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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Uréeni koncentrace celkovych proteint v krevnim séru za vyuziti

riznych metod

Teoreticka cast: kratky uvod k metoddm pro stanoveni, analyzu a separaci proteind.

Prakticka ¢ast: test tif riznych technik pro stanoveni koncentrace celkovych proteinti v krevnim

séru. K analyze bude pouzito automatického analyzatoru a UV-Vis spektrometrie.

I. UvVOoD

1. Proteiny

Proteiny (bilkoviny) jsou z aminokyselin slozené vysokomolekularni ptirodni latky s
relativni molekuldrni hmotnosti 103 az 106. Proteiny jsou podstatou vSech zivych organismii.
Jejich zékladni povahu rozpoznal Braconnot jiz v r. 1819 pii zahtivani klihu s kyselinou sirovou.
Za podrobnéjsi znalost struktury bilkovin vdé¢ime E. Fischerovi a L. Paulingovi. V proteinech
jsou aminokyseliny vzijemné vazany aminoskupinami —NH, a karboxylovymi skupinami —
COOH amidovou vazbou -NH-CO- (amidy), ktera se v piipad¢ proteinii nazyva peptidicka
vazba. Podle poc¢tu aminokyselin v molekule rozlisSujeme oligopeptidy (2-10 aminokyselin),
polypeptidy (11-100) a proteiny (vice nez 100 aminokyselin). Pofadi aminokyselin v fetézci
proteinu oznacujeme jako primarni strukturu nebo také sekvenci. Struktura mnoha proteint je jiz
znama, napt. myoglobinu a hemoglobinu; u blizce pfibuznych zZivocisnych druhi jsou si struktury
velmi podobné.

Molekuly proteini mohou vytvaret protahlé, vlaknité, ve vod¢é nerozpustné struktury,
skleroproteiny (téz fibrilarni), a kulovité nebo elipsoidni, ve vodé rozpustné sferoproteiny (téz
globularni). V protikladu ke skleroproteintim (kolagen, keratin, fibroin — tvofici vlasy, rohovinu,

chrupavky) Ize skoro u vSech sferoproteini (napt. enzymy, svalova tkan) varem nebo ptisobenim
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kyselin a louhti (zmé&nou hodnoty pH) rozrusit jejich terciarni a sekundérni strukturu (koagulace,

denaturace). Ptitom se ztraceji nckteré biologické vlastnosti proteint, napt. schopnost enzymu

Stépit potravu nebo svalova kontraktivita.

2. Studium proteint

V poloving 80. let minulého stoleti vznikl napad zjistit sekvenci genomu naseho vlastniho
druhu. O n¢kolik let pozdéji, v roce 1990, se projekt pro sekvenaci lidského genomu nesouci
nazev Human Genome Project rozb&hl. V roce 2003 bylo ohlaSeno tplné sekvenovani lidského
genomu. Velmi piekvapivym zévérem projektu byl zjistény pocet gentli, kterych je podle
nejnovéjSich informaci 20 488. Je to skute¢né vyrazny posun, kdyz se jest¢ v roce 2000 véfilo, ze
¢lovek disponuje vice nez 100 tisici geny. Proto se pozornost védct obraci smérem ke studiu
proteinové vybavy jednotlivych organismi. Védni obor vénovany tomuto tématu se nazyva
proteomika. Pro ucely proteomiky jsou hleddny nové postupy a technologie.

Pro studium proteinii se dnes vyuziva Siroka baterie analytickych nastroji. Pro studium
sekundarnich, terciarnich a kvartérnich struktur se dnes vyuziva rentgeno-strukturni analyzy,
nuklearni magnetické rezonance, modernich vypocetnich systémut a dalSich technik. Analyzou
primarni struktury a senzitivni detekce proteinii se dnes velmi intenzivné zabyva hmotnostni
spektrometrie s riznymi typy ionizace. Pfes nesporné vyhody vySe zminéni techniky jsou ovSem
naro¢né na instrumentaci, kvalifikovanost obsluhy a ¢as. Mezi levnéjsi alternativy, které jsou

pouzitelné pro studium proteini, patii elektrochemické a spektrofotometrické metody.
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II. PRAKTICKA CAST

3. Stanoveni proteinu Biuretovou reakci

3.1 Princip

M¢édnaté ionty v alkalickém prostiedi reaguji s peptidickymi vazbami v proteinech za

tvorby fialovo-modrého komplexu. Pro zvyseni stability Cu®" iontl se do &inidla piidava tatrat

(vinan) draselno-sodny a jodidové ionty. U zdravého jedince jsou hodnoty celkovych proteint:

Novorozenec......... 5,2-9,1 g/dl
Dit€.........oooiiinil .. 5,4-28,7 g/dl
Dospéli.................. 6,7 — 8,7 g/dl

3.2 SloZeni Biuretova roztoku

Tatrat draselno-sodny............... 15 mmol/l
Jodidsodny...........cccoviiinnnnt. 100 mmol/l
Jodid draselny........................ 15 mmol/l
Siran médnaty........................ 5 mmol/l

33 Pipetujeme

Blank Standard Vzorek
Standard (pl) - 25 -
Vzorek (ul) - - 25
Biurettiv roztok (ml) 1 1 1

34 Stanoveni

Po pipetovani roztok michame a inkubujeme 15 min pti 30 — 37 °C a poté jej nechame

stdt 5 min pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby méfime oproti blanku pti 540 nm.

Zbarventi je stabilni 30 min.
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3.5 Vypocity:

celkovy protein|g / dl]= AZ‘W" x konc.st.[g ] dI]

St.

lg/dl=10g/l
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4. Kolorimetrické stanoveni proteinti pyrogalovou ¢erveni

4.1 Princip
Protein reaguje v kyselém prostiedi s pyrogalolovou ¢erveni a molybdenem na barevny

komplex. Intenzita zbarveni je umérnd koncentraci proteinu ve vzorku.

4.2  Klinické hodnoty

U zdravého jedince mo¢ neobsahuje zadny protein, nebo jen stopové mnozstvi. Zdravy
ledvinny glomerulus zabranuje prichodu proteint z krve do glomerularniho filtratu. Pfiznakem
poranéni ledvinného glomeluru je zvySovani propustnosti plazmatickych proteinti, z toho vyplyva
proteinurie, kterou popisuje pritomnost proteinu v moci. Dlouhodobé zjisténi proteinu v moci je

nejvyznamnéj$i indikaci ledvinové nemoci. Zdravy jedinec md hodnotu proteinu v moci <100 mg

/24 h a u t€hotnych <150 mg / 24 h.

4.3 Vzorky

Moc — stabilni 8 dn, je-li uchovana pti 2-8 °C.

4.4  Méreni
A. Podminky méfeni:

ME¢ti se pti vinoveé délce 598 nm, v 1 cm kyvete, pti 37°C (15-25 °C)
B. Pristroj

Pted zapocetim analyzy pfistroj vynuluji pomoci destilované vody

C. Pipetovani

Blank Kalibrator Vzorek
Pyrogalova cerveil (ml) 1 1 1
Kalibrace (pul) - 20 -
Vzorek (ul) - - 20
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4.5  Stanoveni
Po napipetovani roztok michame a inkubujeme 5 min pii 37°C nebo 10 min pfi

laboratorni teploté (15-25°C). Poté odecteme absorbanci oproti blanku. Barva je stala minimalné

30 min.

4.6  Vypocty

. . . % g . .
mnoZstvi proteinuvmoc [mg /1 ] =k x konc.kalibrdtorux objemmoc [l ]

kalibrator

NanoBioMetalNet 7 1.07/2.4.00/31.0023 )
Tento projekt je spolufinancovan z Evropského socialniho fondu a statniho rozpoctu Ceské
republiky.



== NP,
" * = . -
evropsky St r
SOCFé"'“ A T OP Vrdblavani
=7 fondvCR EVROPSKA UNIE o ohkarmosecimoet

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
5. Stanoveni celkového mnoZstvi proteini podle Bradfordové

5.1  Princip
Princip této kolorimetrické techniky spoc¢iva posunu absorbance barviva Coomassie Blue,

které se vaze na arginin a hydrofobni aminokyselinové zbytky pfitomné v proteinu.

5.2 Chemikalie

Cinidlo Bradfordové:

100 mg Coomassie Brilliant Blue G250
50 ml 96% ethanolu a 100 ml 85 %
kyseliny fosforecné

doplnit destilovanou vodou na 1 1

0,1M fosfatovy pufr pH 7,6:
13 ml 0,2M dihydrogenfosfore¢nanu sodného
87 ml 0,2 M hydrogenfosfore¢nanu sodného

doplnit na 200 ml destilovanou vodou

53 Postup

K 10 pl vzorku ptfiddme 190 pl Cinidla Bradfordové. Po pétiminutové inkubaci pii
pokojové teploté mefime absorbanci pii 595 nm proti slepému vzorku (10 pl fosfatového pufru a
190 pl ¢inidla Bradfordové). Celkovou koncentraci proteinti odecteme z kalibrani kiivky
pfipravené fedénim roztoku BSA fosfatovym fufrem v rozmezi koncentraci od 1 mg/ml po 0,05

mg/ml.
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