Optickeé a elektroforetické metody v biochemii 1

Spektrofotometrie — absorbance, transmitance, Lambertiv-Beertiv zakon.

Zakalové metody — nefelometrie, turbidimetrie.

L
. Elektroforéza — princip, elektroforeticka pohyblivost, zakladni typy.

Spektrofotometrie
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1. Vymezte vinové délky odpovidajici viditelné a ultrafialové oblasti svétla.

2. Formulujte a vysvétlete Lamberttiv-Beeriv zakon. Uved'te, za jakych podminek zakon plati (druh

svétla, koncentrace).
3. Coje to g jakou ma jednotku.

4. Vypocitejte odpovidajici absorbance, je-1i propustnost svétla 7 = 10, 50 a 100 %.
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5. Zajakych podminek plati vztah: —L =2
€ G

6. Co je to absorpcni kiivka urcité latky? Které charakteristické hodnoty jsou na absorpcni kiivce
urcovany?

7. Které latky Ize stanovovat fotometricky? Lze fotometricky stanovit i koncentraci nebarevnych latek?
8. Jakou roli ma pti fotometrickém stanoveni standardni roztok?
9. Co je to tzv. slepy pokus (blank)?

10. Pokud chceme fotometricky stanovit koncentraci latky, miZzeme v principu pouzit tfi postupy.
Vysvétlete podrobnéji postup u vSech tii metod a uved'te ptislusné vztahy pro zjisténi koncentrace:

a) zm¢éfit absorbanci latky a koncentraci spocitat pomoci molarniho absorp¢niho koeficientu
b) zméfit absorbanci latky a absorbanci série standardnich roztokt o riizné koncentraci

c) zm¢fit absorbanci latky a absorbanci jednoho standardu

11. Vzorek nitrofenolu mé pii vinové délce 420 nm absorbanci 4 =0,54. Jaka je koncentrace
nitrofenolu, je-li jeho molarni absorpéni koeficient & = 13 900 1.mol '.cm™'? (0,038 mmol.I™")
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Vypoctéte molarni absorpcni koeficient latky, ktera v kyveté o tloust’ce 1 cm vykazuje pii dané
vlnové délce absorbanci 4 = 0,805 a jejiz koncentrace je 0,5 mmol.I"". (1610 Lmol ".cm™")

Molarni absorpéni koeficient NADH ma hodnotu 6220 1.mol™'.cm™". Uved'te, jakou absorbanci by
mél mit roztok NADH o koncentraci 50 pmol.l_l . 0,311)

Vypoctéte koncentraci cholesterolu v séru, jestlize bylo zjisténo: 0,1 ml standardniho roztoku
cholesterolu (5 mmol.I™") smichaného s 3 ml ¢inidla ma pii 580 nm absorbanci Asrp = 0,39 (proti
destilované vod¢). Za stejnych podminek ma 0,1 ml vzorku séra s 3 ml ¢inidla absorbanci
Avz = 0,54. Absorbance roztoku ¢inidla proti destilované vodé je 0,1. (7,6 mmol.I")

Reakéni smés pro méfeni aktivity laktatdehydrogenasy v séru ma obsahovat pyruvat (1,5
mmol.I"") a NADH (0,22 mmol.I™"). Pfed zahajenim enzymové reakce byla zméfena absorbance
reakéni smési A340= 0,84. Molarni absorp¢ni koeficient NADH ma pro danou vlnovou délku
hodnotu 6220 lL.mol'.cm™'. Rozhodnéte, zda koncentrace NADH v reakéni smési dosahuje

pozadované hodnoty. Pokud ne, spocitejte aktualni koncentraci NADH. (0,135 mmol.I'")

Pti méfeni koncentrace glukosy v plazmé bylo zjisténo: absorbance vzorku 4,,= 0,75. Absorbance
roztoku standardniho roztoku glukosy (5 mmol.I™") byla Asrp = 0,50. Standard i vzorky byly
méteny proti slepému pokusu obsahujicim vSechny reagencie kromée glukosy pii 495 nm. Jaka je
koncentrace glukosy v plazmeé? (7,5 mmol.1

Pii meéfeni koncentrace kreatininu v moc¢i bylo zjisténo: absorbance vzorku A,,= 0,103 ;
absorbance roztoku standardu Ay= 0,083 ; koncentrace standardu Cipeatinin= 150 pmol/l. Moc byla
ziedéna 50x, diuréza 1,35 litru. Vypocitejte latkovou koncentraci kreatininu v moci, a dale
vypoclitejte  exkreci  kreatininu v  mmol/den a g/den. (M, (kreatinin) =113)
(12,56mmol/den; 1,42g/den)
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Pfistroje: fluorimetry

Vyuziti: napf. stanoveni vitaminfi, hormont, vyuziti ve fluorescenénich optickych elektrodach (pO,, pH, Na",
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K", CI), pritokové cytometrie.

Uvedte, kterd ze dvou optickych metod — absorpcni spektrofotometrie nebo fluorimetrie je

N



Zakalové metody

Turbidimetrie
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Pristroje: turbidimetry, absorpcni fotometry
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Pristroje: nefelometry

Vyuziti zdkalovych metod: imunochemicka stanoveni proteinti

17. Co je spolecné pro turbidimetrii a nefelometrii, ¢im se od sebe tyto metody odlisuji?

18. Pfi imunoprecipitacnich reakcich dochazi k vzajemné reakci mezi antigenem a protilatkou za
vzniku imunokomplexti. Tvorba imunokomplexti je Casto provazena tzv. sekundarnimi jevy. Mezi
né patii zejména precipitace a aglutinace. Pokud reakce probiha v roztoku, disledkem
sekundarnich jevi je vznik zakalu, jehoZ intenzitu 1ze méfit nefelometricky nebo turbidimetricky.
Navrhnéte zplisob stanoveni velmi nizkych koncentraci albuminu v moc¢i pomoci zakalovych
metod. Jaké by bylo sloZeni reakéni smési?

V klinicko-biochemickych laboratofich jsou vyse uvedené optické metody uplatnény v automatickych
biochemickych analyzatorech.

(viz Videozaznam Biochemické analyzatory)



Elektroforetické metody

Princip: déleni nabitych castic na zakladé rtizné pohyblivosti v elektrickém poli

0

Elektroforeticka pohyblivost: = % = konst. x =
nr

kde v...rychlost ¢astice, E...potencialovy spad (V/cm), Q...celkovy naboj, 7...viskozita prostiedi, r...polomér astice

Hlavni faktory ovliviiujici déleni:  — potencialovy spad
— velikost naboje ¢astic
— velikost molekul
— pH prostiedi
— vlastnosti nosi¢e (elektroendoosmoza — pohyb hydratovanych H' ke
katod¢), adsorpce, molekulové sitovy efekt)
—teplota

18. Co uréuje celkovy naboj proteinu?

19. Jakym zplsobem ovliviiuji elektroforetickou mobilitu vyse uvedené faktory?

Schématické znazornéni horizontalni elektroforézy

nosicé

elektrolyt\ /

Piiklady nosicii pouzivanych pii elektroforéze

Nejbéznéjsi typy nosica Déleni v zavislosti na | Pocet frakci proteini krevniho séra
Celulosa (papir) @] 5-6

Acetylcelulosa 0] 5-7

Agar, agarosa O+ M) 7-8
Polyakrylamidovy gel (PAG) 0+ M, 25-30




Elektroforéza proteinii krevniho séra (videozaznam)

Elektroforeogram a densitogram proteint lidského séra na acetylcelulose pii pH 8,6

Charakteristika frakei pii elektroforéze proteinti krevni plazmy na celulose nebo agarose

Frakce

Charakteristika

Priklad proteinu

Albumin

vyrazny pas v cele

Prealbumin (transthyretin), albumin

o-Globuliny

nevyrazny uzky pas

a-Kysely glykoprotein, a-antitrypsin, a,-fetoprotein, o~

mikroglobulin, a-lipoprotein (HDL)

ox-Globuliny

difuzni pas

Ceruloplasmin, haptoglobin, ferritin, a,-makroglobulin

B-Globuliny

Casto rozdéleny na B a 3,

Hemopexin, transferrin, fibrinogen, B-lipoprotein (LDL),

slozky C3 a C4 komplementu, C-reaktivni protein

v-Globuliny

velmi Siroky pas

IgM, IgA, IgE, IgD, IgG

20. Na obrazku je popsan typicky elektroforeogram proteint
krevni plazmy pii akutnim zanétu v porovnani s standardnim.
Které frakce jsou zvySeny? Pokuste se vysvétlit proc.
(vezméte v uvahu, Ze pii zanétu se zvysSuje plazmaticka
koncentrace proteinii akutni faze, coz jsou zejména
ceruloplasmin, C3, C4, o,-antitrypsin, o,-antichymotrypsin,

haptoglobin, hemopexin, fibrinogen, C-reaktivni protein a

dalsi).




Detergentova elektroforéza (SDS-elektroforéza)

Princip: anionty SDS (dodecylsulfatu sodného) vazbou na proteiny, udili proteiniim stejnomérny
zaporny mérny naboj; déleni podle velikosti molekul (xz~ 1/log M,)

ssl T

nativni protein komplexy SDS-protein

Vyuziti: separace DNA, proteini

Vyuziti SDS-elektroforézy pii urceni typu proteinurie: Elektroforéza proteinti v moci je vyznamny ukazatel
poskozeni ledvin. Podle molekulové hmotnosti (velikosti molekul) je mozné odlisit tubularni proteinurii od
glomerularni a smiSené (identifikovat poskozeni tubulti nebo glomerull).

Elektroforeogram proteint (SDS-PAGE) =
[}
=) ~

g £ g s £

= £ <2 = E

2z = = 2 = 9

= sh 3 < S o

o0 S 8= E 9 e z w2

= “ g =] 2 19) g S E

< z 3 F L £ E g &

oh S = ey = 5] 3 5] 1<

— = [ 3 3 <= = <= eal

- +

M, . 10° 150 89 67 54 44 32 22 16 12
glomerularni proteinurie P tubularni proteinurie o
| L | >

selektivni prerenalni proteinurie
» “«—>
N neselektivni
proteinurie smisené (glomerulotubularni) a postrenalni

Typ proteinurie Typicky nalez
. Exkrece proteinti s M; > 70 000, v¢. albuminu (transferrin, IgG, IgA,
Glomerularni ) i
a-makroglobulin, haptoglobin).
Exkreci proteinti s M, <70 000 (B,-mikroglobulin, lysozym, retinol-
Tubularni vazajici protein, a,-mikroglobulin, volné lehké fetézce
imunoglobulint (tzv. Bence Jonesova bilkovina) a jejich dimery.
SmiSena Exkrece nizko- i vysoko-molekularnich proteind.




21. Vmoci byl SDS-elektroforézou prokazan albumin a transferrin. Nizkomolekuldrni proteiny
(Bo-mikroglobulin a retinol-vazajici protein nebyly prokazany. O jaky typ proteinurie se jedna?

Dvojrozmérna elektroforéza (2D-elektroforéza)
1. d€leni — podle pl 2. déleni — podle O nebo M,

Vyuziti: separace komplexni smési proteintl na jednotlivé proteiny, katalogizace proteinti v buiice/organismu ve
vztahu k fyziologickym/patofyziologickym procestim (proteomika)

Kapilarni elektroforéza (CE)

Vyziva elektrokinetickych principi elektroforézy a elektroosmoézy k separaci latek uvnitt kfemenné
kapilary. Vzhledem k vysokému poméru povrchu kapilary k jejimu objemu dochazi k rychlému
odvodu tepla, vznikajiciho pfi prichodu elektrického proudu kapilarou. To umoziluje pouzit
mnohonasobné vyssiho proudu nez u klasické gelové elektroforézy s velmi rychlou separaci proteind.
Doba dé€leni se pohybuje mezi 5-15 minutami. Maly objem d¢lici kapilary dovoluje pouzit objem
vzorku fadové v nanolitrech. K detekci rozdélenych frakci proteinti se pouziva UV, fluorescenéni a
elektrochemicky detektor. Metoda slouzi doposud hlavné k vyzkumnym uceltim, jeji aplikace vSak

jsou zavadény i do rutinnich aplikaci ve vétSich klinicko-biochemickych laboratotich.



