Imunoprecipitační techniky

Princip:

Imunologické techniky používané pro analýzu bílkovin jsou založeny na precipitačních reakcích, 

tj. na tvorbě precipitátu při styku bílkovinného antigenu s protilátkou ve vhodném koncentračním poměru. Nejpoužívanějšími precipitačními reakcemi jsou tzv. imunodifúzní metody, zkráceně imunodifúze prováděné v prostředí gelu (hlavně agaru), při kterých difunduje a reaguje antigen

s protilátkou. Tyto metody se staly základními nástroji v biochemických analýzách. Běžně používanou modifikací je tzv. Ouchterlonyho metoda dvojrozměrné difúze. Při této metodě difundují antigen a protilátka  proti sobě ze dvou oddělených jamek vyražených ve vrstvě agaru. 

V místě styku se přitom vytvoří precipitační linie.

Pro kvantitativní stanovení antigenů (nebo protilátek) se používá imunoprecipitačního testu podle Manciniové. Při tomto testu se antisérum o koncentraci 1 – 3% nanese do rovné vrstvy agaru.

Do jamek se nanese zkoumaný antigen, a to jak standard v různých koncentracích (kalibrační křivka), tak i zkoumané vzorky. Po ustanovení rovnováhy antisérum – antigen se vytvoří precipitační prstenec. Velikost prstence odpovídá množství antigenu.
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Speciálním případem imunodifúzních technik je kombimace elektroforézy a difúze v prostředí gelu, dvoustupňová imunotechnika zvaná imunoforéza. U této metody se směs antigenů (např. sérum) nejprve rozdělí elektroforézou ve vhodném nosiči (agarovém gelu) a poté se nechá antisérum difundovat v kolmém směru na elektroforézu. V místě styku se vytvoří precipitační obloučky.
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Obr.1: Dvojrozmérna difiize Obr.2: Stanoveni pribuznosti





Pracovní postup:

1. Nalévání agarové desky:

Na skleněnou desku naneseme ze zkumavky 12 ml rozvařeného agaru. Vytvoříme stejně silnou vrstvu po celé ploše a necháme ztuhnout do druhého dne.

2. Příprava agarové desky:

Vypíchneme razidlem dvě růžice. Vypíchnutý agar odstraníme špičatou injekční jehlou.

3. Ředění séra geometrickou řadou:

Připravíme si řadu šesti zkumavek. Do první zkumavky pipetujeme 0,2 ml (200 l) séra a do druhé až šesté zkumavky 0,1 ml destilované vody. Z první zkumavky odebereme 0,1 ml séra a přidáme jej do druhé zkumavky k 0,1 ml destilované vody a protřepeme. Ze druhé zkumavky odebereme opět 0,1 ml směsi a přidáme ji do třetí zkumavky a opět protřepeme. Stejným postupem budeme pokračovat až ke šesté zkumavce.

4. Ouchterlonyho metoda dvojrozměrné difúze:

Do středu první růžice podle Obr.1 naneseme automatickou pipetou (20 l) HAHu (koňské antisérum) a do okolních jamek naředěné lidské sérum (zkumavky 1 – 6). Necháme difundovat 24 h ve vlhké komůrce.

5. Stanovení příbuznosti:

Do středu druhé růžice podle Obr.2 naneseme HAHu a do okolních jamek lidské a krysí sérum. Desku umístíme do vlhké komůrky na 24 h. V místě styku antigenu s protilátkou se vytvoří precipitační linie.

6. CRP aglutinace:

Všechny reagenty a vzorky vytemperujeme na laboratorní teplotu. Napipetujeme 50 l vzorku a kápneme 1 kapku každé kontroly do oddělených kruhů na testovací destičce. Lahvičku s latexovým činidlem (reagent A) před použitím jemně protřepeme. Poté ji otočíme do vertikální polohy a kápneme 1 kapku do každého kroužku vedle testovaného vzorku. Reagenty promícháme tyčinkou a rozprostřeme je po celé ploše kruhu. Pro každý vzorek použijeme novou tyčinku! Nakonec promícháme reagenty krouživými pohyby kartičky.
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