Navod k praktickému cviceni z biochemie

Téma: Bilkoviny V séru a v moci

1. Stanoveni celkové bilkoviny v séru biuretovou metodou

Reagencie:

K analyze je pouzita komeréni souprava Celkova bilkovina liquid 500 S Bio-La-Test od firmy Erba-
Lachema s.r.o.

1. Biuretové ¢inidlo

Siran méd’naty @@

Vinan draselno-sodny

Hydroxid sodny

Jodid draselny
2. Standardni roztoky bilkovin

Standard 1 (S1)
Standard 2 (S2)
Standard 3 (S3)
Standard 4 (S4)
Standard 5 (S5)

3. Vzorek séra o neznamé koncentraci

4. Deionizovana voda

Pracovni postup:
Pfipravime a ozna¢ime 7 zkumavek. Napipetujeme do nich prislusné roztoky dle tabulky:

12,0 mmol/I
31,9 mmol/l

0,6 mol/I
30,1 mmol/I

20 g/l
40 g/l
60 g/l
80 g/l
100 g/I

Zkumavka | Zkumavka | Zkumavka | Zkumavka | Zkumavka | Zkumavka | Zkumavka
Odméftit v ml L 2 3 4 > 6 !
Standard 1 | Standard 2 | Standard 3 | Standard 4 | Standard5 | Neznamy Slepy
20 g/l 40 g/l 60 g/l 80 g/l 100 g/l vzorek vzorek
]V_%.iu.retové 10 1.0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
¢inidlo
Standardn 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 - -
roztok 1-5
Sérum
(neznamy - - - - - 0,02 -
vzorek)
Deionizovana B _ _ _ _ B 0,02
voda

Obsah zkumavek promichame a nechame 10 minut inkubovat pfi laboratorni teploté. Chranime pied
pusobenim piimého svétla. Po skonceni inkubace zmétime absorbance standardnich roztokti 1 az 5 (,,A1 az
»A5%) a neznamého vzorku (,,A vzorku®) proti slepému vzorku v 1cm kyvete pii vinové délce 540 nm.




Urcete koncentraci celkové bilkoviny v séru:

1. Pomoci kalibra¢niho faktoru
2. Odectenim z kalibra¢ni kiivky
3. Pomoci jednoho standardniho roztoku

Metoda jednoho standardu se v klinicko-biochemické diagnostice pro svou jednoduchost pouziva
nejcastéji. Moderni automatické analyzatory vypocitavaji faktor na zakladé zméteni standardu a
absorbance neznamych vzorktl pak prepocitavaji na koncentrace.

2. Stanoveni koncentrace albuminu v séru

Reagencie:
K analyze je pouzita komeréni souprava Albumin BioSystems S.A. (Spanélsko)
1. Cinidlo

Bromkresolova zelent 0,27 mmol/I

Acetatovy pufr pH 4,2 100,0 mmol/Il

Detergent 2,09/l

2. Standardni roztok albuminu
3. Vzorek séra o neznamé koncentraci — nelze zcela vyloucit bezinfekénost vzorku

4. Deionizovana voda

Pracovni postup:
Pripravime a ozna¢ime 3 zkumavky. Napipetujeme do nich roztoky dle tabulky:

Odmeiit v ml Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3
Vzorek Standard Slepy vzorek
Cinidlo 1,0 1,0 1,0
Sérum 0,01 - -
Standard - 0,01 -
Deionizovana B B 0,01
voda
Obsah zkumavek promichame a nechame inkubovat 1 minutu pfi laboratorni teplotg.
Zmétime absorbanci séra a standardu proti slepému vzorku v 1cm kyveté pii 630 nm.




3. Hodnoceni elektroforézy bilkovin v séru

Pracovni postup:

K dispozici budou jiz hotové elektroforeogramy sérovych bilkovin. Vyhodnot'te 3 z nich. Zakreslete
jejich denzitometrické zaznamy a urcete, o jaky typ dysproteinémie se jedna.

4. Kvalitativni stanoveni bilkovin v mo¢i

Reagencie:

1. Kyselina sulfosalicylova dihydrat @ 200 g/l
2. Vzorek moci s bilkovinou - — nelze zcela vyloucit bezinfekénost vzorku

3. Vzorek moci bez bilkoviny
4. Diagnosticky prouzek s reakéni zénou pro bilkoviny

Pracovni postup:

Zkouska s kyselinou sulfosalicylovou: k asi 1 ml vzorku ptidame nékolik kapek roztoku kyseliny
sulfosalicylové. Sledujeme, zda vznikne zakal ¢i srazenina. Zménu je vhodné hodnotit proti tmavému
pozadi nebo proti strance s textem. Reakci provedeme se vzorkem s bilkovinou a se vzorkem bez
bilkoviny.

Zkouska diagnostickym prouzkem: Diagnosticky prouzek ponotfime na 1 s celou funkéni zonou do
vzorku moci. Po vyjmuti poloZime prouzek na savou podlozku, aby se odstranil piebytek moci. Po 60 s
odecteme zbarveni srovnanim s barevnou stupnici na obalu tuby od diagnostickych prouzkii.

Proved’te kvalitativni zkousky na bilkoviny obéma metodami ve vzorcich moci, vysledky

zaznamenejte a porovnejte.

5. Kvantitativni stanoveni bilkovin v mo¢i

Reagencie:
Pro analyzu je pouzita komer¢ni souprava Celkova bilkovina 600 M firmy SKALAB Svitavy
1. Pufr

Benzoan sodny 6,94 mmol/l

Kyselina jantarova 100,0 mmol/Il

Molybdenan sodny 0,12 mmol/l

Stavelan sodny 2,09 mmol/l

Detergenty a stabilizatory

2. Chromogen
Pyrogallolova cerven 0,14 mmol/l
Stabilizatory

3. Standardni roztok bilkoviny

4. Neznamy vzorek moci — nelze zcela vyloucit bezinfekénost vzorku




Pracovni postup:

Pfipravime a ozna¢ime 3 zkumavky. Napipetujeme do nich roztoky dle tabulky:

Odmetit v ml Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3
Vzorek Standard Slepy vzorek
Mo¢ 0,03 -
Standard - 0,03 -
Deionizovana voda — 0,03
Pufr 0,5 0,5 0,5
Chromogen 0,5 0,5 0,5

Obsah zkumavek promichdme a nechame inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté. Zméiime
absorbanci vzorku moci a standardu proti slepému vzorku v 1cm kyveté pii vinové délce 600 nm.

6. Hodnoceni elektroforézy bilkovin v moci

Pracovni postup:

K dispozici budou jiz hotové elektroforeogramy bilkovin v mo¢i. Vyhodnotte 3 z nich. Zakreslete

polohu frakei a urcete, o jaky typ proteinurie se jedna.




