Ćwiczenie 12
T: Diagnostyka zaburzeń homeostazy białek (1)
Zagadnienia teoretyczne: 
Białka osocza i płynów ustrojowych – metody oznaczania 
Ćwiczenie praktyczne: 

Oznaczanie białek układu dopełniacza C3 & C4 w surowicy krwi metodą immunodyfuzji radialnej (RID) – nastawienie płytki. Oznaczanie stężenia białka całkowitego w surowicy krwi metodą biuretową. Oznaczanie stężenia białka całkowitego w surowicy krwi metodą BCA. Oznaczanie stężenia białka w surowicy krwi metodą refraktometryczną. 
1. Oznaczanie białek układu dopełniacza C3 & C4 w surowicy krwi metodą immunodyfuzji radialnej (RID) – nastawienie płytki

Zasada oznaczenia:

Metoda opiera się na pomiarze pierścienia precypitacyjnego powstałego w agarozie wyniku reakcji między antygenem (C3, C4) i specyficznym w stosunku do niego przeciwciałem (anty-C3, anty-C4).

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:

· płytki RID – płytki z agarozą zawierającą mono-specyficzne przeciwciała skierowane przeciwko C3 lub C4  
· pipety automatyczne o pojemności 0,02 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana 

· surowice kontrolne

· kalibrator dla C3 i C4

Wykonanie:

· nalać po 5 L kalibratorów, surowicy kontrolnej i badanej do dołków na odpowiednich płytkach (z anty-C3 lub z anty-C4)

· zamknąć płytkę wieczkiem i pozostawić na 30 minut w temperaturze pokojowej 

· ponownie napełniamy odpowiednie dołki 5 L kalibratorów, surowicy kontrolnej i badanej

· zamknąć płytkę wieczkiem i pozostawić w temperaturze pokojowej w zamkniętej płytce Petriego wyłożonej wilgotną bibułą (komora wilgotna) przez 48 godzin.

2. Oznaczanie stężenia białka całkowitego w surowicy krwi metodą biuretową 

Zasada oznaczenia:
Wiązania peptydowe białka reagują w środowisku alkalicznym z jonami Cu+2 tworząc barwny kompleks. Intensywność zabarwienia jest wprost proporcjonalna do ilości wiązań peptydowych, a tym samym do stężenia białka.

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr 

· probówki Eppendorf

· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,1 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana 
· surowica kontrolna N lub P

· wzorzec białka

· odczynnik roboczy do oznaczania stężenia białka całkowitego (BioMaxima)
Wykonanie:
· opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli;
	
	Próba

badana
	Próba

kontrolna
	Próba wzorcowa
	Próba

zerowej


	Odczynnik roboczy
	1000 L
	1000 L
	1000 L
	1000 L

	Surowica badana
	10 L
	-
	-
	-

	Surowica kontrolna
	-
	10 L
	-
	-

	Wzorzec
	-
	-
	10 L
	-

	Dokładnie wymieszać. Po 10 minutach odczytać absorbancję próby badanej (AB), kontrolnej (AK) i wzorcowej (AW) (=546 nm) wobec próby zerowej. 


Obliczenia:

· obliczyć stężenie białka całkowitego ze wzoru:
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stężenie białka całkowitego [g/dL] =               ∙ stężenie wzorca




                   W

3. Oznaczanie stężenia białka całkowitego w surowicy krwi metodą BCA (z kwasem bis-cynchoninowym) 
Zasada oznaczenia:

Metoda ta jest modyfikacją reakcji biuretowej. Kwas bicinchoninowy tworzy z jonami miedziowymi stabilny kompleks, który maksimum absorbancji posiada przy λ=562 nm. Metoda ta ma czułość i zakres porównywalny do metody Lowr’ego. Podobnie jak pozostałe metody oparte na reakcji biuretowej metoda ta wrażliwa jest na obecność związków redukujących np. kwasu askorbinowego. Zasadniczo polega na reakcji redukcji jonów Cu2+ do Cu+ w alkalicznym środowisku (powstaje fioletowo-niebieski kompleks) poprzez składniki białek (cysteina, tryptofan i inne). 

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:

· spektrofotometr 
· probówki Eppendorf
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,1 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana 
· wzorzec białka (BSA) [µg/ml] – 1000, 800, 600, 400, 200 
· Reagent A - roztwór kwasu bicynchoninowego
· Reagent B – 4% pięciowodny siarczan miedzi (II)

Wykonanie:
· Przygotować odczynnik roboczy BCA
Odczynnik roboczy BCA przygotowuje się przez zmieszanie 50 części Reagent A z 1 częścią Reagent B. Odczynnik roboczy BCA należy mieszać do uzyskania jasnozielonego koloru.

· Rozcieńczenie surowicy

Przygotuj 100-krotne rozcieńczenie surowicy badanej/kontrolnej 0,9 % NaCl tak, aby docelowa objętość próbki wynosiła 1 ml. 

	
	Próba badana
	Próba wzorcowa
	Próba zerowa

	Odczynnik roboczy BCA
	1000 L
	1000 L
	1000 L

	Surowica badana
	50 L
	-
	-

	Wzorzec (1000, 800, 600, 400, 200 µg/ml)
	-
	50 L
	-

	Wzorzec (0 µg/ml)

(woda dejonizowana)
	-
	-
	50 L

	Dokładnie wymieszać. Inkubować w temperaturze 37o C przez 30 minut.

Odczytać absorbancję próby badanej (AB) i wzorcowych (AW) (=562 nm) wobec próby zerowej.


Obliczenia:

· narysować krzywą kalibracyjną = krzywą zależności absorbancji od stężenia wzorców

· wyznaczyć z krzywej kalibracyjnej stężenie białka całkowitego w próbce badanej
4. Oznaczanie stężenia białka całkowitego w surowicy krwi metodą refraktometryczną
Zasada oznaczenia:
Współczynnik załamania światła n surowicy zmienia się proporcjonalnie do stężenia białka całkowitego.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· refraktometr Abbego
· pipeta automatyczna o pojemności  0,1 cm3
· waciki
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana 
· woda destylowana
Wykonanie:
Zmierzyć współczynnik załamania światła surowicy badanej i kontrolnej (postępować zgodnie z instrukcją obsługi refraktometru Abbego).
Obliczenia:

Wyznaczyć zawartość białka w surowicy badanej korzystając z tabeli:
	Współczynnik załamania surowicy
	Zawartość białka [g/dL]

	1,337
	0,63

	1,338
	1,21

	1,339
	1,79

	1,340
	2,37

	1,341
	2,95

	1,342
	3,54

	1,343
	4,11

	1,344
	4,68

	1,345
	5,26

	1,346
	5,84

	1,347
	6,42

	1,348
	7,02

	1,349
	7,60

	1,350
	8,17
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