jednoduché schéma provedeni imunoblotu
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Vyhodnoceni:

Test Ize hodnotit pouze v piipadé, Ze jsou zietelné vybarveny linie kontrol na jednom konci
prouzku. Jejich vybarveni potvrzuje, Ze pouzité reagencie ani prouzek nebyly znehodnoceny a Ze test byl
proveden spravné. Intenzitu zbarveni linii v mistech, kde byly na prouzku imobilizovany antigeny,
srovnavame s vybarvenim cut-off kontroly.

Ptiklad rozlozeni kontrol a antigenti na prouzku

kontrola konjugdtu

12G/IgA Ags
L1l | | L1 L1 1 |
kontrola cut-off Agl Ag2 Ag3 Agd Agt
H—__‘h——___ -
antigeny 1-6

10



