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Hur man sparar dgg i mat

Allergier mot dmnen i mat 6kar bland barn och ungdomar. Vissa personer
reagerar mycket kraftigt pd sma méngder av specifika imnen i maten — det
kan ricka med att det finns spdr av t.ex. notter i maten for att en dgon-
blicklig allergisk reaktion ska ske. Foljden blir ett snabbt blodtrycksfall,
som i tragiska fall kan leda till att personen dor.

I dag finns det sd kinsliga analysmetoder att dven mycket sm& mingder
av ett allergiframkallande dmne kan upptickas.

I denna laboration anvinds en metod som kallas dubbel immunodiffu-
sion. Antikroppar och ett extrakt av det som ska undersdkas far diffundera
mot varandra i en agarosgel. Om extraktet innehaller ett antigen som
passar till antikroppen bildas en fillning i form av en linje dir antigen
och antikropp méts.

» Syftet med laborationen dr att pdvisa dggalbumin j olika matritter med hjalp
av dubbel immunodiffusion, samt att teoretiskt studera antikropp-antigen-
reaktioner och de medicinska konsekvenserna av dessa reaktioner.

TldSétgé ng Laborationen tar ca 60 minuter. Avldsning gérs efter ca tvd dygn.

Sakerhet Undvik att andas in Tris i pulverform. Anviind skydd 6ver ndsa och mun
samt skyddshandskar vid beredning av 18sning.

Materiel QO bigare,

objektglas eller sma petriskdlar (5 cm i diameter),
plastpipett eller sugror (diameter ca 2,5 mmy),
mikropipetter (10 pl),

fuktkammare for objektglasen (t.ex. en plastidda med fuktad Wettex-
duk eller hushéllspapper),

homogenisator eller mortel,
centrifug,

0,01 mol/dm’ Tris-buffert (pH 8,0): Los beriknad massa Tris i avjonat
vatten. Justera pH med HCI eller NaOH. Forvaras i kylskap.

agaroslgsning (1% agaros lost i Tris-buffert),

OO0 OO0 0O000O0

referenslosning (0,01 % #ggvita 16st 1 avjonat vatten), Vispa forst
dggvitan en kort stund och anvind direfter lite av den dggvita som
fortfarande dr flytande till referenslésningen.

kaninantiserum mot dggalbumin,

O O

nagon produktsomska undersikas, t.ex. brod, kokosboll, glass, socker-
kaka eller hamburgare. Préva dven att identifiera eventuellt inneh3ll
av dgg i fardiga pulvermixer av t.ex. sockerkaka, petit-chou,

eller véfflor.
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Provberedning

1 Homogeniseraca 5 g provi5 cm® vatten. Det kan behdvas nigot mer
vatten beroende pa den substans som ska undersékas.

2 Centrifugeradet homogeniserade proveti 15 minvid 6 000 rpm (eller
i 10 min vid 9 500 rpm).

3 Filtrera supernatanten genom ett filter ned i ett rent provror.

Gjutning av gel

Till en liten petriskal gir det it 5 cm?® agaroslsning och till ett objektglas
3,5 cm’,

4  Los agaros i Tris-buffert (masshalten agaros ska vara 1 %) under
uppvirmning och blanda forsiktigt sa att det inte bildas luftbubblor.
Mikrovagsugn kan anvindas, men agaroslésningen kokar mycket Fitt
over.

5 Latlosningen svalna till 60-80 °C.

6  Still petriskdlarna eller ligg objektglasen pd en jimn yta. Lyft av
locken pd skdlarna.

7 Hilldenvarma geleniskélarna eller pd objektglasen. Gelskiktet ska bli
2-3 mm tjockt. Ytspdnningen hindrar agarosldsningen fran att rinna
over kanten pa objektglaset.

8 Lat gelen stelna i ca 5-10 min.

Utstansning av brunnar samt paséttning av prov och antikroppar

9  Smad brunnar stansas ut i gelen genom att suga upp gelpluggen med
hjilp av pipett eller sugrér. Se till att brunnarna far jaimna och lodrita
sidor. Brunnarna ska bilda nagot av nedanstiende monster. (Det kan
vara ldmpligt att som trining forst stansa ut en eller ett par brunnar i
kanten av petriskilen eller objektglaset.)

Antikropp

Antikropp
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10 Planera forsoket genom att rita en skiss 6ver brunnarna och vad som’
2 6 ska finnasibrunnarna. Gor ett mirke i kanten av gelskiktet for att veta
orienteringen. Mirk ocksa varje brunn pd undersidan av glaset med

%1 det nummer som dterfinns pa skissen.

3 11 Brunnarna fylls med ca 5-10 pl 16sning. Se till att de inte blir $ver-

- \/ fulla.

4 Fyll brunnarna enligt foljande:
® Brunnen i mitten fylls med antikroppar.
% me 7.13 Dubbeldiffusion och resultat med ® En av de yttre brunnarna fylls med referenslésning av dggvita
precipitationslinjer. | brunn nr 1 placeras anti- (positiv kontroll). ’

kroppar mot t.ex. dggalbumin.! brunnarna 2, 3
och 5 finns prover som innehéller antigen i form
av aggalbumin.| 6vriga brunnar saknas albumin. troll).

® En av de yttre brunnarna fylls med avjonat vatten (negativ kon-
) 8

* Ovriga brunnar fylls med olika provlésningar.

12 Sittlock pa petriskdlarna eller ligg objektglaseni en fuktkammare, sa
att gelen inte torkar ut.

13 Efter ett eller tvd dygn syns en utfillning i form av enlinje, dir antigen
ochantikropp méts. Tiden som dtgir innan linjerna syns, beror pd hur
langt ifrdn varandra som brunnarna ligger. Det brukar vara littare att
se de vita linjerna om skélarna eller objektglasen halls mot en mérk
bakgrund.

14 Gelerna kan férvaras i titslutande ldda i kylskdp under flera dygn for
avldsning vid senare tillfille.

FOI’dJU pn i ngsuppg ifter 1 Avenandra proteiner kan péavisas med denna metod. T.ex. kan olika
kottproteiner identifieras med hjilp av specifika antikroppar. Man
kan t.ex. testa om det dr oxkott eller kingurukétt i en hamburgare.,
OBS! Antikropparna méste vara anpassade till det som ska testas och
till metoden.

2 Tareda pd mer om:
® antigeners och antikroppars byggnad,
® antigen—antikropp-reaktioner,
® allergiska reaktioner i kroppen,
® anafylaktisk chock,

® Western blotting.
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