Bi3030c Fyziologie zivocichu - cviéeni

dochazka na cviCeni (maximalné dvé absence — omluvena a
neomluvena, jinak si domluvit nahrazeni cviceni)
karanténa nebo priznaky nemoci > napiste vyucujicimu!
protokoly (odevzdavat prubézné do Odevzdavarny):
- jmeéno, prijmeni, datum, téma cviceni
- strucny teoreticky uvod souvisejici s podstatou ulohy (napf. co
jsou bilkoviny, biuret apod.)
- strucny postup (kolik €¢eho, kam, jak dlouho... aby se dal podle
popisu experiment zopakovat)
- v krocich rozepsané vyhodnoceni/vypocet
- zavér (zhodnoceni vysledku v porovnani s teorii ulohy)
- protokoly vypracovavejte samostatné!
zapoctovy test (na konci semestru) + zkouSeni béhem semestru
demonstrace experimentu v ISu
dodrzujte bezpecnost prace!
plast a pfezuvky dle vlastniho uvazeni, rukavice budou v pfipadé
potreby k dispozici v praktiku



= pfesné odmérovani objemu tekutin

» vzdy dbejte na spravny rozsah (presnéjSi je pipetovat v horni poloviné
udavaného rozsahu pipety; nikdy nepipetujte mimo rozsah!)
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Stanoveni celkové koncentrace bilkovin
v téelnich tekutinach

= proteiny

» biuretova reakce a jeji vyuziti v praxi

= telni tekutiny

= modeloveé organismy

= prakticka ¢ast: stanoveni koncentrace proteinu



Proteiny

» AMK spojené peptidovou vazbou

» vznik na ribozomech

= oligopeptidy (2—10 AMK), polypeptidy (11-50/100 AMK), vlastni
bilkoviny (vice nez 50/100 AMK)
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peptidicks vazha

Obecna funkce bilkovin:

= stavebni

= transportni a skladovaci

= zajistujici pohyb

= katalyticke, ridici a regulacni
= ochranné a obranné



Proteiny

» AMK spojené peptidovou vazbou

» vznik na ribozomech

= oligopeptidy (2—10 AMK), polypeptidy (11-50/100 AMK), vlastni
bilkoviny (vice nez 50/100 AMK)
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Obecna funkce bilkovin:

= stavebni (kolagen, elastin, keratin...)

» transportni a skladovaci (hemoglobin, transferin...)

= zajistujici pohyb (aktin, myosin...)

» katalyticke, fidici a regulacni (enzymy, hormony, receptory...)
» ochranné a obranné (imunoglobulin, fibrin, fibrinogen...)



Proteiny

» AMK spojené peptidovou vazbou

» vznik na ribozomech

= oligopeptidy (2—10 AMK), polypeptidy (11-50/100 AMK), vlastni
bilkoviny (vice nez 50/100 AMK)

7 i i 1
R!-CH-C-0OH + H-N-CH-C-0OH 2 R!-CH{C-N{CH-C-0H + H,0
rquE H R I*lIII—Ig &) g2
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Funkce plazmatickcych bilkovin:

imunitni (globuliny)

hemostaticka (fibrinogen)

transportni (albuminy - nepolarni tuky, cholesterol, steroidni hormony)
onkoticky tlak udrzujici funkce (albuminy)

pH udrzujici (pufrovaci) funkce

ridici a katalyticka (hormony, enzymy)



Telni tekutiny

» funkce transportni, zasobni, opérna atd.

Hydrolymfa (1agkovci, ostnokozci)
= roztok soli, malo bilkovin a volnych bunék

Hemolymfa (hmyz, korysi, mékkysi)

» celkova bilkovina okolo 6 %

= barviva, volné bunky, bilkoviny:

zasobni proteiny (predevsim larvalni stadia)

transportni proteiny (lipoforiny, transferin...)

hormony (adipokineticky, prothoracikotropni, bursikon...)
vitellogeniny (samicCi proteiny, které tvori hlavni souCast
Zloutkového vacku)

- imunitni proteiny (lysozym, koagulacni proteiny...)




Telni tekutiny

KreV (obratlovci) = plazma + krevni elementy

= transport cholesterolu, glukdzy, tuku, iontu (Fe, Cl a dalSi)

= bilkoviny krve (celkova bilkovina 6-8 %):
albuminy (60 % plazmatickych bilkovin) — vazou vodu, transport
Cu, Zn, mastnych kyselin, hormonu
globuliny (40 % plazmatickych bilkovin) — vazou tuk, hormony,
imunitni reakce (Ig)
fibrinogen, aj. (<1 %)

Tkéﬁovy MOK (extracelularni tekutina; bez plazmatickych bilkovin)

Lymfa (z tkanového moku; imunitni a transportni funkce)

Plodova voda, mozkomisni mok, perilymfa a endolymfa v uchu, oCni
komorova voda a dalsi.



Celkova bilkovina v plazmé obratlovcu

Celkova Celkova
bilkovina [g/I] bilkovina [g/I]

Zako 35-45 kajmanka 47
amazonan 29-51 uzovka 43
ara 26-43 zmije 55
andulka 14-36 krokodyl 65
jestrab 24-31 varan 69
holub 15-35
kachna 35-45 skot 65-80

prase 65-85
jeseter 45 kan 46-70
kapr 41,5 koCka 60-80
pstruh 34,6 pes 60-80

Pozn.: Hodnoty orientacni (plazi, ryby vybrany z konkrétnich studii, relativné malé n).



Stanoveni proteinu — biuretova reakce

» dukaz bilkovin ve vzorku (reakce s peptidy tvofenymi nejméné 3 AMK)
= biuretove cinidlo 6mM CuSO,

5M NaOH

21mM C,H,KNaOg (chelaton 3)
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~ Biuret Reagent + glybir; + egg—albumen

= peptidoveé vazby tvori v alkalickem prostredi se solemi medi
charakteristicky Cervenofialové barevny komplex - biuret
» biuret = kondenzacni produkt dvou molekul mocCoviny



Stanoveni proteinu — princip biuretové reakce

= v zasaditém prostfedi proteinové fetézce vytvori ,matrix“ kolem Cu?* >

fialova barva

* intenzita zbarveni je umérna poctu peptidovych vazeb
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Stanoveni proteinu — laboratorni praxe

= komercni kity, napr. Bio-Rad Protein Assay:
- modifikace na mikrotitracni destiCku
- 5 ul vzorku/standardu + 25 ul reagencniho roztoku A + 200 ul
reagencniho roztoku B
- po 15 min inkubace méreno pfi 700 nm
- nutna kalibracCni kfivka




Modelové organismy

bourec morusovy (Bombyx mori)

= |epidoptera, Bombycidae
= produkce hedvabi

Larva

Zivotni cyklus
Bombyx mori

I

Vajicko

Hlava Thorax
I

Zlazy produkujici hedvabi

T




Modelové organismy

bourec morusovy - zpracovani hedvabi
= pred vylihnutim motyla je nutné kokony s kuklami ususit
= vareni kokonu

= vlakno (fibroiny)

= hedvabné proteiny (sericiny)




Modelové organismy

bourec morusovy - zajimavosti
* monofagie (moruse)
= pohlavni dimorfismus (samiCka vétsi, terCiky)

= hybridi - monovoltinni druhy (,jednosnuskové®) s bilym kokonem
- polyvoltinni druhy majici napf. zluty kokon (xantofyly)

dospélec neléta a nepfijima potravu

vyslechtén v Ciné (3000 pf. n. I.); dnes JV Asie, Japonsko, Brazilie

viakno az 1,5 km dlouhée

2 t listi > 120 kg kokonu > 20 kg hedvabi



Modelové organismy

mys domaci (Mus musculus)
» tradiCni modelovy organismus
= krev (krevni plazma / sérum + krevni buriky)
= majoritni proteiny  3-5 % albuminy
1-3 % globuliny
0,5 % fibrinogen

pes domaci (Canis lupus f. familiaris)
ko€ka domaci (Felis silvestris f. catus)
tur domaci (Bos taurus)

kapr obecny (Cyprinus carpio)

lin obecny (Tinca tinca)

karas obecny (Carassius carassius)




Prakticka uloha

1 ml biuretového Cinidla + 20 pl blanku/standardu/vzorku > promichat
blank (voda) k eliminaci absorbance samotného biuretového Cinidla
standard (komercni lidské sérum 70 g/l) k vypocitani celkové bilkoviny ostatnich

vzorkU
vzorky - hemolymfa bource (samicka, samecek), zavije€e, sérum obratlovcl

(mys, kapr, karas, lin, pfip. jiné)

10-12 min inkubace > vizualni zhodnoceni
spektrofotometrické méreni absorbance pri 544 nm

Lambert—Beerlv zakon: koncentrace latky ve vzorku odpovida jeho
absorbanci (pfima uméra)
L Absorbance vzorku

Celkova koncentrace
bilkovin v méfeném —— C (g/l) — CS X A_
vzorku

TS

Absorbance standardu

Koncentrace bilkovin
standardu (70 g/I)



Prakticka uloha

Biuretové Cinidlo

1
1 ml

2
1 ml

3
1 ml

4
1ml

5
1 ml

6
1 ml

5
1ml

Standard

20 pl

Blank (H,0)

20 pl

Hemolymfa samce bource

20 ul

Hemolymfa samice bource

20 pl

Fetalni bovinni sérum (FBS)

20 ul

Rybi sérum

20 pl

Psi sérum

20 pl

...stejné i dalsi vzorky




