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Cviceni ¢. 1: STANOVENI KONCENTRACE CELKOVYCH BILKOVIN VE
VZORKU SERA POMOCI AUTOMATIZOVANEHO FOTOMETRICKEHO
ANALYZATORU BS 200

TEORETICKA PRIPRAVA NA CVICENI

Celkova bilkovina
Stanoveni celkové bilkoviny v séru je béZna a dostupné metoda. VySetfeni koncentrace celkové
bilkoviny v séru ndm poskytuje orienta¢ni informaci o biosyntéze, utilizaci a exkreci bilkovin.
Zménu ve slozZeni sérovych bilkovin vyvoldvaji rizna onemocnéni, ale pouze néktera se projevi
odchylkou v hodnotach celkové bilkoviny. Celkova bilkovina se podili na udrzovani
onkotického tlaku a tim udrZeni objemu télnich tekutin (zejména albumin). M4 obranné funkce
proti patogenim (imunoglobuliny, komplement, proteiny akutni faze (napt. CRP)),
antioxidacéni funkce (obrana proti reaktivnim formam kysliku) — napt. albumin, ceruloplazmin,
transportni funkce — pro hormony (kortizol, hormony §titné zlazy), prvky (Ca, Mg, Cu, Fe),
bilirubin. Celkova bilkovina se Gi€astni sraZeni krve (koagulacni faktory) a je soucasti enzymu
a inhibitort.
Koncentrace celkové bilkoviny v séru mize byt ovlivnéna témito zakladnimi faktory:
= hydrataci organismu;
= zménou biosyntézy jednoho nebo vice specifickych proteind;
= rychlosti ztrat jednoho nebo vice specifickych proteind.
Hypoproteinemie
Hypoproteinemie je oznaceni pro snizenou koncentraci bilkoviny v séru.
Absolutni hypoproteinemie vznika v disledku snizeného mnozstvi bilkoviny v séru pii:
= zvySenych ztratach;
» ledvinami;
= gastrointestindlnim traktem (napf. zanéty stieva);
= kazi (popéleniny);
= krvacenim,;
= do,,3. prostoru“ (napt. do btfiSni dutiny pii ascitu);
= sniZené proteosyntéze v jatrech (chronicka jaterni onemocnéni);
» nedostate¢ném piijmu bilkoviny potravou pii poruchach vyzivy.
U relativni hypoproteinemie je zachovano normalni mnozstvi bilkovin, které jsou ale v
dasledku retence vody a elektrolyti ,nafedéné” (stav hyperhydratace). Koncentrace
individudlnich proteini jsou sniZzené ve stejném poméru.
Hyperproteinemie
Hyperproteinemii rozumime zvysenou koncentraci celkové bilkoviny v séru. Dochézi k ni pfi
infekci, zanétu, dehydrataci, hemolyze, traumatu, hyperfunkei §titné zlazy, pti deficitu zeleza,
nejcastjsi pri¢inou je sniZzeni objemu vody v téle, pfi ztratach vody.
Absolutni hyperproteinemie je zvyseni koncentrace bilkoviny vyvolané obvykle zvySenou
syntézou nékterych specifickych proteini, napt. imunoglobulini (plazmocytom).
Relativni hyperproteinemie vznika jako nasledek dehydratace organismu pti nedostatecném
pfijmu ¢i nadmérnych ztratach tekutin (t€Zké prijmy, zvraceni). Celkové mnoZzstvi bilkovin je
zachovéno a koncentrace jednotlivych proteinl je zvySena proporcionalné.
Referencni rozmezi: Koncentrace celkové bilkoviny v séru (S-celkova bilkovina): 65 —
85 g/l



https://www.wikiskripta.eu/w/Celkov%C3%A1_b%C3%ADlkovina
https://www.wikiskripta.eu/w/B%C3%ADlkoviny
https://www.wikiskripta.eu/w/Ascites
https://www.wikiskripta.eu/w/J%C3%A1tra
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PRINCIP METODY

Princip stanoveni celkové bilkoviny
Celkovou bilkovinu v séru stanovujeme biuretovou reakei.
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Komplex bilkoviny s médi v alkalickém prostiedi

V alkalickém prostiedi v pritomnosti méd’natych soli davaji bilkoviny fialové zbarveni,
vhodné k fotometrickému stanoveni. ZjednoduSené¢ se da fici, ze se vytvareji komplexni
sloudeniny Cu®" s ionty peptidovych vazeb. Vznikly komplex silné absorbuje svétlo v oblasti
540 — 560 nm. Intenzita zbarveni komplexu se méfi fotometricky a je pfimo Umérna
koncentraci bilkovin. Biuretovou reakci obecné poskytuji latky obsahujici v molekule alespon
dvé peptidové vazby (-CO-NH-) nebo dvé skupiny -CO-NHz. Reakce tedy neni specificka
pouze pro bilkoviny. Nejjednodussi slouceninou reagujici s méd’natymi solemi v alkalickém
prostiedi je biuret obsahujici dvé peptidové vazby. Aminokyseliny a dipeptidy nereaguji.
Sougasti biuretového ¢inidla je siran méd’naty, ktery poskytuje Cu?* pro tvorbu komplexti s
peptidovymi vazbami, a alkalizujici slozka (hydroxid), ktery pfevede peptidovou vazbu na
enolformu a umozni tak uCast atomu kysliku v komplexu. Dalsimi slozkami cinidla
jsou vinandraselno-sodny, ktery zabraiuje jako komplexotvornd latka srazeni Cu’'na
Cu(OH)y, a jodid draselny, ktery chrani Cu?* pied autoredukci. Citlivost biuretové metody se
pohybuje kolem 1 — 10 g bilkoviny/I.

POPIS PRISTROJE BS-200

K méteni celkové bilkoviny v séru bude pouzit automatizovany fotometr BS-200 (Mindray,
China), ktery se sklada z kyvetového prostoru, reagencniho prostoru s karuselem pro reagencie
a ptipravu vzorki (temperovany na 4 + 1 °C) a optického detektoru. Zdrojem svétla je halogeno-
wolframova zarovka. Pienos vzorkli a reagenci zabezpecuje robotické rameno s davkovaci
jehlou. Obsah kyvet je promichan automatickym michadlem ihned po pfidani ¢inidla nebo
vzorku o objemu 2 — 45ul. Kontaminace je minimalizovéana diky proplachovani jak davkovaci
jehly, tak michadla destilovanou vodou. Pro detekci je mozné vyuzit vinovych délek: 340, 405,
450, 510, 546, 578, 630, 670 nm. Zatizeni je pln¢ kontrolovano softwarem BS 200 (Mindray,
China).


https://www.wikiskripta.eu/w/Komplexn%C3%AD_slou%C4%8Deniny
https://www.wikiskripta.eu/w/Komplexn%C3%AD_slou%C4%8Deniny
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Komplex&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/w/B%C3%ADlkoviny
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Molekula&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/w/Biuret
https://www.wikiskripta.eu/w/Kysl%C3%ADk
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Komplex_b%C3%ADlkoviny_s_m%C4%9Bd%C3%AD.png
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POSTUP MERENI NA AUTOMATIZOVANEM FOTOMETRU BS 200

Do kyvety je napipetovano 200 pl biuretova ¢inidla (100 mM vinansodno-draselny, 100 mM
NaOH, 15 mM KI, 6 mM CuSOs) a nasledn¢ jsou napipetovany 4 pl vzorku. Po 5 min inkubace
pii 37 °C je zméfena absorbance pii vinové délce A = 546 nm. Pro vypocet je pouzito hodnoty
absorbance samotné reagencie a hodnoty absorbance po 5 minutové inkubaci se vzorkem.
V pfistroji je uz nachystané v reagencni lahvicce biuretovo Cinidlo (modré barvy). Proto
pfipravujeme jenom vzorky.

MATERIAL

Neznamy vzorek : Kalibrator Lyonorm celkova bilkovina neznamé koncentrace 4 x
naredéna

Kalibrator je vyrobcem dodavan lyofilizovany a pro pouZziti jej budete mit pfipraven té€sn¢ pied
cvicenim rekonstituovanim s deionizovanou vodou podle nédvodu vyrobce. Doba expirace
rekonstituovaného kalibratoru bude vyznacena na kazdé lahvicce

Standard bovinniho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 20 g/l a neznamy vzorek (4
x nafedény) pfipravené jsou v mikrozkumavce.

Destilovana voda na fedéni standardu, mikrozkumavky, nastavitelna pipeta 100 -1000
pl.

PRACOVNI POSTUP:

1. Nachystame si 5 mikrozkumavek (1,5 ml) a oznacime si je pismenem skupiny (A, B, C, a
pofadovym cislem (napt. Al, A2, A3, A4, AS; Bl, B2, B3 atd.) nezndmy vzorek a standard
BSA (20g/1)

2. Pfipravime si fedici fadu z koncetrovaného standardu BSA (20 g/1) pilkovym fedénim.

3. Do mikrozkumavek €. 2, 3 a 4 pipetujeme nejdiive 200 pl vody.

4. Poté do mikrozkumavky €. 1 napipetujeme 200 pl standardu BSA (20g/1) a také stejny objem
standardu pipetujeme do mikrozkumavky €. 2, ve které mame jiz 200 pl vody a obsah které
promichdme pipetou a tak dostaneme roztok standardu BSA o polovi¢ni koncentraci (10g/1).
Poté zmikrozkumavkyc¢. 2 napipetujeme opét 200 pl do mikrozkumavky €. 3 (ve které mame
712200 pl vody) a opét obsah mikrozkumavky promichdme pipetovanim. Dostaneme tim roztok
standardu BSA ¢. 3 (5g/1). V mikrozkumavce ¢. 4 mame jiz 200 pl vody a to je blank. Do
mirozkumavky €. 5 napipetujeme 200 pl nezndmého vzorku

Presun do centralni laboratore k analyzatoru BS 200
5. Umistime mikrozkumavky do fotometru BS 200 a spustime mé&feni.
6. Métime absorbanci pii vinové délce 546nm (méfeni trva 18 minut).

7. Po ukonceni méfeni, si zapiSeme hodnoty absorbance do tabulky.

Piesun zpatky do piivodni laboratoi‘e
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Z namétenych hodnot absorbance a znamych koncentraci albuminu vytvofime v programu
Excel kalibracni kfivku a z rovnice kalibra¢ni piimky vypocteme koncentraci 4 x nafedéné¢ho
nezndmého vzorku. Vypocteme koncentraci neznamého vzorku.

Zkumavka | Koncentrace Asag Asss VZ - Asss | Namérena koncentrace

CB (0sa x) (odvozena | BLANK
A (osay)

v 10 000

vych

jednotkac

h

1 Standard 1
koncentrace

20 g/l

2 Standard 2
koncentrace

10 g/l

3 Standard 3
koncentrace

5¢g/

4 Blank (voda)

0g/l

5 Neznamy vzorek
(kalibrator, 4 X 4 x koncentrace odedtena z kalibra¢ni
fedény) kiivky

PROTOKOL (SCHEMA):

Vyznam stanoveni celkové bilkoviny v séru.

Kdy dochazi k hyperproteinemii a kdy dochazi k hypoproteinemii?
Referencni rozmezi koncentrace celkové bilkoviny v lidském séru.
Princip stanoveni celkové bilkoviny biuretovou reakei.

Postup méfeni na automatizovaném fotometru BS 200.

Vyplnéna tabulka a graf kalibra¢ni krivky.

2000 - Celkova bilkovina (Biuret)
= y = 92,366x + 24,8
S 1500 - R? = 0,9992
<
o
*®
-
< 1000 -
3
=
]
S 500 -
2
=
0 A, T T T 1
0 5 10 15 20
CB (g/l)

Vypocet koncentrace neznamého vzorku.
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Cviceni ¢. 2: Imunochemicka detekce proteinu p53 na nitrocelulosové
membrané (dot blot)

Uvod

Protein pS53 je kodovan genem 7P53 a hraje roli pfedev§im jako nadorovy supresor
(antionkogen). Diky své funkci transkripéniho faktoru reguluje expresi mnoha cilovych gent,
zodpovédnych za rist bunék a apoptdzu, tim ze se sekvencné specificky vaze na DNA.
V normélnim stavu buiiky se vyskytuje v malé Spatn¢ detekovatelné mite. Vice nez 50%
tumort je asociovano s mutaci v genu 7P53. Vznik4 mutantni protein, onkogen, ktery je naopak
v bunce akumulovan a dobie pomoci protilatek detekovan.

Dot blot je zjednoduSenou alternativou k western blotu a slouzi pro detekci a identifikaci
proteinii. Na rozdil od western blotu nedochézi k elektroforetické separaci, nelze tedy urcit
velikost cilového proteinu, mizeme vSak pfitomnost daného proteinu potvrdit — v nasem
ptipadé p53. Kapka vzorku je nanesena piimo na nitrocelulosovou membranu, kde je nasledné
protein zajmu imunochemicky detekovan.

Princip metody

Principem imunochemické detekce je vyuziti reakce antigen-protilatka. Antigeny jsou latky,
které organismus rozpoznava jako cizorodé. Jejich pritomnost stimuluje tvorbu protilatek. Kazdy
antigen obsahuje antigenni determinanty (epitopy) tvofené 5-8 aminokyselinami. Schopnost
protilatek rozlisovat i malé rozdily epitopt je zakladem specifity imunitnich reakci.

Protilatky patii mezi imunoglobuliny a jsou produkovany jako soucast imunitni odpovédi.
RozliSujeme nékolik tiid - IgG, IgM, IgA, IgE a IgD. Protilatky jsou charakterizovany afinitou
— sila vazby protilatky s jednou vazebnou determinantou antigenu, aviditou — sila vazby mezi
protilatkou a celou molekulou antigenu (vétSina antigenti je multivalentnich, tzn. ma vice
vazebnych determinant pro rizné protilatky) a specifitou — protilatky jevi minimalni
interferenci s latkami, pro které neni protilatka urcena. Protilatky mohou byt polyklonalni ¢i
monoklonalni.

Polyklonalni protilatky se pfipravuji imunizaci zvifat, kdy se zvifeti aplikuje pfislusny
antigen. V dob¢é imunizace (2-6 mésicil) se v krevnim séru tvoii protilatky proti riznym
antigennim determinantdm antigenu. Polyklonalni protilatka mize obecné reagovat s nékolika
antigennimi determinantami. Vyhodou je vyssi citlivost a avidita. Nevyhodou je individudlni
imunitni odpovéd’ a tedy i1 nereprodukovatelnost.

Monoklonalni protilatky nejsou produkovany organismem, ale bunécnou kulturou. Mys je
imunizovana antigenem, ndsledné¢ se ze sleziny ziskaji lymfocyty produkujici protilatky. Jejich
hybridizaci s myelomovymi buiikami dojde k fazi obou typii buné¢k. Klonovanim lze vybrat bunky,
které produkuji protilatky proti konkrétni antigenni determinanté antigenu. Takto syntetizovana
protilatka obsahuje jediny typ vazebného mista, a tedy rozeznava jedinou antigenni determinantu.
niZ§i afinitu.

Povrch nitrocelulozové membrany vaze proteiny, proto je tieba po naneseni vzorku membranu
zablokovat. Membrana se ponoti do roztoku levného proteinu, napt. BSA ¢i odtu¢néného suSené¢ho
mléka v PBS s pfidavkem detergentu pro sniZzeni Sumu pozadi. Proteiny BSA ¢i mlé¢ny kasein se
navazi na vSechna mista, kam se dosud nenavazaly proteiny z naseho vzorku. Po pfidani protilatky
tedy nemiize dojit k jeji nespecifické vazbe na povrch membrany, nybrz musi specificky hledat sviij
epitop na antigenech vzorku.

Pro detekcei cilového proteinu je nutné pouziti specifické primarni protilatky proti tomuto
proteinu a sekundarni protilatky konjugované s reportérovym enzymem. V nasem piipadé
je primarni protilatkou DO1 (aa 20-25), kterd specificky rozpoznavd N-konec pfirozené i
mutantni formy proteinu p53, oblast mezi 20-25 aminokyselinou. Jedna se o mysi
monoklonalni protilatku tfidy IgG. Sekundarni protilatka je produkovana imunizaci pomoci
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antigenil z daného organizmu. Imunizace probiha v jiném druhu hostitelského organismu, nez
u primarni protilatky. V nasem ptipad¢ byla protilatka DO1 produkovana mysi, proto
sekundarni polyklonalni protilitka (anti-mouse IgG) byla produkovana kozou, které byla
injikovana primarni protilatka. Sekundarni protilatka se tedy vaze na primarni protilatku a je
konjugovana s reportérovym enzymem umoziujicim detekci, v naSem ptipad¢ alkalickou
fosfatazou a /nebo kirenovou peroxidazou.
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Obr. 1: Princip imunochemické detekce proteinu

A) Pro kolorimetrickou detekci molekul znacenych alkalickou fosfatazou se bézné pouziva
5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat (BCIP) a nitro blue tetrazolium (NBT). Jsou-li tyto latky
inkubovany s alkalickou fosfatazou, dochéazi k tvorbé nerozpustného diformazanu NBT, ktery
se projevi fialovym zbarvenim.
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Obr. 2: Reakce BCIP/NBT
B) Chemiluminiscence za pouziti protilatky znacené kienova peroxidazou

Principles of detection The mechanism of chemiluminescence
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Obr. 2: Reakce ECL- POD (peroxidaza, HRP)
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Pracovni postup s primarni a sekundarni protilatkou

1. Pracujte ve dvojici, na kousek nitrocelul6zové membrany naneste pipetou 1ul vaseho vzorku
proteinu o rdizné koncentraci (1x, 100x a 1000x zfedény). Redéni vzorku 10x a 100x pfipravte
v PBS. Membrdny je tfeba dotykat se co nejméné. Membranu popiste obycejnou tuzkou.

2. Membrénu vlozte do 2 ml plastové zkumavky (ependorfky), v tomto kroku praci prerusite do
dalsiho cvi€eni, a prelijte 1-2 ml 5% PBS mléka. Inkubujte na termoblocku 30 min.

3. Do mléka pridejte 1 ul primdrni protilatky a inkubujte na tfepacce alespon 30 min.

4. Mléko s protilatkou slijte do falkonky a prelijte membrdnu promyvacim pufrem 1x PBST. Po 5-
ti min pufr vylijte a promyti po 5-ti min jesté 2x zopakujte.

5. Membranu prelijte 5-ti ml mléka a pridejte 2 pl sekundarni protilatky anti-mouse IgG
konjugovanou s alkalickou fosfatazou. Inkubujte 30 min.

6. Zopakujte promyvaci krok 4.

7. Kolorimetrickd detekce pro 1 ml substratového pufru pfidejte 3,3 ul BCIP a 33,0 ul NBT.
Membranu v roztoku inkubujte asi 10 min, dokud nepozorujete fialové zbarveni.

8. Vylijte roztok BCIP/NBT. Reakci zastavite oplachnutim membrany v destilované vodé.

5. Membranu prelijte 5-ti ml mléka a pridejte 2 pl sekundarni protilatky anti-mouse IgG
konjugovanou s kienovou peroxidazou. Inkubujte 30 min.

6. Zopakujte promyvaci krok 4.

7. Pro detekci chemiluminiscence umistéte membranky na eurofolii, pokryjte smési roztoku 1+2
(100ul 1 + 100ul 2), detekujeme chemiluminiscenci .

Pouzité chemikalie

5% PBS mléko — 5% suseného mléka v 1% PBS

BCIP — vodny roztok 50 mg/ml

NBT — vodny roztok 10mg/ml

Substratovy pufr — 0,1 M Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl, , pH 9,5
Vyhodnoceni

Otazky:
Co je to SDS-PAGE, western blot, dotblot, epitop, avidita, afinita, funkce mléka........

Piiklad:

Protein p53 (1-393 aa) se vyskytuje v buiice v n€kolika variantach: p5S3A (1-363 aa), pS3B (45-
345 aa), ktera z protilatek rozpozna vSechny varianty:

Seznam protilatek DO1 (20-25 aa), DO11 (120-135 aa), Pab421 (363-393 aa).

Protokol:

Nézev metody

Princip stanoveni

Nékres obrazku

Odpovédi na otazky

Reakce katalyzované enzymy



