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PREDGOVOR

Vsako potovanje se zacne s prvim korakom, ne glede na to, kako majhen je. Nekaj temu podobnega
velja za kitajski rek, ampak menim, da ga lahko preslikamo tudi na potovanja, ki to niso v fizic(nem
smislu. Potovanje je tudi odkrivanje novih podrocij znanj. Imunologija in imunokemija je predmet
drugega letnika Laboratorijske biomedicine, je pa hkrati tudi osnovni tecaj s podrocja imunologije.
Osnovni tecaj pomeni, da se seznanjamo z osnovami — s pojmi, z nacini delovanja in s
poenostavitvami, ki omogocajo razumevanje pojavov in povezav. K temu sodijo tudi vaje, za katere je
napisana pricujoca skripta,ki naj studentom olajsa priprave na posamezne eksperimente in pripravo
porocil o rezultatih, predvsem pa o opaZanjih. V fazi odkrivanja novega so dobra opaZanja celo
pomembnejsa kot uspesen ali neuspesen eksperiment. Mnogo ponesrecenih poskusov je ob skrbnem
opaZanju in pronicljivosti opazovalca pomenilo pomemben napredek. Tudi v imunologiji poznamo kar
nekaj takih primerov, ce omenim samo odkritje delovanja plesni, iz katere so izolirali penicilin. Vaje so

torej namenjene tudi ostrenju opaZanja in pri¢ujoca skripta predstavlja pripravo na to.

Prof. dr. Borut BoZic¢
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1. VAJA
Strokovna terminologija: obdelava besedila
na temo imunskih procesov in imunokemije

uvoD

Osnovno imunokemijsko reakcijo, vezavo antigena in protitelesa, danes s pridom izkoris¢amo v
visoko obcutljivih in specifiénih analitskih tehnikah, uporabljenih na podrocju biotehnoloskih in
medicinskih znanosti. Siroko uporabnost imunokemijskih metod omogo¢a njihova raznolikost,
relativno lahka prilagodljivost in visoka analitska obcutljivost. Od prvih znanstvenih raziskav in porocil
0 mozni uporabi protiteles v kvantitativne analitiche namene (Heidelberger in Kendall, 1932)
imunsko reakcijo rutinsko uporabljamo v klinicno-biokemijski diagnostiki za meritve kolicine
(koncentracije) iskanega parametra: protiteles (protimikrobnih, avtoimunskih), prostega antigena ali
celic (posredno, preko antigena, vezanega na ali v celici). V tem primeru protitelesa ali antigen
nastopajo kot iskani analit, prav tako pa lahko obe molekuli uporabljajmo kot biokemijski reagent, s
katerim s pomocjo imunske reakcije merimo druge molekule. In vitro imunokemijsko reakcijo
izvajamo v serumu (imunoserologija), na celicnih (imunocitologija) in tkivnih preparatih
(imunohistokemija). V vseh primerih na rezultat pomembno vplivajo lastnosti protiteles (afiniteta,
avidnost in specifinost), antigena (protein, glikoprotein, dostopnost antigenskih determinant, ...) in

vrsta ter priprava bioloskega vzorca.

Na vajah boste pridobili pomembna teoreticna in prakticna znanja, vezana na osnovno
imunokemijsko reakcijo oziroma specificne metode, ki se uporabljajo v kliniéno-biokemijski
diagnostiki. Brez poznavanja principov imunokemijske reakcije je kasneje veliko teZje komentirati in
ovrednotiti laboratorijski rezultat in morebitna odstopanja, do katerih lahko pride v analizni fazi
specificne metode. Oboje namre¢ lahko pomembno vpliva na pravilno postavitev diagnoze ali
ustrezen izbor terapije za posameznega pacienta. Prva vaja je namenjena Studiju teoreti¢nih
primerov, samostojnemu delu in preverjanju poglobljenega razumevanja pojmov, metod in principov
imunokemijske reakcije, ki poteka in vitro ali v organizmu, hkrati pa je tudi osnova za kvalitetno

izvedbo nadaljnjih prakti¢nih vaj pri predmetu Imunologija z imunokemijo.
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Slika 1: Prostorska struktura proteinskih verig molekule protitelesa.

SLOVARCEK STROKOVNE TERMINOLOGIJE

Tako na vajah kot predavanjih pri predmetu Imunologija z imunokemijo se boste srecali s Stevilnimi
novimi pojmi, ki so pomembni za razumevanje strokovne literature s podrocja imunologije in klinicne

diagnostike.
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PROTOKOL

V parih preberite dodeljeni €lanek oz. Studijski primer, nato na kratko odgovorite na zastavljena

vprasanja, ki bodo v pomo¢ pri skupinski razpravi. Odgovore po potrebi podkrepite s skicami. Za

pojasnitev nerazumljivih ali novih pojmov si poleg zapiskov s predavanj pomagajte tudi z brskanjem

po spletu, pri cemer bodite pozorni na zanesljivost vira (npr. terminoloski slovarji, strani uveljavljenih

strokovnih zdruzenj, agencij, ...).

Studijski primeri:

Primer st. 1:

Navedite podrocje uporabe imunokemijske reakcije.

V nekaj stavkih jasno predstavite namen uvedene metode, problematiko oz. aktualnost
primera.

Navedite oz. opiSite vrsto (bioloskega) vzorca in pripravo vzorca (predanalizna faza).
Opredelite, katere molekule v vzorcu nastopajo kot antigeni.

Kratko predstavite metodo dolocanja omenjenih antigenov in skicirajte imunokemijsko
reakcijo.

Zakaj so posamezni, natanc¢no definirani pogoji med inkubacijo s primarnimi protitelesi
pomembni?

Kaksni so bili pomisleki raziskovalcev ob uvedbi in uporabi nove metode?

Primer &t. 2:

Navedite podrocje uporabe imunokemijske reakcije.

V nekaj povedih jasno predstavite potek bolezni po okuzbi (t.i. Stirje stadiji bolezni sifilis).
Navedite vrsto (bioloskega) vzorca in pripravo vzorca (predanalizna faza).

V obliki tabele predstavite, kaj je analit in kaj dodani reagent pri posameznih metodah za
dokazovanje okuZzbe z bakterijo Treponema pallidum.

Kratko predstavite metodo FTA-ABS in skicirajte imunokemijsko reakcijo.

Zakaj hemoliti¢ni in kontaminirani vzorci niso primerni za testiranje?

Kako podamo rezultat, pridobljen s posamezno metodo?
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REZULTATI IN POROCILO

a. NaSliki 1 oznacite in poimenujte glavne strukturne dele molekule protitelesa.

b. Predstavitev Studijskega primera.

Datum:

Pregledal/-a:

Komentar:
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2. VAJA
Celicna imunost - izolacija mononuklearnih
celic iz levkocitnega koncentrata

uvoD

Mononuklearne celice periferne krvi (PBMC, angl. Peripheral Blood Mononuclear Cells) so
heterogena populacija celic z enim okroglim nezazZetim jedrom in citoplazmo, ki ne vsebujejo granul.
Mednje tako sodijo limfociti in monociti. Od ostalih krvnih celic (eritrociti, granulociti, trombociti) jih
lahko preprosto in ucinkovito lo¢imo z uporabo gradientnega medija in centrifugiranja. Gradientni
mediji so razlicne kemijske sestave. Na vaji bomo uporabili Ficoll Paque PLUS™, ki vsebuje hidrofilni
polisaharid in natrijev diatrizoat, katera dajeta raztopini ustrezno gostoto in osmolarnost za
optimalno locevanje celi¢nih populacij. Hidrofilni polisaharid je mocno razvejan neionski kopolimer
saharoze in epiklorohidrina, zaradi ¢esar ima gradientni medij nizko viskoznost in visoko gostoto,
lastnosti klju¢ni za lo¢evanje krvnih celic. UspesSnost lo¢evanja na gradientnem mediju je odvisna od
Stevilnih dejavnikov: stanja krvi (uporaba antikoagulantov, ¢as od odvzem do procesiranja,
temperatura shranjevanja, patoloSka stanja darovalca,...), temperature vzorca in gradientnega

medija, natanénosti pri nanasanju krvi na gradientni medij ter ¢as centrifugiranja.

S tem locevalnim postopkom pridobljene celice so primerne za nadaljnjo locevanje na pod-
populacije, sStudije efektorskih lastnosti limfocitov ter dolo¢anje prisotnosti povrsinskih oznacevalcev

pri posameznih bolezenskih stanjih.

@ @ trombociti
@ 2-3pm

limfociti monociti
7-15pm 15-30 um

granulociti

10- 15 um
o eritrociti

6-8um

Slika 1: Shematski prikaz krvnih celic in njihovih premerov.
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OPIS METODE

LocCevanje celic na gradientnem mediju je mozno zaradi razlicne gostote in velikosti posameznih
celi¢nih populacij, ki so posledica samih lastnosti celic (Slika 1), ali njihovih interakcij z gradientnim

medijem. Po centrifugiranju tako nastane vec plasti:

= popolnoma na dnu se nahajajo eritrociti, ki ob stiku s hidrofilnim polisaharidom tvorijo vecje
skupke;

= plast nad eritrociti so granulociti, katerim se zaradi osmotskega pritiska (gradientni medij je
rahlo hipertonic¢en) povisa gostota;

= nad gradientnim medijem se nahaja plast PBMC, nad katero pa je plazma s trombociti, saj

imajo niZjo gostoto kot sam medij oziroma ostale krvne celice.

Pod optimalnimi pogoji locevanja z gradientno metodo izoliramo iz zacetnega krvnega vzorca 60 + 20
% PBMC z > 80 % zivostjo, hkrati pa deleZ granulocitov ne presega 5% oziroma 10% v primeru

eritrocitov.

REAGENTI

= levkocitni koncentrat (frakcija krvnega vzorca, LABORATORIJSKI PRIBOR

lasticne centrifugirke
obogatena z levkociti in trombociti) P ) ) 8
Pasteurjeva pipeta

= gradientni medij Ficoll Paque PLUS™ (pri 20 °C Neubauerjeva komora
je p=1.077+0,001 g/mL) svetlobni mikroskop
centrifuga

= fosfatno pufrana slanica (PBS), pH=7.4
pipete in nastavki

" tripansko modrilo injekcijska igla in brizga

PROTOKOL

Priprava vzorca:

V 15 mL konusno centrifugirko odpipetiraj 2 mL vzorca krvi in mu dodaj 6 mL PBS, zapri z navojnim

zamaskom ter nato neZno in hkrati temeljito premesaj.
Postopek izolacije mononuklearnih celic:

1. Steklenico Ficoll-Pague PLUS™ veckrat pretresi, odstrani modri pokrovéek, nato z injekcijsko
iglo prebodi gumijasti zamasek in v brizgo povleci 3,8 mL.

2. Ficoll-Pague PLUS™ izbrizgaj v novo, prazno 15 mL epruveto z navojnim zamaskom.
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9.

Na Ficoll-Pague PLUS™ s Pasteurjevo pipeto ob steni epruvete pocasi in previdno nanesi 7,6 mL
razred¢enega krvnega vzorca. Pazi, da se vzorec ne zmesa z gradientnim medijem!

Centrifugiraj 15 min pri 500 x g brez zavore (centrifuga CENTRIC 322A (Tehtnica): 2300
vrtljajev/min).

Z novo Pasteurjevo pipeto pocasi in v celoti poberi belo plast celic, ki se nahaja med
plazemskim slojem in gradientnim medijem (pazi na kontaminacijo z drugimi plastmi!), ter jo
prenesi v novo 15 mL centrifugirko in dodaj 12 mL PBS.

Centrifugirko zapri z navojnim zamaskom in vsebino previdno premesaj z obracanjem.
Centrifugiraj 10 min pri 300 x g (centrifuga CENTRIC 322A (Tehtnica): 1700 vrtljajev/min).
Previdno odlij supernatant.

Celice ponovno speri z 12 mL PBS in centrifugiraj 10 min pri 100 x g (centrifuga CENTRIC 322A
(Tehtnica): 1100 vrtljajev/min). Nato previdno odlij supernatant.

Celice resuspendiraj v 1 mL PBS in doloci sStevilo izoliranih PBMC ter njihovo Zivost.

Dolocanje stevila in Zivosti celic:

1.

2.

Celi¢no suspenzijo dobro homogeniziraj, nato v epruveto odpipetiraj 20 pL vzorca in mu dodaj
20 pl tripanskega modrila ter dobro premesa;j.

V enega izmed dveh Stevnih prostorov Neubauerjeve komore s pipeto nanesi 15 puL
pripravljene obarvane suspenzije celic tako, da nastavek pipete prisloni$ na rob krovnega
stekelca in pocasi iztisneS vsebino.

Pod svetlobnim mikroskopom prestej celice in izracunaj koncentracijo ter Zivost.

REZULTATI IN POROCILO

a.

Ob slikah ustrezno oznaci plasti krvnih celi¢nih populacij pred in po loCevanju na gradientnem

mediju.
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o

o

o

Komentiraj svojo izvedbo vaje (natancnost, problemi, ustreznost frakcij, itn.).

Oceni priblizen volumen plasti z mononuklearnimi celicami.

Izracunaj celokupno Stevilo izoliranih PBMC.

Izra¢unaj Zivost PBMC.

10
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f.  Glede na dobljeni rezultat, preracunaj, kolikS§en volumen medija (PBS) bi moral dodati, da bi

pripravil delovno suspenzijo s koncentracijo Zivih celic 1 x 10°/ mL.

Datum:

Pregledal/-a:

Komentar:

11
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3. VAJA
Topnost imunskih kompleksov — precipitacija
v gelu

uvoD

Imunodifuzija v dveh dimenzijah (Ouchterlony) je kvalitativna ali semikvantitativna tehnika, ki temelji
na osnovni imunski reakciji med protitelesi in topnimi antigeni. V obodne vdolbinice na agaroznem
gelu odpipetiramo raztopino protiteles oziroma preiskovani serum, v sredis¢no vdolbinico pa dodamo
antigen (Slika 1A). Gel inkubiramo v vlazni komori 48 h — 72 h, da potece reakcija med antigeni in
protitelesi. Rezultat od¢itamo vizualno, tako da natancno pregledamo gel. Ko molekule difundirajo iz
vdolbinic v gel, se v coni koncentracijske ekvivalence tvorijo veliki in s prostim o¢esom vidni netopni
imunski kompleksi. V gelu opazujemo precipitacijske linije, ki se tvorijo med sredis¢no in obodno
vdolbinico. Dolo¢amo lahko prisotnost ali odsotnost specifi¢nih protiteles/antigena v vzorcu oziroma
njihov titer ali pa tudi navzkrizno reaktivnost antigenov. Pri dolocanju navzkrizne reaktivnosti
ugotavljamo ali imata npr. dva antigena istovetne epitope (reakcija istovetnosti), delno isotovetne
epitope (reakcija delne istovetnosti) ali pa nobenega skupnega epitopa (reakcija neistovetnosti).
Imunodifuzija po Ouchterlonyu se je v preteklosti pogosto uporabljala za diagnostiko virusnih infekcij,
danes pa jo nadomescajo hitrejSe in obcutljivejSe metode. Sama tehnika je ¢asovno potratna, a
poceni. Zato je danes Se vedno uporabna za ugotavljanje navzkrizne reaktivnosti protiteles in

antigenov pri uvajanju novih imunoloskih analiznih metod.

OPIS METODE

Na vaji bomo dolocali titer protiteles proti davici, tetanusu, oslovskem kaslju in virusu otroske
paralize v ¢loveskem serumu. Protitelesa so pri ¢loveku prisotna zaradi naértne imunizacije s cepivom
v otroStvu, ki zagotavlja takojSnji imunski odziv in zas€ito ob morebitni okuZzbi. Kot antigen, ki ga
bomo nanesli v osrednjo vdolbinico v gelu, bomo uporabili multivalentno cepivo, ki vsebuje nizke
odmerke antigenov davice, tetanusa in oslovskega kaslja v kombinaciji z antigeni poliomielitisa. V
obodne vdolbinice pa bomo dodali ustrezne redcine preiskovanega ¢loveSkega seruma. Po 48-urni
inkubaciji bomo gel pregledali in nastale precipitacijske linije vizualizirali z barvanjem z raztopino

barvila Commassie Briliant Blue v ocetni kislini.

12
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REAGENTI
LABORATORIJSKI PRIBOR

= Cloveski serumi, antigen ¢a%a urno steklo
’

= agaroza Pasteurjeva pipeta
= fosfatno pufrana slanica (PBS), pH=7.4 steklena kapilara (250 pl)
injekcijska igla,

= raztopina za barvanje gela (trifenilmetansko tkarje, pipete, petrijevka

barvilo Commassie Briliant Blue®, ocetna epruvete
- mikrovalovna pecica, inkubator

kislina, etanol, voda) P ¢

filter papir

® raztopina za razbarvanje gela (etanol, ocetna stresalnik

kislina, voda)

PROTOKOL

V vsaki skupini Studentov bomo pripravili po dve ¢asi raztopine agaroze (s prebitkom raztopine za 1/2
petrijevke), nato bo vsak Student vlil svoj agarozni gel v petrijevko, iz njega izrezal vdolbinice,
pripravil serijsko redcitev preiskovanega seruma in nato v obodne vdolbinice nanesel red¢ine seruma,

v osrednjo pa raztopino antigenov (Slika 1A).
Postopek za pripravo 1 petrijevke z agaroznim gelom:

1. V &aSo zatehtaj ustrezno koli¢ino agaroze za pripravo 15 mL 1 % raztopine agaroze v PBS. Dodaj
PBS, pomesaj, ¢aso pokrij z urnim steklom in previdno segrevaj v mikrovalovni pecici do vrenja.
Vsebino premesaj in ponovno segrevaj dokler raztopina ni bistra in brez delcev ter zracnih
mehurckov.

2. Petrijevko polozi na ravno povrsino in vanjo nalij Ze nekoliko ohlajeno raztopino agaroze do
viSine 1-2 mm (prenesmo cca. 15 mL s Pasteurjevo pipeto). Pocakaj 30 min, da se gel v

petrijevki ohladi in strdi. Vmes pripravi serijsko redcitev vzorca.
Serijska redcitev vzorca:

1. Vzorce seruma ogrej na sobno temperaturo (15-25°C) in jih premesaj na vrtincniku.

2. Pripraviin oznaci epruvete za serijske redcitve (Slika 1B).

3. V vsako izmed epruvet odpipetiraj po 50 uL PBS. V prvo epruveto nato dodaj 50 plL vzorca
seruma, vsebino dobro premesaj, nato pa iz nje v drugo epruveto prenesi 50 pL raztopine.
Dobljena raztopina v prvi epruveti predstavlja redCitev vzorca 1:2. Nato po istem postopku

nadaljuj z red¢enjem do redcitve 1:16.

13
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Priprava gela in nanos vzorcev in antigena na gel:

4.

Petrijevko z gelom postavi na Sablono z rozeto in s pomocjo steklene kapilare previdno izrezi
vdolbinice, tako kot je to prikazano na Sliki 1A. Vdolbinice naj bodo med seboj oddaljene cca. 9
mm, globoke pa cca. 2 mm. Z injekcijsko iglo nato natanc¢no in v celoti odstrani izrezane koscke
gela iz vdolbinic.

Na spodnji strani petrijevke z gelom z alkoholnim flomastrom oznaci luknjice (Slika 1A).

V osrednjo vdolbinico prenesi 12 uL standardne raztopine antigena, v prvo obodno vdolbinico
neredéen vzorec seruma, v ostale pa v smeri urinega kazalca preostale red¢ine in negativno
kontrolo (PBS).

Petrijevko pokrij z vlaZznim papirjem in jo inkubiraj 48 h pri 4°C.

Barvanje gela:

N oo v k&

14

Na gel polozi filter papir omocen z destilirano vodo, nato ¢ez poloZi papirnate brisacke in pusti
na ravni povrsini 15 min.

Gel spiraj v 15 mL PBS, na stresalniku 15 min.

Gel ponovno polozZi na z destilirano vodo omocen filter papir, nato ez polozi papirnate
brisacke in pusti 15 min.

Gel posusi v termostatirani komori pri 30 °C, 20 min.

Na gel vlij 15 mL raztopine za barvanje in inkubiraj 3 min na stresalniku.

Na gel vlij 15 mL raztopine za razbarvanje, inkubiraj 20 min pri 34°C.

Po 48 h inkubacije opazuj prisotnost/odsotnost precipitacijskih linij in doloci titer protiteles.

Kot rezultat vaje narisi precipitacijski vzorec in shemo ustrezno oznaci.

antiserum
I 50 puL

f\faﬁ
\, l

1:2 1 4

Slika 1: Shema nanosa razredcin vzorca seruma na gel (A) in serijska redcitev vzorca (B).
NS: neredcen serum; NK:negativna kontrola
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REZULTATI IN POROCILO

a. Vdnevnik vrisite shemo dobljenih precipitacijskih vzorcev in ustrezno oznacite.

b. Komentirajte svoje delo, morebitne napake in rezultat (titer) vzorca.
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C.

d.

16

Kaksen je pomen rezultata negativne kontrole?

Kaksen je kliniéni pomen dolocanja titra protiteles? Navedite primer!

Datum:

Pregledal/-a:

Komentar:
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4. VAJA

Interakcije med antigeni in protitelesi - reakcija
aglutinacije

uvoD

Dandanes je znanih ve¢ kot 300 razlicnih eritrocitnih antigenov, ki so razporejeni v 33
krvnoskupinskih razredov, a je pri transfuzijah in transplantacijah klju¢no ujemanje po ABO sistemu, ki
ga je leta 1901 opredelil Karl Landsteiner. MeSanje krvi dveh posameznikov, ki po tem sistemu nista
kompatibilna, je lahko usodno, saj pride do burne imunske reakcije. Namrec, ¢e ima prejemnik krvi
prisotna protitelesa proti antigenom na darovalCevih krvnih celicah, pride do aglutinacije eritrocitov,
kar aktivira komplement in vodi v intravaskularno hemolizo ter posredno povzroci diseminirano
intravaskularno koagulacijo, Sok, odpoved organov in smrt. Do odziva imunskega sistema ob
nekompatibilnih prejemnikih in darovalcih pride Ze ob prvem stiku z antigeni A oziroma B, saj so
protitelesa krvnoskupinskega sistema ABO naravna protitelesa (razreda IgM), ki se razvijejo do

Sestega meseca starosti.

Poglavitni geni, ki kontrolirajo prisotnost in poloZaj antigenov A in B, se nahajajo na kromosomu 9, pri
¢emer sta na vsakem lokusu prisotna 2 alela. Gena A in B se dedujeta ko-dominantno, gen 0 pa je
nefunkcionalen (amorfen) in se deduje recesivnho. Genski produkti so encimi glikoziltransferaze A
oziroma B, ki katalizirata prenos dolocenega sladkorja na specificni substratni akceptor.
Krvnoskupinski sistem ABO je eden od petih sistemov, ki ga opredeljujejo antigeni polisaharidne
narave, ki so na eritrocitih vezani na transmembranske proteine (80 %) ali sfingolipide celi¢ne

membrane (20 %) (Slika 1).

tipo tipB
(]
tipA tip AB !
—‘ ‘:_}‘
(]
N-acetilgalaktozamin () galaktoza fukoza
& g o s o/l

Slika 1: Shematski prikaz tipov krvnih skupin po ABO sistemu glede na prisotne antigene.
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OPIS METODE

Reakcijo antigen — protitelo in s tem prisotnost eritrocitnih antigenov lahko dolo¢amo na vec nacinov.
Najpogostejsa in relativho enostavna je reakcija hemaglutinacije (zlepljanje eritrocitov), ki poteka v

dveh fazah (Slika 2):

= faza | —senzibilizacija eritrocitov: v tej stopnji pride do vezave protiteles na eritrocitne antigene.
= faza |l — premrezZenje: zaradi vezave protiteles pride do nastanka mostov oz. prec¢nih povezav med

eritrociti. Oblikujejo se skupki zlepljenih eritrocitov (aglutinati), ki so vidni s prostim ocesom.

*:; A

1gM protltelesa proti antigenu

v - !

eritrocit z izraZenim antigenom senzibilizacija premreZenje

Slika 2: Shematski prikaz aglutinacije.

Na aglutinacijo vplivajo Stevilni dejavniki (koncentracija protiteles in antigena, temperatura, cas
inkubacije, pH, ionska jakost, ...). Protitelesa proti antigenoma A in B zlepijo tiste eritrocite, na katerih
je prisoten ustrezen antigen. Ce do aglutinacije ne pride, pomeni, da na eritrocitih ni iskanih

antigenov, kamor bi se vezala protitelesa.

REAGENTI

= reagenti Ecoclone®: IgM  monoklonska
LABORATORIJSKI PRIBOR

zascitne rokavice

protitelesa proizvedena v misjih celicnih

hibridomih, ki so namenjena za doloc¢anje . -
papirnate ploScice

antigenov A in B. Reagenti so obarvani po pipetni nastavki
mednarodnem dogovoru; anti-A: modro; anti- lanceta

alkoholni robcki
B: rumeno; anti-AB: roznato

= vzorec krvi

18
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PROTOKOL

1. Na papirnato ploscico od leve proti desni nanesi po 50 pUL posameznega reagenta za dolo¢anje

krvnih skupin (t.j. anti-A, anti-B, anti-AB). Pazite, da so reagenti med seboj oddaljeni vsaj 3 cm!

2. Posameznemu reagentu dodaj po volumnu priblizno enako kaplico krvi.

3. S (istim pipetnim nastavkom posamezen reagent in kri pomesaj ter razmazi, tako da bo premer

reakcijske zmesi priblizno 2 cm. Pazi, da ne pride do kontaminacije s sosednjimi vzorci!

4. Aglutinacija nastopi v nekaj sekundah, vendar koncni rezultat odcitaj makroskopsko po 2 min.

Med tem ¢asom testni listi¢ obasno premesaj z nagibanjem.

REZULTATI IN POROCILO

a. Rezultati aglutinacije:

anti-A

anti-B

anti-AB

aglutinacija (da/ne)

Na podlagi testa aglutinacije je krvna skupina v vzorcu

b. Glede na dolo¢eno krvno skupino in ob predpostavki, da je analizirani vzorec Rh*, predlagajte

osebe s krvnimi skupinami, ki bi lahko bile darovalci v primeru nujno potrebne transfuzije krvi.

Komentirajte. Kako je v primeru, ko je vzorec Rh™?
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c. Glede na doloceno krvno skupino pri vaji in ob predpostavki, da bo imel drugi star$ krvno
skupino AB, dolocite vse mozne kombinacije krvnih skupin otrok. Komentirajte.

d. Dopolnite tabelo moznih reakcij razli¢nih vzorcev krvi z reagenti anti-A, anti-B in anti-AB.

Anti-A Anti-B Anti-AB Krvna skupina

Datum:

Pregledal/-a:

Komentar:
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5. VAJA
Imunokemijske metode na trdnih nosilcih:
dolocanje alergen-specificnih IgE v serumu

uvoD

Alergeni so snovi, ki v naSem organizmu povzrocajo alergijske reakcije — najpogostejSe imunske
bolezni. Tip imunskega odziva je mo¢no odvisen od vrste antigena, njegove koncentracije, mesta
vstopa, sorodnosti antigena s telesu lastnimi molekulami, ... . Pomembno vlogo v alergijskem odzivu
imajo protitelesa razreda IgE, ki se sicer normalno sintetizirajo v posamezniku kot odziv na sicer
neskodljiv antigen. Ob ponovnem srecanju posameznika z istim antigenom pride do vezave antigena
na molekule IgE, ki so prisotne na imunskih celicah, imenovanih mastociti in bazofilci. Ta vezava
povzroci hitro sproscanje velike koli¢ine farmakolosko aktivnih mediatorjev, ki povzrocijo nenadno
Sirjenje zil in s tem padec krvnega tlaka, povecano prepustnost Zilja, lahko tudi kontrakcijo gladkih
misic (bronhospazem). To reakcijo imenujemo reakcija takojSnje preobcutljivosti, ki se pojavi nekaj
minut po vdoru antigena v telo, v skrajni sistemski obliki pa vodi do urgentnega stanja imenovanega

anafilakti¢ni Sok.

OPIS METODE

Za alergen specifi¢ne IgE bomo dolocali z imunokemijsko metodo na trdnem nosilcu (Slika 1). Vzorec
seruma (s specificnimi IgE) inkubiramo na testnem traku, na katerega so vezani razlicni alergeni.
Posamezen alergen se bo vezal le z doloceno vrsto specifiénih IgE, ¢e so le-ti prisotni v serumu
pacienta. S spiranjem odstranimo nespecificne Ige. Dodamo konjugat (anti-IgE-biotin), ki se veZze na
specificne IgE. Nevezan konjugat speremo in dodamo konjugat streptavidin-alkalna fosfataza.
Streptavidin se veZe z biotinom, nevezani konjugat speremo. Po dodatku specificnega substrata
(TMB) potece encimsko-kemic¢na reackija, pri kateri pride do spremembe obarvanosti polja na
testnem traku. Na mestih, kjer je priSlo do vezave specifi¢nih IgE iz vzorca seruma tako nastane
modrovijolicen produkt oziroma modrovijoli€na lisa na testnem traku. Intenziteta barve, ki jo
odcitamo vizualno, je sorazmerna koncentraciji specifi¢nih IgE v vzorcu seruma. Rezultat podamo

semikvantitativno.
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REAGENTI

Slika 1: Potek imuno-kemijske reakcija na testnem traku.

Reagencni komplet RIDA glLine Allergy Panel 1 (R-
Biopharm AG, Germany):

LABORATORIJSKI PRIBOR

destilirana voda

= nosilec (testni trak): nitrocelulozna

membrana z vezanimi alergenskimi antigeni

vrtinénik
in standardi merilni valj (200mL)
= gspiralni pufer (25 x): Tris/NaCl pipete

.. ) .. . . drzalo za membrano
= detekcijsko protitelo: Zivalsko protitelo proti

orbitalni stresalnik
humanim IgE, konjugirano z biotinom
=  konjugat: streptavidin-peroksidaza

= substrat: TMB (tetrametilbenzidin)

OPOZORILO: Reagenti vsebujejo Na-azid, ki je strupen. Uporabljajte rokavice!

PROTOKOL

=

Reagente in vzorce ogrejemo na sobno temperaturo.

2. Iz koncentriranega (25 x) spiralnega pufra pripravimo 200 mL delovne raztopine red¢enega
spiralnega pufra (1 x).

3. Testni trak vstavimo v drzalo in spiramo z razred¢enim spiralnim pufrom, 500 pL, 1 min, na
stresalniku pri frekvenci 300 vrtljajev/min.

4. Testnitrak popivnamo na brisacki.

5. Na testni trak s pipeto dodamo 400 uL seruma, inkubiramo 30 min pri sobni temperaturi, na

stresalniku 300 vrtljajev/min.
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

Ves odvecen pufer s pipeto odstranimo iz reakcijske posodice.

Testni trak spiramo z razred¢enim pufrom, 400 pL, 3 x 1 min, na stresalniku pri frekvenci 300
vrtljajev/min.

Pazimo, da speremo vsa polja testnega traku.

Testni trak popivnamo na brisacki.

V reakcijsko posodico dodamo 400 uL detekcijskih protiteles, inkubiramo na stresalniku, 45
min, pri sobni temperaturi, na stresalniku pri frekvenci 300 vrtljajev/min.

Testni trak spiramo z razred¢enim pufrom, 400 pL, 3 x 1 min, na stresalniku pri frekvenci 300
vrtljajev/min.

Pazimo, da speremo vsa polja testnega traku.

V reakcijsko posodico dodamo 400 pL raztopine konjugata, inkubiramo na stresalniku, 20 min,
pri sobni temperaturi.

Testni trak speremo s 1000 plL razredcenega spiralnega pufra, odlijemo in popivhamo na
papirnato brisacko.

Testni trak ponovno spiramo z razredéenim pufrom, 400 pL, 2 x 1 min, na stresalniku pri
frekvenci 300 vrtljajev/min. Pazimo, da speremo vsa polja testnega traku.

V reakcijsko posodico dodamo 400 pl raztopine substrata, inkubiramo 15 min na stresalniku,
zasciteno pred svetlobo.

Substrat s pipeto odstranimo iz reakcijske posodice.

Testni trak spiramo s 400 uL razredcenega spiralnega pufra, 1 min, na stresalniku pri frekvenci
300 vrtljajev/min.

Testni trak spiramo s 400 pL destilirane vode, 1 min, na stresalniku pri frekvenci 300
vrtljajev/min.

Testni trak dobro popivnamo na papirnato brisacko, osusimo na zraku (30 min) ali s susilnikom

za lase in vizualno odéitamo rezultat.

Odcitek rezultata

Veljavnost testa: test je bil zanesljivo izveden, Ce je ozadje testnega traku ustrezno razbarvano
in je jasno vidnih vseh 5 polj standardov.

Pozitiven rezultat: rdece-rjava obarvanost polja na testnem trakcu v polju z naneSenimi
alergeni.

Semikvantitativno vrednotenje rezultata: po primerjavi intenzitete obarvanosti polja s
prilozeno skalo standardov ocenimo pozitiven rezultat vzorca in dolo¢imo prisotnost

specifi¢nih IgE za posamezne alergene (Preglednica I).
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Preglednica I: Semikvantitativno vrednotenje koncentracije za alergen specifi¢nih IgE.

STANDARD KONCENTRACUA ZA ALERGEN SPECIFICNIH IgE
0 nezaznavna
1 nizka
2 povisana
3 znacilno povisana
4 visoka
5 zelo visoka

POZICUJA ALERGEN

1 standard 5

2 standard 4

3 standard 3

4 standard 2

5 standard 1

1 prsica Derm. pteronyssinus
2 prsica Derm. farinae
3 jelsa

4 breza

5 lesnik

6 trave

7 rz

8 navadni pelin

9 trpotec

10 macka

11 konj

12 pes

13 gliva Alternaria alternata
14 jajcni beljak

15 mleko

16 arasidi

17 leSnik

18 korenje

9 pSenica

20 soja

standardi

testna polja z
nanesenimi alergeni

Slika 1: Testni trak in vrsta ter razporeditev alergenov vezanih na testni trak.
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REZULTATI IN POROCILO

a. Opis vzorcev, materiala in opreme

Vrsta in Stevilka bioloSkega vzorca:

b. Meritve

pogoji merjenja:

c. Rezultati
Kot rezultat testa nalepite sliko ali skicirajte testni trak, oznacite posamezna polja. Ovrednotite

intenziteto barve na posameznem polju in komentirajte rezultate.

Datum:

Pregledal/-a:

Komentar:
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