Ulohal:

Stanoveni lidského sérového transferinu imunoturbidimetricky

Ke stanoveni transferinu pouzijete piredpiipravené roztoky z komercniho kit IMU-LA-TEST fy
Pliva-Lachema. Stanoveni transferinu touto imunoturbidimetrickou metodou je zalozeno na
reakci transferinu se specifickou kozi protilatkou proti lidskému transferinu. Vznikajici
imunokomplexy zpsobuji rust zakalu, ktery je pfimo imérny koncentraci transferinu a lze jej
meéfit pi1 340 nm.

Cinidla:

Roztok 1: 35 mM imidazolovy pufr pH 7, 4 % PEG, 150 mM NaCl

Roztok 2: 2 % kozi antisérum proti lidskému transferinu v 50 mM HEPES pH 7.4, 9 mM EDTA

Kalibracni roztok: krevni sérum obsahuyjici certifikovanou koncentraci lidského transferinu o
koncentraci 7g/1.

Pracovni postup:

V 5 mikrozkumavkach si pfipravte nejdiive standardy transferinu pro vyhotoveni kalibracni
kiivky postupnym fedénim zasobniho roztoku 1:1 fyziologickym roztokem.

Do jamek mikrotitracni destiCky postupné pipetujte 250 ul roztoku 1 a 2 pl vzorku (neznamy
vzorek, strandardy). Jako blank misto vzorku pouzijte 2 ul destilované vody.

Promichejte a inkubujte 5 min pi137 °C.
Odectéte absorbanci pii 340 nm (Al).

Do vsech pouzitych jamek pridejte 70 ul roztoku protilatky. Promichejte a inkubujte pi1 37 °C
5 min. Poté odectéte absorbanci pii 340 nm (A2).

Vyhodnoceni:

Z rozdilu absorbanci A2-Al vypocitejte pfirustek zakalu v jednotlivych jamkach. Od hodnot
jednotlivych vzorka odectéte hodnotu naméfenou pro blank.

Z kalibra¢ni kiivky vyhodnot'te obsah transferinu ve Vasem neznamém vzorku.



Uloha 2:

Stanoveni lidského sérového transferinu pomoci jednoduché ELISA metody

Ke stanoveni lidského sérového transferinu je mozno vyuzit 1 n€kolik moznosti
enzymoimunoanalyzy. V této uloze se zaméfime na nejjednodussi verzi ELISA, vyuzivajici pfimé
adsorpce transferinu na polystyrenovou mikrotitracni desticku a jeho naslednou specifickou
detekci.

Roztoky:

TBS: 50 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 7.4

potahovaci puft: 50 mM uhlicitanovy pufr, pH 9.6

blokovaci roztok: 3% BSA v TBS

protilatky: 1: 2 000 praseci proti lidskému transferinu
1: 10 000 kralici proti praseCimu antiseru znacené kifenovou peroxidasou
vzdy v blokovacim roztoku

barvici roztok: Sigma Fast OPD (o-fenylendiamin), pfipravit roztok dle firemniho navodu
30 % H,SO4

Pracovni postup:

Vsechny nasledné kroky provadéjte na inkubované tfepacce pi1 200 rpm.
Do mikrotitracni desticky pipetujte vzdy 100 pl transferinu v uhli¢itanovém pufru o rizné
koncentraci (5 — 100 pg/ml). Jako blank pouzijte uhli¢itanovy pufr. Neznamy vzorek (lidské krevni
sérum) nated’te 100x.
Vsechny vzorky stanovujte v tripletech.
Inkubujte misku 1 hod pti1 37 °C nebo ptes noc pfi 4 °C.
Odstrante inkubacni roztok a blokujte nevysycena mista pridanim 100ul 3 % BSA v TBS.
Inkubujte misku 1 hod pii137 °C.

Odstraiite kapalinu a jamky dukladné promyjte TBS pufrem 3 x 3 minuty pomoci
intenzivniho tfepani.

Do jamek pridejte 100ul praseci protilatky proti lidskému transferinu a inkubujte 30 — 60 min pfi
37 °C.

Odstraiite kapalinu a jamky dukladné promyjte TBS pufrem 3 x 3 minuty pomoci
intenzivniho tfepani.



Do jamek pridejte 100ul kralic¢i protilatku proti praseCimu antiséru a inkubujte 30 — 60 min pii 37
°C.

Odstraiite kapalinu a jamky dukladné promyjte TBS pufrem 3 x 3 minuty pomoci
intenzivniho tfepani.

Pridejte 200 ul OPD substratu do kazdé jamky a nechte 30 min inkubovat pii 37 °C.

Odectéte absorbanci v jednotlivych jamkach pi1 450 nm. V pfipadé€, ze neni mozno odecist hodnoty
absorbance ihned, zastavte enzymovou reakci pridpridanim 50 ul 3M kyseliny sirové a nasledné
odectéte absorbanci pii 492 nm.

Vyhodnoceni:

Naméfené hodnoty ze tii méfeni zprimérujte a sestrojte kalibra¢ni kiivku zavislosti absorbance na
vstupni koncentraci transferinu. Odectéte koncentraci Vaseho neznamého vzorku.



Uloha 3:

Imunoblotting bilkovin krevniho séra

Proteiny krevniho séra ( se zaméfenim na lidsky sérovy transferin) budou imunochemicky
detegovany po jejich prenosu (blotting) na nitrocelulosovou membranu. Specifické barveni bude
mozno porovnat s nespecifickym barvenim v$ech bilkovin.

Uloha navazuje na alohy déleni bilkovin podle velikosti v elektrickém poli pomoci elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE).

.ELEKTROFOREZA

vlastni provedeni viz Glohy SDS PAGE.

pouzivané vzorky ( nafedéné na konc. 1 mg/ml):

lidské sérum (obsahuje lidsky transferin) : Exa
koniské sérum (negativni konrol: RU sérum
standard lidského transferinu hTrf
standard hovéziho transferinu bTrf

Na elektroforézu naneste vzorky v tomto poradi:

sérum standard sérum standard
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Exa Exa Repro Repro hTrf hTrf bTrf bTrf Exa lidsky
20pl 5ul 20pl Syl 20 ul Sul 20 ul 5ul 20 pl transferin
20 pul
lidské konske lidsky hovézi

Vzorky 1-8 budou barveny imunochemicky, vzorky 9 a 10 nespecificky na celkovou bilkovinu.




II.LBLOTTING

Roztoky:

pfenosovy pufr: 15.6 mM Tris/120 mM glycin

TBS: 50 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 7.4

blokovaci roztok: 4% netucné susené mléko v TBS

protilatky: 1: 500 praseci proti lidskému transferinu
1: 2 000 krali¢i proti praseCimu antiseru znacené kienovou peroxidasou
vzdy v blokovacim roztoku

barvici roztok: 4-chloro-1-naftol 3 mg/ml v methanolu (stabilni 1-2 tydny v chladu)

A.Priprava elektroforetické aparatury

Nitrocelulosovou membranu a gel po elektroforéze ponechte ekvilibrovat 15 minut v
pfenosovém pufru.

Do elektroforetické nadobky vloZzte blotovaci modul a nalijte do ni 400 ml prenosového pufru.

Do nadobky vlozte vychlazenou chladici jednotku.

B.Sestaveni blotovaci jednotky

V Petriho misce oteviete blotovaci kazetu Sedou stranou dola a polozte na ni houbu. Na jeji
povrch polozte filtracni papir nasyceny prenosovym pufrem.

Na filtracni papir nalijte malé mnozstvi prenosového pufru a polozte na néj gel, tak aby mezi
papirem a gelem nezistaly vzduchové bubliny.

Na povrch gelu nalijte malé mnozstvi pfenosového pufru a z jedné strany na ného pomalu
pokladejte nitrocelulosovou membranu, tak aby mezi gelem a membranou nezustaly
vzduchové bubliny. Piebytek pufru a pfipadné bubliny odstrante vytlacenim sklenénou
tyCinkou.

Na povrch nitrocelulosové membrany nalijte malé mnozstvi prenosového pufru a polozte na ni
filtraCni papir nasakly v prenosovém pufru. Pfebytek pufru a pfipadné bubliny odstrarite
vytlacenim sklenénou tyCinkou.

Na filtracni papir polozte houbu a uzaviete blotovaci kazetu.

C.Blotting

Vsurite blotovaci jednotku do blotovaciho modulu umisténého v elektroforetické nadobce, a to
Sedou stranou k Sedé strané modulu.

Nadobku umistéte na elektromagnetickou michacku, uzavfete ji vikem a elektrody pripojte ke
zdroji.

Blotting ponechte probihat 2 hodiny za konstantniho napéti 100 V.



IILIMUNODETEKCE

A.Blokovani membrany
Vypnéte zdroj napéti, oteviete blotovaci aparaturu, vyjméte z ni blotovaci jednotku.

Otevrete blotovaci kazetu, odstrante houbu a filtra¢ni papir a nitrocelulosovou membranu
preneste do blokovaciho roztoku.

Membranu ponechte v blokovacim roztoku 15 minut za ob&asného promichani pii 37 °C.

B.Inkubace s prvni protilatkou

Ponechte inkubovat membranu v blokovacim roztoku obsahujicim prvni protilatku zfedénou v
poméru 1 : 500 a to po dobu 1 hodiny pfipadné pfes noc pii laboratorni teploté. Na
membrané nesmi zastat vzduchové bubliny, které by branily kontaktu epitop - protilatka.

C.Promyti a blokovani membrany
Slijte roztok prvni protilatky a membranu oplachnéte pufrem 3x 10 minut.
Membranu ponechte v blokovacim roztoku 15 minut za ob¢asného promichani pii 37 °C.

D.Inkubace s druhou protilatkou

Ponechte membranu inkubovat v blokovacim roztoku obsahujicim druhou protilatku zfedénou v
poméru 1 : 2 000 a to po dobu jedné hodiny pfipadné pfes noc pii laboratorni teploteé.

F.Promyti membrany
Slijte roztok druhé protilatky a membranu oplachnéte pufrem 3x 10 minut.

G.Detekce aktivity krenové peroxidasy
Piipravte detek¢éni smes :
5 ml roztoku methanolického roztoku 4-chloro-1-naftolu
(3 mg/ml methanolu)
20 ul 30 % peroxidu vodiku
doplnte pufrem na 30 ml
Ponoite membranu do detekéni smési a ponechte vyvijet modré zbarveni po dobu 5 - 30 minut.

IV. Barveni na bilkovinu

NC membranu promyjte nékolikrat destilovanou vodou a vlozte ji do roztoku Ponceau S asi na
5 minut. Pozadi odbarvéte nékolikanasobnym propiranim v 3% kyseliné octové.



