Instrukcja do ¢wiczen ,Immunologia” dla kierunku Dietetyka
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Cwiczenie 3
Antygenowa identyfikacja komdrek krwi i ocena peroksydacji lipidow w osoczu

Zagadnienia: grupy krwi, sktadniki morfotyczne krwi, metody oznaczania grup krwi, grupy krwi a dobor
diety, stres oksydacyjny, zaburzenia metaboliczne, peroksydacja lipidow

Cwiczenie obejmuje:

(1) Identyfikacje antygenowg grup krwi.

Do podstawowych komponentow krwi mozemy zaliczy¢ krwinki czerwone, biate oraz ptytki krwi. W osoczu
znajduja si¢ tez inne substancje jak np. biatka, cukry, thuszcze, sole, enzymy oraz gazy. Kazdy cztowiek
dziedziczy okreslong grupe krwi. Obecno$é albo brak antygenu A lub B na powierzchni krwinek czerwonych
warunkuje wystgpowanie danej grupy krwi. Tym sposobem wyrozniono cztery grupy krwi: A, B, AB (na
powierzchni krwinek czerwonych wystepuja zardwno antygeny A jak i B oraz 0 (gdy nie wystepuje ani
antygen A ani B), jak pokazano na Tabeli ponizej. Kolejnym istotnym antygenem jest antygen Rhesus (Rh)
zwany tez antygenem D. Osoby, u ktorych wystepuje antygen D nazywamy Rh+, a osoby, ktdre tego antygenu
nie posiadajg — Rh-. W ¢wiczeniu bedziemy obserwowac reakcje poszczegolnych grup krwi z przeciwciatami,
wykorzystano reakcje antygen-przeciwciato, wykorzystywana w oznaczeniach grup krwi. Na skutek reakcji
bedziemy obserwowaé zjawisko aglutynacji krwinek czerwonych. Aglutynacja jest odczynem
immunologicznym, ktdry polega na zlepianiu antygendéw np. bakterii lub krwinek, pod wptywem swoistej
surowicy krwi oraz znajdujacych si¢ w niej specyficznych przeciwcial — aglutynin. Aglutynacja przebiega w
dwoch etapach: (1) swoiste zwigzanie antygenu z przeciwcialem i (2) nastgpnie nieswoiste tzw.
»wyktaczanie”, zachodzace pod wplywem elektrolitow.

Grupy krwi w ukladzie ABO z wykorzystaniem antygenow
Przeciwciala anty-A + krew: = Przeciwciala anty-B + krew: | Grupa krwi

aglutynacja aglutynacja
Tak Nie A
Tak Tak AB
Nie Tak B
Nie Nie 0

(2) Ocena peroksydacji lipidéw na podstawie pomiaru dwualdehydu malonowego (MDA) w osoczu od
pacjenta z zaburzeniami metabolicznymi

Peroksydacja lipidow jest procesem lawinowym, zapewniajacym ciagla dostawe wolnych rodnikow,
ktore inicjujg nastgpne reakcje peroksydacji. W wyniku procesu peroksydacji lipidow powstaja
krotkotancuchowe kwasy thuszczowe, alkohole, cykliczne endonadtlenki oraz aldehydy, w tym dwualdehyd
malonowy. Produkty reakcji MDA z kwasem tiobarbiturowym (thiobarbituric acid- TBA) okresla si¢ jako
produkty TBA-reaktywne i uwaza za markery nieenzymatyczne procesu peroksydacji lipidow. Duze
zainteresowanie wzbudza takze ostatnio inny aldehyd- 4- hydroksynonenal (4-HNE), ktérego poziom moze
$wiadczy¢ o zaawansowaniu chor0b metabolicznych. Zasada oznaczania LPO opiera si¢ na reakcji z kwasem
tiobarbiturowym

Metoda oznaczania peroksydacji lipidow opiera si¢ na reakcji aldehydu malonowego (MDA)
z kwasem tiobarbiturowym (TBA). Podstawg jest powstawanie barwnego adduktu w reakcji pomigdzy TBA
i niektorymi produktami peroksydacji lipidow w kwasnym s$rodowisku i w podwyzszonej temperaturze.
Powstajacy addukt ma réozowe zabarwienie, a jego stezenie oznacza si¢ spektrofotometrycznie lub intensywnos¢
na zasadzie obserwacji.
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(1) GRUPY KRWI
Materialy :
- seroplasty (plytki do oznaczania grup krwi)

anty-A

, A.AA.a.n_t¥.-AB,.A...,“.‘

- pipety Pasterua

- odczynnik anty-A

- odczynnik anty-B

- prébki krwi o znanej grupie krwi (0, A, B i AB)

- prébka krwi od nieznanego pacjenta (P1, P2 itd. )
- Rekawiczki — kazdy przynosi swoje!!!

Procedura:

1. Przygotowac seroplasty i odczynniki do oznaczania grup krwi

2. Dodac¢ jedng krople probki krwi o znanej grupie krwi, uzywajac pipety pasterowki, do pierwszej studzienki
w kazdym rzgdzie na seroplascie. Postepuj zgodnie z rysunkiem 2.

3. Doda¢ po kropli odczynnika anty-A do kazdej studzienki w pierwszym rzg¢dzie i zapisa¢ obserwacje w
tabeli z wynikami. (Jezeli wynik nie jest jednoznaczny, nalezy doda¢ kolejng kroplg odczynnika anty-A).

4. Doda¢ po kropli odczynnika anty-B do kazdej studzienki w drugim rzg¢dzie i zapisz obserwacje w tabeli z
wynikami. (Jezeli wynik nie jest jednoznaczny, nalezy doda¢ kolejng krople odczynnika anty-B).

5. Na podstawie wynikéw reakcji oceni¢ jak reagujg poszczegolne grupy krwi (0, A, B, AB) z przeciwciatami.
6. Dokona¢ badania grupy krwi nieznanych pacjentéw na czystym seroplascie, postgpujac w analogiczny
sposob. Zapisz wyniki w tabeli z wynikami.

7. Zapisz jakie grupy krwi maja badani pacjenci.

Roztwory uzyte w tej wersji zaczerpnigto od Kola Naukowcow Niezaleznych Szkot z Australii Zachodniej (LABNETWEST)

OPRACOWANIE WYNIKOW

Tabela wynikow
Wyniki probek o znanej grupie krwi
Grupa krwi = Wyniki z uzyciem odczynnika anty-A.  Wyniki z uzyciem odczynnika anty-B.
Czy wystapita aglutynacja? Czy wystapita aglutynacja?

A
B

AB
0
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Wyniki probek dla pacjenta o nieznanej grupie Krwi
Wyniki z uzyciem odczynnika anty-A. = Wyniki z uzyciem odczynnika anty-B.
Czy wystapita aglutynacja? Czy wystapila aglutynacja?

Grupa krwi

A

B
AB

0

Wyjasnij:

Dlaczego grupy krwi mogg mie¢ znaczenie w diecie?

(2) PEROKSYDACJA LIPIDOW

Material:
Osocze krwi wzorcowe i od pacjenta z zaburzeniami metabolicznymi

Odczynniki:
A) 15% (m/v) roztwor kwasu trichlorooctowego (TCA) w 0.25 molowym roztworze HCI

B) 0.37% (m/v) roztwér kwasu tiobarbiturowego (TBA) w 0.25 molowym roztworze HCI

Wykonanie:
(1) Przygotowujemy préby w probéwkach typu eppendorf wg tabeli:
Proba prawidlowa Préba patologiczna
Odczynnik A 500pl 500ul
Odczynnik B 500ul 500ul
Osocze 500ul 500ul

(2) Po wymieszaniu zamykamy probowki i ogrzewamy zawarto§¢ probowki w temperaturze 100°C
(termoblok) przez 20 minut (w celu umieszczenia ich w termobloku oraz ich wyjecia uzywamy pesety).
UWAGA: PRZED INKUBACJA WIECZKO PROBOWKI PROWADZACY PRZEKLUWA
SKALPELEM!

(3) Po inkubacji oceniamy zabarwienie probek prawidtowej i patologicznej. Zapisz ponizej obserwacje i
wnioski z przeprowadzonego do$wiadczenia.
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