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Pravidla bezpecnosti a ochrany zdravi pri praci

Do laboratote maji ptistup pouze studenti, kteti jsou rozvrhem hodin vypsani na pfislusna praktika.
Jakékoliv navstévy jsou zakazany.

Studenti jsou povinni pfed nastupem do praktik teoreticky ovladat ulohy, které budou prakticky
provadét. Prinesou si laboratorni plast’ a pracovni navod. Praktikovani bez plasté je neptipustné.
Vlasy musi byt upraveny tak, aby nemohlo dojit k urazu pti praci s kahanem. Svrchni odévy, tasky,
batohy a ostatni zavazadla studenti odlozi na misté k tomu ur¢eném.

Veskeré odchody z praktik jsou povoleny pouze s vyslovnym svolenim asistenta vedouciho
praktika.

V laboratofi je povoleno provadét pouze ty prace, které jsou naplni praktického cviceni. V laboratofi
je zakazano jist, pit a koufit, dale prechovavat potraviny a pouzivat laboratorni nadobi a zatizeni
Kk jinym G¢elim, nez jsou uréeny.

Pro prace, pfi nichz mtize dojit k uniku Skodlivych chemickych latek do ovzdusi, se musi zabezpecit
odsavani. Prace s latkami dymavymi, drazdivymi, zapachajicimi, jedovatymi plyny a parami, stejné
jako zihani a spalovani je dovoleno provadét jen v digestofich.

Pfi nasazovani balonku na sklenénou pipetu je nutné dbat zvySené opatrnosti. Stfepy a jiné odpadky
S ostrymi hranami musi byt odkladany do zvlastni nddoby s oznac¢enim ,,SKLO*.

Do wvylevek Ize vylévat jen rozpoustédla s vodou dokonale misitelnd, dostatecné zfedéna
(nejméné 1:10), v mnozstvi nejvyse 0,5 litru a vodné roztoky kyselin a zasad zfedéné nejméné 1:30.
S vodou nemisitelna rozpoustédla, jedy, kyseliny a louhy nad uvedenou koncentraci a latky, které
uvolnuji jedovaté a drazdivé plyny, do vylevek vylévat nelze. Tyto latky se likviduji do zvlastni
odpadni nadoby.

Pti fedéni se kyseliny zasadné vlévaji do vody, nikoliv naopak.

Je zakazano nasavat roztoky do pipet usty. Musi byt pouZito ptislusnych pomticek (balonek).
Rozlité kyseliny je nutno ihned splachnout vodou, pfipadné neutralizovat praskovou sodou. Rozlité
zasady staci jen dikladné splachnout vodou.

Pfi rozliti hoflavych kapalin se musi okamzité zhasnout v§echny kahany, vypnout elektricky proud
a zajistit ucinné vétrani. Rozlita kapalina se necha vsaknout do vhodného porézniho materialu, ktery
se odklidi na bezpecné misto.

Pti zahtivani kapalin v bankach se musi zabranit utajenému varu alespon tak, ze se do baiiky vlozi
varny kaminek.

Pred zahajenim prace je nutno zkontrolovat stav vSech pfistrojii a zafizeni, pfipadné zavady a
nedostatky nahlésit asistentovi nebo laborantce.

Poslucha¢lim je zasadné zakazana jakakoliv svévolna manipulace s elektrickou instalaci,
S pfistrojovym vybavenim a materidlem. Zapnuti pfistroje a zapaleni plynovych kahani se déje az
po souhlasu asistenta nebo laborantky.

Obsluha laboratorni centrifugy musi byt provadéna jen v pfitomnosti asistenta nebo laborantky.
Centrifuga¢ni nadobky musi byt dokonale vyvazeny, viko centrifugy pii chodu bezpecné uzavieno.
Pfi tniku plynnych paliv (zemni plyn) musi byt uzavien piivod plynu, vypnut elektricky proud a
ucinng vétrano.

Zapalené kahany nelze nechat hotet bez dozoru. Proslehne-li plamen dovnitf, musi se okamzité
uzavrit ptivod plynu a kahan sefidit.

Jakékoliv nehody, urazy, poziti chemikalii apod. je nutno ihned nahlasit vedoucimu asistentovi.
Hrubé poruseni uvedenych pravidel, vyplyvajici z nekazn¢ ¢i neznalosti, ma za nasledek vykazani
posluchace z praktickych cviceni se sankci neomluvené absence.

Studenti musi byt seznameni s klasifikaci latek toxickych, kancerogennich, mutagennich a
toxickych pro reprodukei. Bezpeénostni listy jednotlivych latek jsou k dispozici v praktikarnach.
Studenti musi byt seznameni s pravidly bezpecnosti prace s latkami vysoce toxickymi
(oznaceny T+) pouzivanymi ve studentské laboratofi (napf. rtut, kyanid draselny, ethidium bromid,
dusi¢nan rtut’naty).
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Lab 1: VySetrovani krve | (proteiny)

a) Stanoveni celkové bilkoviny biuretovou reakci

Peptidy (nejméné ti¢lenné) poskytuji podobné jako biuret a karbamylderivaty s ionty Cu®*
v alkalickém prostifedi modry komplex vhodny k fotometrickému stanoveni.

Co to je biuret? Jak vznikad (napiste reakcéni rovnici)?

Ukol: Stanovte hladinu celkové bilkoviny v krevnim séru

Ptipravte si tfi zkumavky a oznacte je vz, st a 0. Do zkumavek odpipetujte podle tabulky sérum,

standard, fyziologicky roztok a biuretové ¢inidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovnavaci roztok)
vzorek séra (ml) 0,1 - -
standard (ml) - 0,1 -
fyziol. roztok (ml) - - 0,1
biuretové ¢inidlo (ml) 5,0 5,0 50

Nechte stat 30 minut pii laboratorni teploté. Zméite absorbanci vzorku a standardu proti

porovnavacimu roztoku pti vinové délce 546 nm.

A vzorku

A standardu




Vypocitejte koncentraci celkové bilkoviny ve vzorku podle nasledujiciho vztahu:

A vzorku
Koncentrace celkové bilkoviny ve vzorku: C (g/l)= ———————— < C g
standardu
Koncentrace standardu: cst=7049/l
Vysledek
Cvz = g/l

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota celkové bilkoviny v séru?

Zaver:




b) Stanoveni albuminu

Bromkrezolovy purpur (5,5 -dibrom-o-kresolsulfonftalein) tvofi s albuminem ve slabé kyselém
povrchoveé aktivnich latek zelenomodry komplex vhodny

prostiedi za pfitomnosti

k fotometrickému stanoveni.

Ukol: Stanovte hladinu albuminu v krevnim séru

Ptipravte si tii zkumavky a oznacte je vz, st a 0. Do zkumavek odpipetujte podle tabulky sérum,
standard, destilovanou vodu a ¢inidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovnavaci roztok)
vzorek séra (ml) 0,02 - -
standard (ml) - 0,02 -
dest.voda (ml) - - 0,02
¢inidlo (ml) 2,0 2,0 2,0

Roztoky zamichejte a nechte stat 10 minut pfi laboratorni teploté. Zméite absorbanci vzorku a

standardu proti porovnavacimu roztoku pti vinové délce 600 nm.

A vzorku

A standardu

Vypocitejte koncentraci albuminu ve vzorku podle vztahu:

Koncentrace albuminu ve vzorku:

Koncentrace standardu:

cst=404gll

C (9=

A vzorku

x C gt

standardu

Vysledek

Cvz =

g/l

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota alouminu v séru?




Vypocitejte aloumino-globulinovy kvocient.

_ c alb.
" ccelk.b.—c alb.

Vysledek

AlG =

Orientacni rozmezi A/G je 1,3 — 2,0

Zaveér:

c) Stanoveni C-reaktivniho proteinu (CRP) v séru

CRP je klasicka bilkovina akutni faze, jedna z prvnich, které byly objeveny. Jeji nartst
V plazmé nebo séru témét vzdy poukazuje na pfitomnost zanétu, pfedevs§im zanétu vyvolaného
bakterialni infekci. Vzestup koncentrace CRP doprovazi také nekrézu tkani a malignity,
pfi¢emZ vySe hladiny odraZi zavaznost nemoci a rozsah tkanového poskozeni. Koncentrace
CRP v séru zacina rust 6 hodin po zacatku poruchy, maxima dosahuje za 48 hodin a klesa
S polo¢asem okolo 48 hodin.

CRP je slozen =zpéti polypeptidovych podjednotek, znichz kazda obsahuje 206
aminokyselinovych zbytkd. Tato struktura fadi CRP mezi pentraxiny, proteiny s funkci
V imunitni obran¢é organismu, které se vyskytuji u vSech obratlovcii i u vétSiny bezobratlych,
jedna se tedy o fylogeneticky velmi starou bilkovinu. CRP se vytvafi v jatrech velmi rychle po
indukci prostfednictvim cytokinti a na vrcholu reakce akutni faze mize dosahnout jeho tvorba
az 20 % celkové jaterni proteosyntézy.

Biologickou funkci CRP je vazat se na fadu endogennich i exogennich latek a urychlovat jejich
odstranéni z krve a tkani opsonizaci (tj. napf. u urychleni fagocytézy). Na buiky vlastniho
organismu se CRP vaze jen v piipadé, Ze maji poSkozenou normalni strukturu membrany.
Naopak, k vazbé¢ CRP na bunky bakterii nebo parazitti dochazi i v ptipadé, Ze se jedna o zivé
neposkozené mikroorganismy. Vazba na CRP mutze dokonce propojit nékteré ligandy a vést
k jejich precipitaci v tkanich.

Ke stanoveni CRP se pouziva imunoturbidimetrickd metoda. Vzorek (sérum nebo plazma) se
inkubuje v ptitomnosti specifické protilatky proti lidskému CRP (antisérum, monoklonalni
protilatky) a mira imunoprecipitace se kvantifikuje turbidimetricky pfi vlnové délce 700 nm.




Ukol: Stanovte hladinu CRP v krevnim séru

K 0,05 ml séra ve zkumavce pridejte 2,0 ml roztoku protilatek.
Promichejte a inkubujte 10 minut p¥i 37 °C.

Zmgéite absorbanci zakaleného roztoku proti vod¢ pii 700 nm.

A vzorku

Podle prilozené kalibra¢ni kiivky odectéte koncentraci CRP v mg/I a vysledek interpretujte.

CRP = mg/l

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota CRP v séru?

Zaver:
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0,25

n

0,2

0,15

0,05

»

CRP - turbidimetricky

25

20

[+ 100 125 150 1175 200 225 250 275

koncentrace mg/L

10



Lab 2: VySetrovani krve II (glukéza, lipidy)

a) Stanoveni glukozy
Glukéza se oxiduje vzdusnym kyslikem za katalyzy glukézaoxiddzou na glukonolakton
aperoxid vodiku, ktery se stanovi oxidacni kopulaci se substituovanym fenolem

a 4-aminofenazonem. Tato druha reakce je katalyzovana peroxiddzou.

Zakreslete D-glukozu riznymi typy vzorci:

linedarni vzorec (Fischeritv) cyklicky vzorec (Tollensiiv) cyklicky vzorec (Haworthiiv)

D-glukoza a-D-glukopyrandza o-D-glukopyrandza

Ukol 1: Stanovte hladinu glukézy v krevnim séru

Ptipravte si tfi zkumavky a oznacte je vz, sta 0. Do zkumavek odpipetujte podle tabulky sérum,
standard, destilovanou vodu a ¢inidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovnavaci roztok)
Vzorek séra (ml) 0,02 - -
standard (ml) - 0,02 -
destilovana voda (ml) - - 0,02
¢inidlo (ml) 2,0 2,0 2,0

Inkubujte 15 minut pti 37°C. Zméite absorbanci vzorku a standardu proti porovnavacimu
roztoku pfi vlnové délce 498 nm.

A vzorku

A standardu

11




Vypocitejte koncentraci vzorku podle nasledujiciho vztahu:

A vzorku
Koncentrace glukozy ve vzorku: € (mmol/l) =

A standardu

Koncentrace standardu: C st = 10 mmol/I

X Cog

Vysledek

Cvz =

mmol/l

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota glukozy v séru?

Zaver:

12




Ukol 2: Stanovte hladinu glukézy v kapilarni krvi glukometrem

Glukometr Optimum xceed vyuziva pro méieni glukézy elektrochemicky princip. Jednd se
0 kombinaci gluk6zooxidazové reakce a ampérometrie. Na testacnim prouzku je uzka kapilara,
kterou je krev nasavana dovnitf. Zde probéhne oxidace glukézy za vzniku peroxidu vodiku.
Cim vice je glukdzy v krvi, tim vice vznikne molekul peroxidu vodiku. Peroxid vodiku je
Vv glukometru elektrolyticky rozkladan na kladné kationty vodiku a zdporné anionty kysliku.
Anionty kysliku putuji k registracni elektrodé. Takto vzniké proud zdporn¢€ nabitych ¢astic, jenz
muze byt zméten glukometrem jako elektricky proud. Velikost proudu odpovida vysledné
glykemii.

Pted vlastnim odbérem vzorku vyjméte testovaci prouzek z foliového obalu. Vlozte konec
testovaciho prouzku se tfemi ¢ernymi pruhy do portu. Testovaci prouzek zasuite az na doraz.
Glukometr se automaticky zapne. Na displeji se zobrazi symbol kapky. Dezinfikujte a osuste
Spicku prstu. Proved’te vpich lancetou. Képnéte kapku krve na bilou plosku na konci
testovaciho prouzku. Kapka krve se nasaje do testovaciho prouzku. Po par vtefindch se na
displeji zobrazi hodnota glykémie. Vyjmutim testovaciho prouzku z portu vypnete glukometr.

Optium Xceed

Zaznamenejte zmétenou hodnotu glukdzy v mmol/l a vysledek interpretujte.

Glukdza = mmol/I

Zaveér:
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b) Stanoveni celkového cholesterolu

Hladina celkového cholesterolu se stanovi tfemi, po sobé jdoucimi, enzymovymi reakcemi.
Nejprve hydrolyzou estert cholesterolesterdzou je uvolnén volny cholesterol, ktery se oxiduje
na cholestenon pomoci cholesteroloxiddzy Vedlejsim produktem cholesteroloxiddzové reakce
je peroxid vodiku. Ten se stanovi za katalyzy peroxidazou oxidac¢ni kopulaci s vhodnym
chromogenem. Intenzita vzniklého ruzovocerveného zabarveni je Umérnd koncentraci
cholesterolu.

Zakreslete rovnici reakce katalyzované cholesterol esterazou ve strukturnich vzorcich.

Ukol: Stanovte hladinu celkového cholesterolu v krevnim séru

Ptipravte si tii zkumavky a oznacte je vz, sta 0. Do zkumavek odpipetujte podle tabulky sérum,
standard, destilovanou vodu a ¢inidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovnavaci roztok)
vzorek séra (ml) 0,02 - -
standard (ml) - 0,02 -
destilovana voda (ml) - - 0,02
¢inidlo (ml) 2,0 2,0 2,0

Promichejte a inkubujte 20 minut pti 37°C.

Zméite absorbanci vzorku a standardu proti porovnavacimu roztoku pii vinové délce 498 nm.

A vzorku

A standardu

14




Vypocitejte koncentraci vzorku podle nasledujiciho vztahu:

szorku
Koncentrace celkového cholesterolu ve vzorku: € (mmol/l) = —— % ¢ 4
A standardu
Koncentrace standardu: Cst=5,17 mmol/l
Vysledek
Cvz = mmol/I

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota celkového cholesterolu v séru?

Zaver:
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C) Stanoveni triacylglycerola

Koncentrace triacylglycerolii (TAG) se stanovi enzymaticky. Cinidlo obsahuje celkem &tyfi
enzymy a chromogen. Triacylglyceroly jsou hydrolyzovany na mastné kyseliny a glycerol
lipazou. Vznikly glycerol je fosforylovan glycerolkindzou na glycerol-3-fosfat, ktery je
nasledné oxidovan glycerol-3-fosfdtoxiddzou na dihydroxyacetonfosfat za soucasné tvorby
peroxidu vodiku, ktery v pfitomnosti peroxiddzy umoznuje oxida¢ni kopulaci s chromogeny.
Ziska se barevna sloucenina vhodna pro fotometrické stanoveni.

Zakreslete rovnici reakce katalyzované lipazou ve strukturnich vzorcich.

Ukol: Stanovte hladinu triacylglycerolii v krevnim séru

Ptipravte si tfi eppendorfky a oznacte je vz, st a 0. Do nich odpipetujte podle tabulky sérum,
standard, destilovanou vodu a ¢inidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovnavaci roztok)
vzorek séra (ml) 0,01 - -
standard (ml) - 0,01 -
destilovana voda (ml) - - 0,01
¢inidlo (ml) 1,0 1,0 1,0

Eppendorfky inkubujte 10 minut p¥i 37°C.

Na spektrofotometru nastavte (podle pfiloZzeného postupu) vinovou délku 546 nm.

Po uplynuti inkuba¢ni doby vyjméte eppendorfky a opatrné pielijte jejich obsah do
spektrofotometrickych kyvet. Zméite absorbanci vzorku a standardu proti porovnavacimu

roztoku.




A vzorku

A standardu

Vypocitejte koncentraci vzorku podle nasledujiciho vztahu:

szorku
Koncentrace TAG ve vzorku: C(mmolll)y= —————— X Cy

standardu

Koncentrace standardu: Cst = 2,26 mmol/l

Vysledek

Cvz = mmol/I

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota triacylglycerolii v séru?

Zaver:

17




Vypocet LDL cholesterolu

Vypocet koncentrace LDL cholesterolu se provadi podle Friedewalda na zakladé latkové
koncentrace cholesterolu celkového, HDL cholesterolu a triacylglyceroli. Vypocet je zalozen
na predpokladu, Ze cholesterol je obsazen v ¢asticich VLDL, LDL a HDL. Koncentrace VLDL
je v rovnici odhadovana z hladiny triacylglyceroli.

Ta6

LDL cholesterol (LDL-C) = celkovy cholesterol —HDL cholesterol — =

Pro vypocet LDL cholesterolu potiebujete stanovit jest¢ HDL cholesterol, pocitejte
s 0,9 mmol/l.

Vysledek

Cvz = mmol/I

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota LDL cholesterolu v séru?

Zaver:
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Vyhodnoceni rizika ateroskleréozy

Z naméfenych hodnot tykajicich se lipidového metabolismu lze pocitat rizné ukazatele.
Doporucovany jsou indexy, které berou v iivahu vliv koncentrace nejen celkového cholesterolu,
ale i HDL cholesterolu.

celkovy cholesterol
HDL cholesterol

Aterogenni index (Al) =

Vysledek

Al =

Riziko aterosklerdzy se zvySuje se stoupajici hodnotou aterogenniho indexu. Tento vypocet

wVrwe

hladinou HDL cholesterolu, ktery neni rizikovy.

Existuji 1 ukazatele pocitajici s hladinou triacylglycerolii jako je napt. aterogenni index
plazmy.

TAG

Aterogenni index plazmy (AIP) = log DL cholostoral

Vysledek

AIP =

Rizikovych faktort aterosklerozy je ale vice (v€k, pohlavi, hypertenze, kouteni). V klinické
praxi se pro vyhodnoceni celkového kardiovaskularniho rizika pouZiva tabulka vychazejici
z projektu SCORE (Systematic COronary Risk Evaluation), pomoci které se provadi odhad
rizika fatalnich kardiovaskularnich ptihod v nasledujicich 10 letech.

19




[ Mekuiacky | | Kuraéky | Vék | Nekufaci | |  Kufaci |
192429 33 37 Y EE] BELE
14 18 21 24 27 1316 192225 23 28333842

180 RRIRERUREFA]
160 10121415
140 1011 10 13 16 18 20 111416 18 17 21 25 29 32

101113 101213 1215182124

111316 19 21
101214 15
mon

[2]2]2] [2]2]2]

10 13 16 18 21 19 24 28 32 36
111315 1417 21 24 27
mon 10131518 20
111315

1115172023
10131517
1112

180
160

[ Systolicky krevni tlak (mmHg) |

140
120
180 [2]2]2]
160 2]2| [2]2]
140 [N [2[2]2]
iPiJ o 0o o o oo o 12]2]
4 567 34567 34567 34567
| Pomér celkového a HDL-cholesterolu | >15%
10-14%
Desetileté riziko fatalniho kardiovaskularniho 5-9%
onemocnéni v CR podle pohlavi, véku, 4%
systolického TK, poméru celkového a 2%
HDL-cholesterolu a kufackych navyki. 1%
<1%

Tabulka rizika podle projektu SCORE

Vyhodnot'te riziko aterosklerozy pro fiktivniho pacienta (idaje o ném si zapiste do nasledujici
tabulky). Pouzijte béhem praktik namétené hodnoty cholesterolu.

Pacient ¢islo:

Pohlavi: muz / Zzena Koufeni: ANO / NE

Vek let Krevni tlak: mm Hg

Hodnoceni, zavér:
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Lab 3: VySetrovani krve IIl (dusikaté latky)

a) Stanoveni mocoviny

Mocovina se syntetizuje v jatrech z amoniaku produkovaného pievazné katabolismem
aminokyselin. Kinetické enzymatické stanoveni mocoviny vyuziva sptazeni dvou reakci —
ureazové a glutamatdehydrogenazové:

. uredza
mocovina + 2H,0 > 2NH," + CO;*

glutamatdehydrogendza
NH," + 2-oxoglutarat + NADH > L-glutamat + NAD" + H,O

Nejprve dochéazi k rozkladu mocoviny pomoci uredzy. Vzniklé amonné ionty Se vdZou na
2-oxoglutarat za  vzniku  glutamatu. P této  druhé reakci, katalyzované
glutamatdehydrogenazou, se soucasné koenzym NADH oxiduje na NAD?, coz Ize sledovat jako
pokles absorbance pti 340 nm.

Vyuzivani rozdilu v absorp¢nich spektrech téchto dvou strukturni vzorec mocoviny
forem koenzymu se tika Warburgliv opticky test.
Redukovana forma koenzymu (NADH) ma
charakteristickou absorpci pti 340 nm. Oxidovana
forma (NAD™) v této oblasti neabsorbuje.

Ukol: Stanovte hladinu mo&oviny v krevnim séru

Fotometr zapnéte hlavnim vypina¢em a nechte temperovat pii 37°C 10 minut.
Navolte vinovou délku 340 nm.

Vsechno méfte proti destilované vode¢.

1) Méreni reagencniho blanku

Do fotometrické kyvety pfipravte reagen¢ni blank: 0,02 ml destilované vody a 2 ml
pracovniho roztoku. Obsah kyvety promichejte nasatim do pipety a naslednym vypusSténim
zpét do kyvety. Spustte stopky a kyvetu vlozte do fotometru. Po 30 s odecététe pocatecni
absorbanci (A1), dalsi absorbanci odectéte piesné po 1 minuté od predeslého méteni (A2).

A1 blanku

A > blanku
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2) Méreni standardu

Do fotometrické kyvety napipetujte 0,02 ml standardu a 2 ml pracovniho roztoku.
Promichejte, stisknéte stopky a vlozte do fotometru. Po 30 s odectéte absorbanci (A1), dalsi
absorbanci odectéte presné po 1 minuté od predeslého méteni (A»).

A standardu

A, standardu

3) Méfeni vzorku

Stejny postup pouZijte pii méteni vzorku (0,02 ml vzorku + 2 ml pracovniho roztoku).

A1 vzorku

Az vzorku

Vypocet
Vypocitejte zménu absorbance za 1 minutu pro reagencni blank, standard i vzorek:

A A bl = A; blanku — Az blanku

A A st = A1 standardu — A standardu

A A vz = A; vzorku — Az vzorku

Vypocitejte koncentraci moc¢oviny v séru:

AAyz— Ay,

Koncentrace mocoviny ve vzorku: ¢ (mmol/) = Y,
st bl

X Cgt

Koncentrace standardu: Cst = 15 mmol/I

Vysledek

Cvz = mmol/l
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Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota mocoviny v séru?

Zaver:

b) Stanoveni kyseliny mocové

Koncentrace kyseliny mocové se stanovi dvéma po sobé jdoucimi enzymovymi reakcemi:

kyselina moéova + O,+ 2H,0

Nejprve oxidaci

H,0, + chromogeny

a fotometricky méfitelny
barevny produkt vznika oxidaéni kopulaci dvou

puvodné nebarevnych sloucenin.

urikaza

peroxidaza

v

v

alantoin + H,0, + CO,

barevny produkt + H,O

strukturni vzorec kyseliny mocové

Ukol: Stanovte hladinu kyseliny mocové v krevnim séru

Oznacte 3 eppendorfky symboly vz, st a 0. Do nich odpipetujte podle tabulky vzorek, standard,
destilovanou vodu a ¢inidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovnavaci roztok)
vzorek (ml) 0,02 - -
standard (ml) - 0,02 -
voda (ml) - - 0,02
¢inidlo (ml) 1,00 1,00 1,00

Eppendorfky inkubujte 2 minuty p¥i 37°C.
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Na spektrofotometru nastavte vinovou délku 550 nm.

Po uplynuti inkubacni doby vyjméte eppendorfky a opatrné pielijte jejich obsah do
spektrofotometrickych kyvet. Zméite absorbanci vzorku a standardu proti porovnavacimu
roztoku.

A vzorku

A standardu

Vypocitejte koncentraci vzorku podle nasledujiciho vztahu:

. A vzorku
Koncentrace kyseliny mocové ve vzorku: ¢ (umol/l) = ————— X ¢4
standardu
Koncentrace standardu:  cst =357 umol/l
Vysledek
Cvz = umol/I

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota kyseliny mocové v séru?

Zaveér:
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¢) Stanoveni primého a celkového bilirubinu v séru

Bilirubin poskytuje s diazotovanou kyselinou sulfanilovou intenzivné zbarveny roztok
azobarviva, vhodny k fotometrickému stanoveni. Stanoveni piimého (konjugovaného)
bilirubinu provadime bez akceleratoru, celkovy bilirubin (konjugovany + nekonjugovany)
stanovujeme Vv pfitomnosti akceleratoru (kofein + benzoan).

strukturni vzorec bilirubinu

Ukol 1: Stanovte hladinu p¥imého bilirubinu v krevnim séru

Ptipravte si dvé zkumavky a oznacte je symboly vz a 0. Do zkumavek napipetujte podle tabulky
¢inidlo, dusitan sodny, fyziologicky roztok a sérum.

vz (vzorek) 0 (porovnavaci roztok)
¢inidlo — kys. sulfanilova (ml) 0,2 0,2
dusitan sodny 1 kapka 1 kapka
fyziologicky roztok (ml) 1,0 1,2
sérum (ml) 0,2 -

Promichejte a pfesné po 5 minutiach zméite absorbanci vzorku proti porovnavacimu roztoku
pii vinové délce 510 nm.

A vzorku

Koncentraci ptimého bilirubinu odectéte z kalibraéniho grafu.

Cpiimy bilirubin = umol/1
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Ukol 2: Stanovte hladinu celkového bilirubinu v krevnim séru

Do dvou zkumavek oznacenych symboly vz a 0 napipetujte podle tabulky:

vz (vzorek) 0 (porovnavaci roztok)

¢inidlo — kys. sulfanilova (ml) 0,2 0,2

dusitan sodny 1 kapka 1 kapka
akcelerator (ml) 1,0 1,0
fyziologicky roztok (ml) - 0,2

sérum (ml) 0,2 -

Promichejte a po 10 minutach ptidejte:
tlumivy roztok (ml) 1,0 1,0

Promichejte a po 5 minutach zméfte absorbanci vzorku proti porovndvacimu roztoku pii

vlnové délce 580 nm.

A vzorku

Koncentraci celkového bilirubinu odeététe z kalibraéniho grafu.

Ccelkovy bilirubin =

pmol/l

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota celkového bilirubinu v séru?

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota konjugovaného bilirubinu v séru?

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota nekonjugovaného bilirubinu v séru?
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Vysledky obou metod interpretujte. O jaky typ hyperbilirubinémie se jedna?

Zaver:
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Lab 4: VySetrovani moci |
a) Fyzikalni vySetieni moci

Terminem fyzikalni vySeteni moci se mysli to, co jde zjistit lidskymi smysly, ptipadné pomoci
jednoduchych pomtcek:

e objem moci vytvoreny za urcity cas (diuréza)
e barva

o zdkal

e péna

e zapach

e specificka hmotnost (hustota)
e osmolalita

Ukol: Proved’te fyzikalni vy$etieni vlastni moci

Do ¢isté nadoby odeberte vlastni moc¢. Vyhodnot'te barvu, zakal, pénu a zapach.

Popis vzorku moci:

Hustotu moci stanovte urometrem ve sklenéném valci pfimétené velikosti. Mo¢€ nalijte do vélce
a opatrné do ni ponofte urometr tak, aby se nerozbil o dno valce. Urometr se nesmi dotykat dna,
ani stén valce. Hustotu odectéte na stupnici ve vysce hladiny moci.

Hustota moci:

Zaveér:
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b) Zakladni chemické vySetieni moci
I. Klasické chemické zkouSky

Béhem praktik budeme klasickymi "zkumavkovymi" zkouSkami prokazovat bilkovinu,
glukozu, aceton, krevni barvivo a Zlu¢ova barviva (bilirubin, urobilinogen). D4 se fict, ze tyto
latky nejsou normalni souc¢asti moc¢i, fyziologicky obsahuje mo¢ pouze velmi malé mnozstvi,
které neni béZznymi zkousSkami prokazatelné. Vysledky by proto mély byt u zdravych jedincii
negativni.

Abyste vidéli pozitivni vysledek zkousek, je pfipraveny modelovy vzorek moci obsahujici
danou latku (lahvicka oznacend nazvem dané latky). Doporucujeme provést danou zkousku
paralelné vzdy jednak s modelovym vzorkem a se vzorkem vlastni moc¢i, kde mizeme ocekévat,
ze vysledek bude negativni. Nase "modelové vzorky" maji daleko ke skute¢né moci, skutecna
mo¢ neni bezbarva :-).

Ukol 1: Proved’te zakladni chemické vySetieni vlastni mo¢i klasickymi zkou§kami

Pro odmérovani vzorkii a cinidel pouzijte prilozend kapatka, predepsané objemy jsou priblizné.
Nezameénujte kapatka, at’ nedojde ke kontaminaci roztokii!

1. Prukaz bilkovin

Jaky je spole¢ny princip vSech provadénych testii na bilkoviny v mo¢i?

Co je proteinurie?

Co je Bence-Jonesova bilkovina?

Co je mikroalbuminurie?
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a) Prikaz kyselinou sulfosalicylovou

Do zkumavky pieneste asi 2 ml vzorku.
Pridejte  5-10 kapek 20% kyseliny
sulfosalicylové. Bily zékal znamena
pfitomnost bilkoviny. Tato zkouska je
nejcitliveé;si.

strukturni vZorec kys. sulfosalicylové

modelovy vzorek

vlastni mo¢

b) Hellerova zkouska

Johann Florian Heller (1813-1871)

Do zkumavky dejte trochu koncentrované kyseliny

/ ? dusi¢né (POZOR ZIRAVINA).

N Zkumavku naklonte a velmi opatrné navrstvéte

//%’ ——|  vySetfovany vzorek (po stén¢ zkumavky).

=1V pritomnosti bilkoviny vznikne na rozhrani bily

7 e prstenec srazené bilkoviny.

modelovy vzorek

vlastni mo¢

c) Prikaz bilkoviny varem

Do zkumavky pieneste asi 2 ml vzorku moci. Ptidejte asi 0,2 ml acetatového pufru
(pH 4,6) a kratce povatite. Bilkovina dava bily zakal.

modelovy vzorek

vlastni mo¢
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2. Prikaz glukézy

Jaky je spolecny princip vSech provadénych testti na glukézu v moci?

Co je glukosurie?

a) Fehlingova zkouska Hermann von Fehling (1812-1885)

Nejprve do zkumavky ptipravte Fehlingovo cinidlo - smichanim stejnych dilt
Fehlingova roztoku I a II, nejlépe hned tolik, abyste méli dost pro vySetfeni modelového
vzorku, vzorku vlastni mo¢i a neznamého vzorku k analyze. Pripravené ¢inidlo je tmaveé
modré, Ciré.

Vlastni zkouska:

Do zkumavky odlijte asi 1 ml ptipraveného Fehlingova ¢inidla a ptidejte stejny objem
vzorku. Obsah zkumavky nad kahanem povaite. Pozitivita zkousky se projevi vznikem
srazeniny.

modelovy vzorek vlastni mo¢

b) Benediktova zkouska Stanley Rossiter Benedict (1884-1936)

Do zkumavky pieneste asi 2 ml Benediktova ¢inidla. Piidejte 4-5 kapek vzorku a obsah
zkumavky povaite. Pozitivita zkousky se projevi zménou barvy a vznikem sraZeniny.

modelovy vzorek vlastni mo¢

¢) Nylanderova zkouska Claus Wilhelm Gabriel Nylander (1835-1907)

Do zkumavky pteneste asi 2 ml vzorku. Pfidejte asi 1 ml ¢inidla a obsah zkumavky
povaite. V pozitivnim piipadé vznikne Spinave zluté, zZlutohnédé az cerné zabarveni.

modelovy vzorek vlastni mo¢
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3. Prikaz ketolatek

Termin "ketolatky" se tyka 3 sloucenin. NapiSte jejich nazvy a nakreslete jejich
strukturni vzorce:

Jedna ze zminénych ketolatek neni keton (neobsahuje KETO skupinu). Ktera?

Bude tato latka prokazatelnad nize uvedenymi testy? ANO NE

Ketolatky se tvori, pokud dochazi k nadmérnému metabolismu tukii ve spojeni
S nedostatecnym metabolismem sacharidii (cukrii).
Uved'te priklad poruchy, kdyz nastane tato situace:

a) Lestradetova zkouska Henri Lestradet (1921-1997)

Na filtracni papir dejte malé mnozstvi praSkového Lestradetova cinidla a pouze je
zvlhcete kapkou vzorku. Pozitivni vysledek se projevi postupnym vyvojem fialového
zbarvent.

modelovy vzorek vlastni mo¢

b) Legalova zkouska Emmo Legal (1859-1922)

V jedné zkumavce si pfipravte Cerstvy roztok nitroprusidu sodného ve vodé (nékolik
zrnek do asi 2 ml vody).

Do dalsi zkumavky dejte asi 5 ml vzorku, pfidejte 5 kapek ptipraveného roztoku
nitroprusidu a 5 kapek 10% NaOH. Objevi se ¢ervené zbarveni zpisobené kreatininem.

Ptidejte ne€kolik kapek koncentrované kyseliny octové a v pfitomnosti ketolatek se
zbarveni prohloubi (ztmavne), v negativnim piipad¢ barva zezloutne.

modelovy vzorek vlastni mo¢
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4. Prukaz krevniho barviva

Heitz-Boyerova zkouska

Ve zkumavce smichejte stejné dily vzorku a Heitz-Boyerova Cinidla.
Opatrné prevrstvéte obsah zkumavky 3% peroxidem vodiku. Pozitivni reakce se projevi
Cervenofialovym zbarvenim (fenolftalein) na rozhrani kapalin.

modelovy vzorek vlastni mo¢

5. Prikaz bilirubinu

a) Naumannova reakce Hans Norbert Naumann (1901-1985)

Ve zkumavce si protiepte asi 5 ml vzorku s talkem (na $picku noze).

Pfipravte si malou nalevku, filtra¢ni papir a smés moci s talkem zfiltrujte.

Do stiedu filtra¢niho papiru (na zachyceny talek) kadpnéte Fouchéovo c¢inidlo (FeCls
a kyselina trichloroctova). Pozitivni vysledek se projevi modrou skvrnou (bilicyanin).

modelovy vzorek vlastni mo¢

6. Prikaz Ehrlich pozitivnich latek (urobilinogenii)

Ehrlichova zkouska Paul Ehrlich (1884-1915)

Do zkumavky pieneste asi 2 ml vzorku. Pfidejte nékolik kapek Ehrlichova
aldehydového ¢inidla. Pozitivnim vysledkem je rizné intenzivni Cervené zbarveni.

modelovy vzorek vlastni mo¢

Zaveér:
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Ukol 2: Proved’te analyzu neznamého vzorku

Imitaci vzorku moci otestujte na ptitomnost proteind, glukozy, ketolatek, krve a urobilinogenu
pomoci uvedenych zkousek.

Vzorek cislo:

Testovana latka Vysledek

proteiny
(precipitace kyselinou sulfosalicylovou)

glukéza
(Fehlingova reakce)

ketony
(Lestradetova zkouska)

krev
(Heitz-Boyerova zkouska)

urobilinogen
(Ehrlichova zkouska)

Zaveér:
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I1. Diagnostické prouzky

V dnesni dobé se zakladni chemické vysetieni moci provadi pomoci diagnostickych prouzki.
Jsou vyrobeny z plastu, na ktery jsou nalepené plosky s fixovanymi chemickymi ¢inidly. Pocet
detek¢nich zoén je rtzny dle vyrobece a typu diagnostického prouzku. Vyhodou je snadnost
provedeni a rychlost ziskani vysledku. V Ceské republice jsou nejéastéji pouzivané prouzky
»PHAN® (vyrobce: Erba Lachema).

HeptaPHAN

pH

bilkoviny

glukéza

ketolatky (ketony)
urobilinogen

bilirubin

krev (erytrocyty a hemoglobin)

14,621 00 pRNO, 7 *

Vysledek je mozné odecist vizudlnim srovnanim s barevnou stupnici na krabi¢ce nebo provést
objektivni vyhodnoceni pomoci analyzatoru. Pro odecitani prouzka ,,PHAN* je dostupny
systém LAURA® Smart. Vyhodnocovani analyzy mo¢e pomoci LAURA® Smart eliminuje
subjektivni interpretaci barevné odezvy diagnostickych zon.

36



Ukol: Proved’te zakladni chemické vySeti‘eni vlastni mo¢i pomoci diagnostického
prouzku

Pracovni postup:

Vyjméte prouzek z tuby. Tubu se zbyvajicimi diagnostickymi Namocdte diagnosticy prouzek
prouzky ihned peclivé uzaviete. do vzorku moci tak, aby v§echny
diagnostické zény byly ponofené
(namoceni 2 - 3 s).

Objektivni
hodnoceni
- po namoceni
a odstranéni
prebytku
moci viozte
diagnosticky
prouzek ihned

Prouzek vyjméte a prebyte¢nou Zbyvajici prebyteénou mo¢ odstraiite Vizualni hodnoceni — po uplynuti
moc¢ odstraiite otfenim hrany otienim hrany prouzku o papirovy predepsané reakéni doby uvedené
o okraj nadoby. ubrousek (neotirejte testovaci zény). v navodu srovnejte vysledné zbarveni

s barevnou srovnavaci stupnici na Stitku.
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Vysetrete svoji viastni moc pomoci diagnostickeho prouzku HeptaPHAN.
(K odecteni vysledku je mozné vyuzit systém Laura® Smart.)
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¢) Mikroskopické vySetfeni mocového sedimentu
Teorie je velmi pekné€ zpracovana zde:

https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/If/js15/mikroskop/web/index.html

Atlas moc¢ového sedimentu:

http://sekk.cz/atlas/index.htm

Velmi struéné:

Centrifugaci moci se ziska sediment ("dense and insoluble deposits"), ktery se nasledné
hodnoti pod mikroskopem. Elementy, po kterych se patra, jde stru¢né shrnout jako:

buiiky (cells) valce (casts) krystaly (crystals)

Ukol: Proved’te mikroskopické vySetieni vlastni mo¢i

Preparat zhotovite z vlastni moci, kterou odeberete do ¢isté nadoby.

Moc¢ dobie promichejte a napipetujte 5 ml moci do centrifuga¢ni zkumavky. Zkumavku
piedejte laborantce. Nasleduje centrifugace 5 min pti 2000 ot/min.

Bezprostfedné po odstfedéni slijte supernatant tak, aby ve zkumavce zlstalo jen ptiblizné
0,5 ml supernatantu. K sedimentu ptidejte 1 kapku pracovniho roztoku ze soupravy na
barveni mo€ového sedimentu a dikladn€ promichejte pomoci kapatka. Nechte 5 minut
barvit.

1 kapku obarven¢ho sedimentu naneste do jamky specialniho sklicka pro vysSetieni
mocového sedimentu a prohlizejte pod mikroskopem.
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Popiste nalez, vypracujte zaver:
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Lab 5: VySetrovani mo¢i |1
a) Stanoveni glomerularni filtrace jako clearance kreatininu

Funk¢ni vySetfeni ledvin umoziuji posoudit, zda je funkce ledvin fyziologicka ¢i snizena.
K zékladnim metoddm patii stanoveni glomerulérni filtrace (GF). Glomerularni filtrace je
jednim ze zakladnich procesii probihajicich v nefronu. Lze ji méfit na podkladé vylucovani
latky, kterd volné prochézi do glomerularniho filtratu (tj. ve stejné koncentraci jakou ma
Vv krevni plazmé) a v tubulech neni ani resorbovana ani secernovana.

Clearance

Je to takova virtualni, ne upln¢ snadno pochopitelnd velic¢ina. Clearance udava objem krevni
plazmy, ktery byl upln¢ ocistén od dané latky za jednotku Casu.

e o . e clearance
L] . . R [ ]
. . o . LI * o
. o o ) R . e e
;/ e °® ;}
L }

Ve skute¢nosti nebude od dané latky uplné ocisténo pravdépodobné vibec nic, dojde jen ke
sniZzeni koncentrace dané latky. Obrazek vpravo ukazuje, jak se na to divat. Uvazujme, ze
Vv ¢asti zustane ptivodni koncentrace a ¢ast bude uplné ocisténa. Prave tato uplné ocisténa cast
reprezentuje clearance.

Rozumét terminu clearance je nutné hlavné ve farmakologii, "ocist'ovat" krevni plazmu je
mozné ¢innosti vice organti:

ledviny - vylu¢ovani latky do mo¢i

jatra - odstranéni latky jejim metabolismem

plice - vydychani

ktize - eliminace latky v potu

My se dale budeme zabyvat pouze a jenom renalni clearance. Rendlni clearance udava objem
krevni plazmy, ktery byl uplné€ o€istén od dané latky za jednotku Casu cinnosti ledvin.

glomerularni filtrace = clearance latky, kterd volné prochazi do glomeruldarniho filtratu
a v tubulech neni ani resorbovdna ani secernovana.

Takovou teoretickou ideélni latkou je inulin.

Co to je inulin?
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Inulin se norméln¢ v lidském téle nevyskytuje, vySetteni
vyuzivajici inulin by bylo velmi komplikované. V praxi je
mozné méfit glomerularni filtraci pomoci clearance
endogenniho markeru filtrace - kreatininu. | tak je to
metoda dosti slozitd, hlavnim limitujicim faktorem je
spravny sbér moci.

Ukol: Stanovte clearance kreatininu
Do ¢isté nadobky odeberte vlastni moc.

Vzorek moc¢i 100x zied’te.

strukturni vzorec kreatininu

Do odmérné baiiky (o objemu 100 ml) napipetujte 1 ml moci.
Destilovanou vodou dopliite odmérnou bariku po rysku (tj. na objem 100 ml).
Odmeérnou baiku uzaviete zatkou a obsah diikladné promichejte.

Proc¢ moc redime?

Latky, které se v glomerulu voln¢ filtruji a nasledné nepodl¢haji ani tubularni resorpci ani tubularni sekreci
(0 kreatininu ptedpokladame, ze se pravé tak chova), maji v definitivni moéi zhruba 100x vétsi koncentraci
nez v glomerularnim filtratu (koncentrace v glomerularnim filtratu je blizka koncentraci v krevni plazmg).

Pii fotometrickém stanoveni, kdy paralelné zpracovavame vzorek a standard, je nutné, aby koncentrace
vzorku nebyla pfili§ vzdalend od koncentrace standardu. V praxi se postupuje tak, Ze se pouziva standard
0 koncentraci srovnatelné s o¢ekavanou koncentraci vzorku. Dalsi moznosti je fedéni vzorku tak, abychom se
dostali po nafedéni fadove ke koncentraci standardu. Ze zméfené koncentrace nafedéného vzorku a zndmého
fedéni mizeme snadno spocitat koncentraci pivodniho (nefedéného) vzorku, ktera nas zajima.

V nasem ptipad¢ jako standard pouzijeme krevni sérum o znamé koncentraci kreatininu (177 pmol/l), pro
zjisténi clearance kreatininu musime zméfit jeho koncentraci jednak ve vzorku krevni plazmy (séra)
vySetiovaného pacienta, jednak v primérném vzorku po dobu 24 hodin sbirané moc¢i. O¢ekavana koncentrace
kreatininu v séru je fadoveé srovnatelna s koncentraci standardu, ale pro mo¢ tohle neplati, o¢ekavana
koncentrace v mo¢i je fadoveé 100x vyssi, proto musime pied méfenim vzorek mo¢i fedit.

Podle nasledujiciho schématu napipetujte:

o vzorek séra a standardu do centrifuga¢nich zkumavek
o vzorek moci a slepy vzorek (porovnavaci roztok) do tenkosténnych zkumavek
Krevni sérum a moc¢ jsou uplné jiné biologické matrice, zkumavky 1 (sérum) a 2 (standard) budou

zpracovavany odliSnym zplisobem — je nutné odstranit proteiny, které by rusily stanoveni, precipitaci
kyselinou trichloroctovou.

Objemy jsou centrifuga¢ni zkumavky tenkosténné zkumavky
1 2 3 4
uvedeny vmi Sérum Standard Zredena moc¢ Porovnavaci roztok
sérum 0,50 - - -
standard — 0,50 — —
zrredénd moc — - 0,50 -
destilovana voda 1,00 1,00 0,25 0,75
kys. trichloroctova 0,50 0,50 0,25 0,25

Lihovym fixem zkumavky oc¢islujte a centrifugacni zkumavky oznacte tak, abyste si je poznali.

Obsah zkumavek promichejte a nechte 5 minut stat.
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Centrifuga¢ni zkumavky (1 a 2) odevzdejte laborantce k provedeni centrifugace (10 min,
2500 ot/min). Tenkosténné zkumavky (3 a 4) ponechte zatim stat ve stojanku na stole.

Cekdani miizete vyuzit k vyzkouseni webovych kalkulatorii GF.

Po dokonceni centrifugace pteneste opatrné do paralelnich tenkosténnych zkumavek (1 a 2)
po 1,00 ml supernatantu.

V tomto kroku maéte piipravené 4 zkumavky, kazdé obsahuje 1 ml roztoku (zkumavka 1 a 2
supernatant odebrany po centrigugaci, zkumavky 3 a 4 mate uz ptipraveny.

Vlastni stanoveni kreatininu (Jaffého reakce)
Ke stanoveni kreatininu se pouziva reakce s Kyselinou pikrovou v alkalickém prostiedi. Reakce
neni specifickd, podobné reaguje fada dalSich latek (tzv. Jaffé-pozitivni chromogeny).

Do vsech zkumavek napipetujte roztok kyseliny pikrové a NaOH (viz tabulka):

1 2 3 4
kys. pikrova 0,50 0,50 0,50 0,50
hydroxid sodny 0,50 0,50 0,50 0,50

Obsah zkumavek promichejte a nechte 20 minut stat.
Cekani miizete vyuzit k provedeni dalsi iilohy - Aminokyseliny a jejich metabolity v modi.
Zm¢ite absorbanci vSech tfi vzorkl (As¢rum = zkumavka €. 1 — sérum, Ast = zkumavka €. 2 —

standard, Az mo¢ = zkumavka ¢. 3 — zfedéna moc) proti porovnavacimu roztoku (zkumavka
¢. 4) pti vlnové délce 505 nm.

Asérum

Ast

Azf. mo¢

Proved'te vypocet koncentrace kreatininu v séru (Sk):

o % Asérum
A

S, =¢C

r

Provedte vypocet koncentrace kreatininu ve ziredéné mo¢i (U mog):

ZF. moc¢
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Proved'te vypocet koncentrace kreatininu v ptivodni nefedéné moci (Ux):

U, = 50xU

ZFF. mo¢

pozn. Mo¢ jste pted stanovenim kreatininu fedili 100%, ale zkumavky 1 a 2 (kde je bylo matrici sérum) byly
zpracovavany odliSnym zptisobem nez zkumavka se ziedénou moci, po centrifugaci byla dale zpracovavana
jen polovina vychoziho mnoZstvi. ..

Proved’te vypocet odhadu glomerularni filtrace jako clearance kreatininu:

GF

Q
O
Il
X

<

kde V je diuréza/24 hodin, pocitejte s tdajem V =1,78 l/den

Referenéni hodnota kreatininu v krvi:

& 3,5—24,6 mmol/l
Referenéni hodnota kreatininu v mo¢i: 1. ranni mo¢
Q 2,6 —20,0 mmol/l

Referenéni hodnota clearance kreatininu:

Zaveér:
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Provedeni v praktickych cvicenich neodpovida vySetfeni jednoho daného pacienta, i kdyZz pracujete s vlastni
moci, spocitand glomerularni filtrace nic nefika o funkci vasich ledvin !!!

Zamyslete se, jak jste postupovali:

Ukr vlastni mo¢ — jednorazovy odbér
Skr fetalni bovinni sérum
\Y 24-hodinovy sbér moce nebyl provadén, diuréza/24 hodin je uz pro vypocet dopiedu udana

Jak se vySetieni skutecné provadi:
Pokyny k provedeni vysetieni (citovano dle: Ustav klinické biochemie a hematologie FN Plzet)
Clearance endogenniho kreatininu (Ckr)

3 dny pted a béhem testu vynechat maso, vyrobky z masa, 1éky — pokud je to z klinického
hlediska mozné. Vyhnout se fyzické ndmaze. V den testu pfijimat primérné mnozstvi tekutin;
pacient nesmi pit piili§, ale téz nesmi ziznit. Nepodavat latky s mocopudnym ucinkem
(diuretika, kava, ¢aj). DodrZovat télesny klid; vySetfovany lezi nebo mirné prechéazi. Provadime
24-hodinovy sbér moce. MoC¢ neni tieba konzervovat, piipadna konzervace nevadi. Do
laboratote zaslat 5 ml primérného vzorku moce na stanoveni hladiny kreatininu (Ukr). Na
zadance vyznacit diurézu/24 h S piesnosti na 10 ml. Soucasné rano nala¢no, staci na konci
sbérného obdobi, odebrat srazlivou krev na stanoveni hladiny sérového kreatininu (Skr).
Vypodet se vztahuje na idedlni télesny povrch 1,73 m?, k vypoétu skuteéného télesného
povrchu je tfeba udat hmotnost a vySku pacienta.

Nejvétsi zdroj chyb predstavuje shér moci!

Proto se dnes glomeruléarni filtrace rad¢ji odhaduje z parametrt, jejichZ zjisténi nevyzaduje sbér
moci. Existuje spousta vzorci pro odhadovani glomerularni filtrace:

Cockcroft a Gault (1973)

MDRD (2005)

CKD-EPI kreatinin (2009)

CKD-EPI cystatin C (2012)

CKD-EPI kreatinin - cystatin C (2012)
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b) Aminokyseliny a jejich metabolity v mo¢i

Aminokyseliny jsou nizkomolekularni latky (rozuméj: maji malou relativni molekulovou
hmotnost), v glomerulech jsou tedy volné filtrovany, ale podobné jako glukdza jsou
V proximalnim tubulu aktivné resorbovany. V moci proto nejsou normalné témet vibec
pritomny, fyziologické vyluCovani je minimalni. Vylu€ovani aminokyselin do moci se nazyva
aminoacidurie.

Rendlni aminoacidurie je duasledkem postizeni renalnich tubuli, které nejsou schopny
Z glomerularniho filtratu resorbovat vSechny aminokyseliny ani pfi jejich normalni hladiné
v krvi. Existuji i geneticky podminéné defekty specifickych reabsorpcnich systému.

Pti overflow aminoacidurii nabidka jedné nebo vice aminokyselin pievysuje resorpéni kapacitu
ledvinnych tubuli, tj. ledviny jsou v pofadku, problém je ve zvySené hladiné néjaké
aminokyseliny v krvi (stejny princip jako v pfipad¢ glukézy v moci u diabetika).

Ukol: Proved’te priikaz aminokyselin ve vlastni mo¢&i

Pro stanoveni aminokyselin v moc¢i pouzijte modelovy vzorek moci. Obsahuje danou
aminokyselinu, proto bude vysledek pozitivni. Jako negativni kontrolu pouzijte viastni moc.

1. Priikaz cystinu

Zvysena hladina cystinu v mo¢i je typicka u cystinurie. Strukturni vzorec cystinu

Uved’te stru¢nou charakteristiku tohoto onemocnéni:

Na filtraéni papir dejte malé¢ mnozstvi praskového ¢inidla (nitroprusid sodny + (NH4)2SO4 +
Na,COs + NaCN) a zvlhcete kapkou vySetfovaného vzorku. V pozitivnim piipad€¢ vznikne
ihned cervenofialové zabarveni.

modelovy vzorek vlastni mo¢
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2. Priukaz fenylpyruvatu

nemoc: fenylketonurie

Uved’te stru¢nou charakteristiku tohoto onemocnéni:

Strukturni vzorec fenylpyruvatu

K né¢kolika ml vySetfovaného vzorku ve zkumavce pridejte 2 kapky 10% HCI a 3 kapky FeCla.

V pozitivnim piipadé vznikne tmavozelené zabarveni.

modelovy vzorek

vlastni mo¢

3. Priikaz tyrosinu

nemoc: tyrosinémie (je jich vice typii)

Uved’te stru¢nou charakteristiku tohoto onemocnéni:

Strukturni vzorec tyrosinu

Ve zkumavce smichejte stejny dil vySetfovaného vzorku (max. 0,5 ml) a Millonova ¢inidla
(Hg + HNO:3). V pozitivnim ptipad¢ se do 10 minut vyvine Cervené zbarveni.

modelovy vzorek

vlastni mo¢
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Zaveér:
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Lab 6: Klinicka enzymologie

a) Sledovani aktivity aminotransferaz ALT a AST Vv jaternim extraktu

ALT a AST jsou enzymy katalyzujici transaminacni reakce, patii k nejvice stanovovanym
enzymum vV klinické praxi. V nasem experimentu nebudeme meéfit jejich katalytickou
koncentraci v krevnim séru, budeme pouze prokazovat jejich pfitomnost v jaterni tkani
(hepatocytech).

ALT =

AST =

Zapiste ve vzorcich rovnice reaket:

alanin aspartdt

ALT AST

Timto mechanismem (nepfimou deaminaci = transaminaci) se pii degradaci zbavuje dusiku
vetSina aminokyselin. Pouze jedna jedina aminokyselina se zbavuje dusiku piimo ve forme
amoniaku (pfima deaminace = oxida¢ni deaminace). Je to prave ta, kterd vznika "odklddanim
dusiku" pfi transaminacich (oznacend * ve schématech).
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ALT je obsazena nejvice v jatrech, je lokalizovana pouze v cytoplazmé. Stanoveni ALT
Vv krevnim séru je citlivym a relativné specifickym testem pro poskozeni jater. Aktivita v séru
se zvysuje jiz pi1 malém poskozeni hepatocytl, staci jen naruSeni permeability jejich bunécné
membrany.

AST se vyskytuje v fadé organti — Vv jatrech, myokardu, Kkosternim svalstvu, ale
I v erytrocytech. AST je pfitomna v mitochondriich (70 %) i v cytoplazmé (30 %).
Mitochondrialni frakce se dostava do krve az pti nekréze (rozpadu) buiiky. Vyrazné zvysSeni
aktivity AST v séru je proto znamkou tézsiho poskozeni. AST neni specificka pouze pro jaterni
tkan, jeji zvySeni miize byt zptisobeno i po§kozenim kosterniho svalstva nebo myokardu.

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota ALT v séru?

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota AST v séru?

K ¢emu se vyuziva De Ritisiiv kvocient?

Metoda stanoveni je zaloZena na rozdilné svételné absorpci 2,4-dinitrofenylhydrazont kys.
2-0x0-glutarové a pyrohroznové, kterd vznika u reakce ALT ptimo, u reakce AST po spontanni
dekarboxylaci oxalacetatu. Pii vySetfeni séra se urc¢i aktivita z kalibraéni kiivky, sestrojené
podle absorpci riizn€ koncentrovanych hydrazoni pyrohroznové kyseliny.
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Ukol: ProkaZte p¥itomnost aminotransferaz v jaternich buiikach

Do 4 ptipravenych zkumavek napipetujte roztoky dle tabulky:

1 (pokusnad) 2 (porovnavaci) 3 (pokusna) 4 (porovnavaci)

ALT AST

substrat ALT 0,50 mi 0,50 ml - -

substrat AST - - 0,50 ml 0,50 ml

Zkumavky preinkubujte asi 10 minut p¥i 37°C ve vodni lazni.

Piiprava jaterniho extraktu (enzymového preparatu)

Asi 1 cm® jaterni tkané (pfipraveno na pracovnim stole) rozdrt'te v tfeci misce, pridejte 5 ml
fosforecnanového pufru a jesté chvili pokracujte v homogenizaci. Cely obsah tfeci misky
(,,homogenat®) ptfeneste do centrifugacni zkumavky a zkumavku odevzdejte laborantce
k provedeni centrifugace (5 min, 2500 ot/min). Supernatant pouzijete jako enzymovy preparat.

Do vlastnich ,,pokusnych® zkumavek ptidejte ziskany enzymovy preparat (jaterni extrakt):

jaterni extrakt 0,10 ml - 0,10 ml -

Vsechny 4 zkumavky inkubujte 30 minut p¥i 37°C, pak ptidejte do vSech zkumavek roztok
dinitrofenylhydrazinu:

dinitrofenylhydrazin 0,50 ml 0,50 ml 0,50 ml 0,50 ml

Obsah zkumavek promichejte a nechte stat 15 minut.

Do vsech zkumavek napipetujte roztok NaOH:

NaOH 5,00 ml 5,00 ml 5,00 ml 5,00 ml

Jaterni extrakt pfidejte 1 do porovnavacich zkumavek:

jaterni extrakt - 0,10 ml - 0,10 ml

Obsah zkumavek promichejte. Na spektrofotometru pti nastavené vinové délce 506 nm zméite
absorbanci zkumavky €. 1 proti zkumavce €. 2 (odpovida aktivit€¢ ALT) a absorbanci zkumavky
¢. 3 proti zkumavce €. 4 (odpovida aktivité AST).

AaLt

Anst
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Vyhodnoceni, zavér:

b) Stanoveni alkalické fosfatazy v séru

Alkalickd fosfatdiza (ALP) je enzym katalyzujici hydrolyzu esteri kyseliny fosforecné
v alkalickém prosttedi (pH optimum 9,5-10,5). Alkalicka fosfataza je lokalizovana
Vv cytoplazmatickych membranach bunck epitelu Zlu€ovych cest, v jatrech, kostech, stifevech,
placenté.

Stanoveni aktivity ALP je zaloZeno na $tépeni syntetického substratu na barevny produkt, ktery
umoznuje piimé fotometrické méteni.

Do reakcniho schématu dopliite strukturni vzorce a ndazvy reaktantii!

S ALP

Ukol: Stanovte aktivitu ALP v krevnim séru
Do 2 ptipravenych zkumavek napipetujte roztoky dle tabulky:
Sérum najdete v malé plastové zkumavce (,,eppendorfce*).

Pfi pipetovani malého objemu séra je tieba pracovat velice peclive, dbat na to, aby se sérum dostalo na
dno zkumavky - sérum nesmi ulpét na sténé zkumavky!

1 (vzorek) 2 (porovnavaci roztok)
pufr 1,00 ml 1,00 ml
sérum 20 pl -

Obsah zkumavek promichejte a preinkubujte 5 minut p¥i 37°C ve vodni 1azni.

Ptidejte do obou zkumavek substrat:

substrat 0,20 mi 0,20 ml

52



Inkubujte piesné 10 minut pri 37°C, pak enzymovou reakci zastavte piidanim inhibitoru:

inhibitor 0,50 mi 0,50 ml

Do zkumavky obsahujici kontrolni roztok ptidejte 20 ul séra:

sérum - 20 ul

Tim dosahnete toho, ze obé zkumavky obsahuji ,,to samé“. Ale do zkumavky obsahujici porovnéavaci
roztok bylo sérum pfidano az po pfidani inhibitoru. Enzym obsazeny ve vySetfovaném séru tedy
zpracovaval substrat pouze ve zkumavce €. 1, ¢im vice enzymu je ve vySetfovaném séru piitomno, tim
vice substratu se ve zkumavce €. 1 pfeménilo na barevny produkt.

Obsah zkumavek promichejte. Na spektrofotometru pti nastavené vinové délce 420 nm zméite
absorbanci (A) vzorku (zkumavka €. 1) proti porovnavacimu roztoku (zkumavka ¢. 2).

A

Vypoctéte katalytickou koncentraci ALP ve vySetfovaném séru dle vztahu:

ALP (ukat/l) = 10,236 x A

ALP ukat/|

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota ALP v séru?
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c) Stanoveni laktatdehydrogenazy v séru

Laktatdehydrogenaza (LDH) katalyzuje pfeménu pyruvdtu na laktdt za soucasné oxidace
NADH na NAD®. Ke kinetickému stanoveni aktivity laktatdehydrogendzy vyuZijeme
Warburgiiv opticky test.

Zakreslete rovnici reakce katalyzované laktatdehydrogendzou Ve strukturnich vzorcich.
Vyznacte reaktant, jehoz absorbanci mérime.

Ukol: Stanovte aktivitu LDH v krevnim séru
Zapnéte fotometr (vyhiivany na 37°C). Dle ptiloZeného navodu nastavte vinovou délku 340nm.
Do fotometru vlozte sklenénou kyvetu uréenou pro méfeni LDH.

Pomoci pipety 1000 pl napipetujte do kyvety slepy vzorek (destilovana voda) a proved’te
meéfeni slepého vzorku A = 0,000.

Sklenénou kyvetu vyprazdnéte a vlozte zpét do fotometru.

Stanoveni aktivity standardu

Do ,.eppendorfky* napipetujte 20 pl standardu a 1000 pl pracovniho roztoku, spust’te stopky,
promichejte roztok 2x nasatim do pipety na 1000 pl a neprodlené€ vpravte do kyvety. Na konci
2., 3., 4. a 5. minuty stisknéte tlac¢itko pro méfeni absorbance a na displeji fotometru odectéte
absorbanci. Po zméfeni standardu obsah odstraiite a kyvetu nékolikrat proplachnéte
destilovanou vodou.

Stanoveni aktivity vzorku

Stejny postup opakujte s reakéni smési 20 pl vzorku a 1000 pl pracovniho roztoku.

standard vzorek

A
As

As
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Ziskané hodnoty zadejte do ptipraveného souboru v pocitaci (LD.xIs).

Sem viozte ziskany graf

LDH ukat/l

Jaka je normalni (fyziologicka) hodnota LDH v séru?

Zaveér:
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Lab 7: Molekularni biologie I

Ukol: VySetiete pfitomnost Leidenské mutace ve vzorku vlastni DNA

Cely blok praktik z molekularni biologie se bude zabyvat detekci Leidenské mutace.

Co je Leidenska mutace (o jaky typ mutace se jednd, co zpiisobi)?

a) lzolace DNA

Nejprve musite ziskat vlastni DNA potiebnou pro detekci Leidenské mutace.
Izola¢ni kit MACHEREY-NAGEL (ze stéru bukalni sliznice)

Studenti, kteri budou poskytovat vzorek pro izolaci DNA, by pred odbérem neméli pit horké
napoje a alkohol, stejné tak by se méli vyvarovat pouZiti ustni vody.

Nukleové kyseliny Ize izolovat z jakéhokoli biologického materialu obsahujiciho buiky se
zachovanymi jadry. Pokud je tfeba ziskat material pro izolaci DNA neinvazivnim zplsobem,
vyuziva se odbér z bukalni sliznice.

V praktiku pouzivdme kolonkovou metodu, ktera pracuje na principu iontové vymeénné
chromatografie. Molekuly DNA nesou zaporny naboj. V piitomnosti vysoké koncentrace
tzv. chaotropnich soli se nukleové kyseliny z bunééného lyzatu navaZou na silikat, zatimco
vétSina kontaminujicich latek kolonkou protece. Po promyti kolonky se Cista DNA eluuje
do vhodného pufru.

Provedeni

1. Mnohokrat piejedete odbérovou tyCinkou po sliznici pravé i levé tvare, cca 2-3 min.

2. Prenesete do 1,5ml eppendorfky a pomoci vicka a stény zkumavky odlomite ¢ast
s vati¢kou.

3. Pridate 100 ul PBS, 15 pl proteinazy K, 100 pl roztoku B3. Vortexujete 60 s.
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Vlozite do termobloku a budete inkubovat 10 min pii 56°C. Vortexujete 30 s.
Vlozite do termobloku a budete inkubovat 5 min pii 70°C. Vortexujete 30 s.

Pridate 100 ul 96% ethanolu a vortexujete 10 s. Lehce stocite.

S A

Pienesete lyzat (bez vaticky) pipetou na kolonku a centrifugujete 12000 ot/min,
1 min.

8. Vlozite kolonku do nové zkumavky a ptidate 400 ul roztoku BW, centrifugujete 12000
ot/min, po dobu 1 min.

9. Vlozite kolonku do nové zkumavky a ptidate 400 ul roztoku B5, centrifugujete 12000
ot/min, po dobu 1 min.

10. Slijete promyvaci roztok ze spodni zkumavky, vlozite kolonku zpét do zkumavky a
centrifugujete 12000 ot/min po dobu 3 min.

11. Vlozite kolonku do 1,5ml eppendorfky (zkumavku predem popisete vasimi inicidlami
a datem, kdy byla izolace provedena), na dno kolonky opatrné¢ napipetujete 50 pl
roztoku BE predehiatého na 70°C. Nechate stat 1 min pii pokojové teploté.

12. Centrifugujete 12000 ot/min po dobu 1 min.
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b) Méreni koncentrace DNA, kontrola Cistoty

Pro stanoveni koncentrace nukleovych kyselin a kontrolu jejich Cdistoty lze wvyuzit
spektrofotometrii. Roztok nukleové kyseliny (DNA i RNA) ma absorpéni maximum pfi
260 nm, proteiny maximaln¢ absorbuji pii 280 nm, pii 230 nm maji absorpéni maximum
nizkomolekularni latky (napt. fenol, chloroform, EDTA pouzivané pii izolaci nukleovych
kyselin).

Koncentrace nukleové kyseliny se poc€itd ze zméfené absorbance pii 260 nm.
Plati, ze A260 = 1 odpovida u dvouretézcové DNA (dsDNA) koncentraci 50 pg/ml.

Cistota vzorku se hodnoti podle pomé&rii absorbanci Azso/Azso @ Azeo/Azzo. Pomér Azeo/Asso by
mél byt pro ¢istou DNA okolo 1,8. Pomér Azeo/Az30 by mél byt pro Cistou DNA vyssi nez 2,0.
Pokud je hodnota pomérii vyrazné niz$i, je roztok kontaminovan proteiny nebo fenolem.

Mikroobjemovy spektrofotometr DeNovix DS-11 — nanasi se 1pl vzorku.

[ S S

Aplikace vzorku na mérici plosku Vlastni meéreni

1. Na spektrofotometru zvolite program: ,,dsDNA*.

2. Spektrofotometr vynulujete proti slepému vzorku (,,blank®).

3. Zmétite absorpéni spektrum vzorku DNA v rozsahu 220 nm — 350 nm.

4. Pristroj zobrazi na displeji: zméfené spektrum
absorbanci pfi 260 nm (Aze0), koncentraci DNA
pomeéry Azeo/Azs0 & Aze0/A230

Parametr Hodnota
A260
koncentrace
e Seeee—m—— | Agso/ A230
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
wavelength (nm) A260 / A280

Absorpcni spektrum cisté DNA
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Lab 8: Molekularni biologie 11

,Prelozte® nukleotidovou sekvenci oblasti genu kodujiciho hemokoagulacni faktor V, kde se
nalézd mutace Leiden, do aminokyselinové sekvence (pouzivejte tfipismenné zkratky
aminokyselin ptiklad zapisu sekvence Gly-Asp-Leu). Obrazek ukazuje geneticky kod.

FV wild type
Sekvence DNA: 1684 GAC AGG CGA GGA ATA CAG
Aminokyselinova sekvence: S0

Napiste stejny tsek sekvence genu pro faktor V nesouciho mutaci:

Sekvence DNA: L OB e

Aminokyselinova sekvence: S04

Sekvence DNA se podle konvence vzidy pisi ve sméru 5'- 3.
Cislovani — prvni nukleotid nebo aminokyselina v dané sekvenci odpovidaji pozici uvedené prislusnym
cislem.
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a) Polymerazova retézova reakce

V tomto praktiku budete amplifikovat pomoci PCR vybrany tsek genu pro Faktor V (tisek,
ktery obsahuje SNP naseho z4jmu, tj. oblast obsahujici misto, kde muze byt "Leidenska
mutace").

Vysvétlete princip PCR:
(Jak je vybran usek ke zmnozeni? Jaké je slozeni reakcni smesi? Jak zmnozeni probiha?)

Pracujte v rukavicich (powder-free)!
Nekteré kroky se budou provadet na ledu.

Priprava master mixu (pro celou skupinu jeden spolecny)

Jedna jednotliva PCR reakce se provadi ve velmi malém objemu (20 pl). Bylo by piili§ pracné
a nakonec 1 technicky obtiZzné¢ proveditelné pipetovat jednotlivé slozky do kazdé
mikrozkumavky zvlast. Proto se vSe, co je spole¢né, napipetuje nejdiive dohromady pro
vSechny zamyslené PCR reakce. Takto pfipravenému pracovnimu roztoku se fika slangové
"master mix".

V dne$ni dobé nabizi firmy uz predpfipravené master mixy (obsahuji Taq polymerazu ve

vhodném pufru, dNTP, Mg?*), do kterych je nutné ptidat pouze primery a DNA.

Do 1,5 ml eppendorfky si pfipravite master mix pro 8 PCR reakci (budete amplifikovat
4 vzorky, 2 pozitivni kontroly a negativni kontrolu, ,,nadbytecnd “ reakce je pocitina na ztraty
pri pipetovani), kazda bude o celkovém objemu reakéni smési 20 pl (18 pl master mixu + 2 pl
vzorku DNA).
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1 reakce 8 reakci

pl ul
voda 7,6 60,8
gb Basic PCR Master Mix (2x) 10 80
forward primer (F) 0,2 1,6
reverse primer (R) 0,2 1,6
vzorek DNA 2 vzorek se bude pridavat pozdéji, az

do jednotlivych PCR zkumavek

Celkovy objem: 20

Eppendorfku s mastermixem lehce zvortexujte a nasledn¢ dejte kratce zcentrifugovat. Drzte na
ledu.

Priprava PCR - vzorky

Do platicka (desticky) si ptipravte PCR zkumavky — t pracovni skupiny po dvou zkumavkach,
Ctvrta pracovni skupina pouze jednu zkumavku a rozpipetujte do nich po 18 pl master mixu.

Do kazdé zkumavky se k 18 pl mastermixu piida po 2 pl vzorku DNA. Kazda pracovni skupina
pipetuje sviij vzorek DNA (DNA izolovana v priabéhu minulych praktik). Prvni pracovni
skupinka navic napipetuje prvni pozitivni kontrolu — 2 ul roztoku DNA ze zkumavky oznacené
+K1. Druhd pracovni skupinka navic napipetuje pozitivni kontrolu — 2 pl roztoku DNA ze
zkumavky oznacené +K2. Posledni pracovni skupinka napipetuje negativni kontrolu — misto
DNA 2 ul vody.

+K1 +K2 -K
vzorek vzorek vzorek vzorek pozitivni pozitivni negativni
1 2 3 4 kontrola 1 kontrola 2 kontrola

Zkumavky vlozte do bloku termocykleru a spust’te pfednastaveny program.

Parametry PCR:

Krok Teplota Délka

uvodni denaturace 95°C 2 min

95°C 30s

35 cykli 60°C 30s

72°C 30s

zavérecna extenze 72°C 5 min

uchovani 4°C do nekonecna
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V nasledujici sekvenci (Cast sekvence genu kodujiciho koagulacni faktor V) vyznacte mista,
kam se budou vazat primery pti amplifikaci pomoci PCR.

Sekvence primert:

FVLF

FVLR

1274
1334
1394
1454
1514
1574
1634
1694
1754
1514
1874

5’- GGA ACA ACACCATGATCA GAG CA -3’ 23 mer

5’-TAG CCA GGAGACCTAACATGT TC -3 23 mer

GETGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACARACCTGCACGTTGTGCACA
TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAARRARAATARARATARARGAATTCCTTTTGCA
ATATTAATTGGTTCCAGCGARAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA
AATGAARARCAATTTTGARATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
AAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACAT CATGAGAGACA
TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCGAG
GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGARATTCTGAGAATTTCTTCTGGECT
AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG
TCAAGCTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCTTG
TCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGARGGCAAGTCTAGAGTGTGATAACATATTTTG

Sekvence — normalni alela, zluté vyznacena pozice, kde se nachdzi mutace FV Leiden.

Jak dlouhy bude amplifikovany produkt?
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Lab 9: Molekularni biologie 111

a) Restrikéni Stépeni

Vysvétlete, co jsou restrikéni endonukledzy a jak funguji:

V tomto praktiku pouZijeme restrikéni endonukleazu Mnll k analyze tseku DNA
amplifikovaného PCR metodou v minulém tydnu.

Pracujte v rukavicich (powder-free)!

Provedeni

Dostanete 1 nebo 2 PCR zkumavky zpracovavané v minulém tydnu.
V kazdé je 20 uL PCR reakéni smési (doufejme, Ze s prislusSnym PCR produktem).
e vzorek vasi DNA zkumavka oznacdend vasimi inicidlami
e pozitivni kontrola (faktor V Leiden, homozygot)  zkumavka oznacend "+K1"
e pozitivni kontrola (faktor V Leiden, heterozygot) zkumavka oznacend "+K2"
e negativni kontrola zkumavka oznacend "-K"

K provedeni restrikéni analyzy budete potiebovat bud’ jednu novou PCR zkumavku
(skupinka, které pracovala jen se svym vzorkem nebo s negativni kontrolou) nebo dvé nové
PCR zkumavky (skupinka, ktera pracovala s pozitivni kontrolou). Do jedné ptfeneste presné
10 uL PCR produktu ze zkumavky se zpracovanym vzorkem vasi DNA, do druhé ze zkumavky
s pozitivni kontrolou. Oznacte nové zkumavky symbolem "R", tj. "vase inicialy R", "+ R".

64




VZORfEk +R restrikcni Stépeni
10l 10pl
PCR produkty
vzorek pozitivni negativni
kontrola kontrola

Celkovy objem reakce restrikéniho $tépeni bude 20 puL. Zatim mate ve zkumavkach ptipraveno
ptesn¢ 10 uL PCR produktt k analyze.

1. Ptidejte nasledujici v uvedeném potadi:

PCR produkt (DNA) 10 uL
voda 7 uL
10x FastDigest Green Buffer 2 nLL
FastDigest enzym Mnll 1 uL

20 pL

2. Lehce zvortexujte a nasledné dejte kratce zcentrifugovat.

3. Inkubujte pti 37° C v bloku termocykleru po dobu 10 min.
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b) Elektroforéza, vyhodnoceni

Elektroforéza

Vysvétlete princip, na némz je zaloZena elektroforéza:

Piiprava gelu

Gel je nutné pripravit pred zahdjenim restrikcniho Stépeni — musi utuhnout!

Pouzijeme 3% agarozovy gel v pufru TAE - 1,5 g agar6zy rozvatite v mikrovince v 50 ml TAE
pufru, po vychlazeni asi na 50°C, ptidate 2 pl roztoku ethidium bromidu (zasobni roztok -
12,5 g/l, ethidium bromid v gelu — 0,5 ug/mi), promichate a nalijete do pfedem pfipravené
vaniCky (opatiend hiebeny a zaslepkami po stranach). Po ztuhnuti gelu odstranite hiebeny a
zaslepky, vlozite vani¢ku do elektroforetické vany s TAE pufrem. Takto je gel pfipraveny
Kk pipetovani vzorku

Priprava vzorku
Ptidejte po 2 uL nanaseci barvi¢ky do zkumavcicek, kde jsou PCR produkty.
Mikrozkumavky, kde probé¢hlo restrikéni §tépeni, uz nanaseci barvicku obsahuji.

Na gel se bude nanaset vzdy 10 puL vzorku, pofadi podle obrazku. Zebiicku bude stagit nanést

jen 5 ul. V jednom gelu je celkem 16 jamek, ve dvou fadach. Vsechny vzorky se vejdou na
jeden gel.
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3
3

DNA Zebricek DNA Zebricek

PCR produkt —vzorek 1 Restrikeni stépeni —vzorek 1

PCR produkt —vzorek 2 Restrikeni stépeni — vzorek 2

PCR produkt —vzorek 3 Restrikeni stépeni —vzorek 3

PCR produkt —vzorek 4 Restrikeni Stépeni — vzorek 4

PCR produkt — pozitivni kontrola 1 R. stépeni — pozitivni kontrola 1
(homozygot) - (homozygot) | |

PCR produkt — pozitivni kontrola 2 R. stépeni— pozitivni kontrola 2
(heterozygot) L (heterozygot) | |

Negativni kontrola x

Elektroforézu udrzujeme pii napéti 85 V cca 45 min (dokud modt nedoputuje do 2/3 gelu). Pak
gel prohlédneme pod UV a potidime fotografii.

Sem viozte fotku, prekreslete nebo vlepte elektroforeogram.
Popiste, jakym velikostem fragmentii odpovidaji jednotlivé prouzky.
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Vyhodnoceni

V tloze pouzita restrikéni endonukleaza Mnl |. rozpoznava toto restrikéni misto:

5. C T C (N);i.z
3..G6 G A G (N)gr...5

V sekvenci amplifikovaného PCR produktu (¢ast sekvence genu kodujiciho koagula¢ni faktor
V — normdlni alela, ¢ervené¢ vyznacena pozice, kde se nachdzi mutace FV Leiden) vyznacte
mista, kde se DNA rozs§tépi pomoci restrikéni endonukledzy Mnl 1.

l GGRACAACACCATGATCAGAGCAGTTCAACCAGGGGARARCCTATACTTATAAGTGGAACH
61l TCTTAGAGTTTGATGARACCCACAGAARARATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACSA
121 GTGACGTGGACATCATGAGAGACATCGCCTC TG GG CTAATAGGACTACTTCTAATCTGTR
181 AGAGCAGATCCCTGGACAGGCGAGGAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAG
241 AAATTCTGAGARATTTCTTCTGGCTAGRACATGTTAGGTCTCCTGGCTA

Kolik §tépnych produktt vznikne pii restrik¢nim $tépeni PCR produktu amplifikovaného
Z normalni alely?

V sekvenci amplifikovaného PCR produktu (¢ast sekvence genu kodujiciho koagulacni faktor
V —alela Leiden, ¢ervené vyznacena pozice, kde se nachazi mutace FV Leiden) vyznacte mista,
kde se DNA rozstépi pomoci restrikéni endonukledzy Mnl L.

l GGRARCARACARCCATGATCAGRGCAGTTCAACCAGGGGAARARCCTATACTTATRAARGTGGARCA
61l TCTTRAGAGTTTGATGAARCCCACAGARRATGATGCCCAGTGCTTARACAAGRACCATACTRCRA
121 GTGACGTGGACATCATGAGAGACATCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAARTCTGTA
131 AGAGCAGATCCCTGGACAGGCGAAGAATACAGGTATTTTGTCCTTGCARGTAACCTTTCAG
241 RAATTCTGAGRATTTCTTCTGGCTAGRARCATGTTAGGTCTCCTGGECTR

Kolik $t€pnych produktl vznikne pii restrikénim $t€peni PCR produktu amplifikovaného
alely Leiden?

Doplite nasledujici tabulku:

délka PCR produktu: bp
restrikéni Stépeni:
genotyp délky vzniklych fragmentu (bp)

homozygot wild type:
faktor V Leiden heterozygot:
faktor V Leiden homozygot:
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Stejnym postupem, jaky jste provadéli v praktiku, byla provedena elektroforéza vzorkt
uvedenych v predchozi tabulce. Doplnte schéma elektroforeogramu.

Do horni fadky doplitte popis jednotlivych drah, tj. ve které draze byl jaky typ vzorku —
Stépeny/nestépeny PCR produkt, 1ze-1i poznat, jaky genotyp.

Do sloupct dopliite, jaké velikosti fragmentu jednotlivé prouzky odpovidaji, vite-li, Ze Zebticek
predstavuje hodnoty 50, 100, 150, 200, 250 a 300 bp.

N N D
Délka (bp)
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Vyhodnotte a interpretujte vysledky:

Zaver:
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Vybrané klinicko-biochemické hodnoty

Obecnym vysledkem laboratorniho vysetieni je naméifend hodnota, ktera muze byt
fyziologicka, zvySena Ci snizend. Abychom zjisténou hodnotu mohli takto zafadit, je tieba ji
porovnat s fyziologickym (referencnim) rozmezim hodnot. Referencni rozmezi ziskame
méfenim referencni (zdravé) populace. Ziskané hodnoty sefadime vzestupné a urcity podil
hodnotu, ktera v této fad¢ zlistane, oznacujeme jako dolni respektive horni referencni mez. 95
% zdravych lidi v tomto ptipad¢ spadéd do referen¢niho rozmezi. Existuje tedy ale také 5 %
zdravych lidi, jejichz hodnoty nebudou spadat do referen¢niho rozmezi fyziologickych hodnot.
Nicméné vyrazné odchylky byvaji témét vzdy spojené s patologickym stavem. U nékterych
latek jsou patologické stavy spojené s jakymkoli vyraznéjSim vybocenim z fyziologického
rozmezi (glukdza). Jiné latky predstavuji riziko pouze tehdy, pokud jejich hladina ptesdhne
uréitou mez nebo pod ni naopak poklesne — u takové latky sta¢i znat pouze horni respektive
spodni referencni hodnotu (cholesterol).

Referen¢ni populace, laboratorni ¢inidla ¢i metodiky méfeni, se mohou mezi jednotlivymi
laboratofemi do urcité miry lisit. Z tohoto divodu jsou riiznymi laboratofemi pouzivany
ponckud odlisné referenéni hodnoty. Nésledujici seznam ma za kol seznamit studenty
s nejdulezitéjSimi referenénimi hodnotami, tak jak je v soucasnosti pouziva FN Plzen. Néktera
referenéni rozmezi ptihlizeji 1 napiiklad k v€ku pacienta ¢i k jeho pohlavi. V takovych
pripadech jsme se snazili pro potfeby vyuky rozmezi zjednodusit, aby poskytovalo alespoii
obecnou predstavu o prumérnych hodnotach u zdravych dospélych jedinct.

Stejné metabolity se mohou Vv riznych télnich tekutinach vyskytovat v odlisné koncentraci.
Proto je zvykem u metabolitu oznacit zkratkou 1 vySetfovany materidl. Pro koncentrace
nékterych latek v konkrétni télni tekutin€ je zvykem pouzivat specialni nazev. Napiiklad
glykémie se tyka glukozy v krvi, glykorrhachie v mozkomisnim moku a glykosurie glukozy
vmoci. Pfi sniZzeni hladiny glukézy v krvi pod fyziologickou mez pak mluvime
0 hypoglykémii, pfi jejim vzestupu o hyperglykémii.

Napr-.:

B glukoza: (B= blood) - glukdza v plné krvi

S glukoza: (S= serum) - glukoza v séru

P glukoza: (P= plasma) - glukoza v plazmé

Csf glukoza: (Csf= cerebrospinal fluid) - glukéza v mozkomisnim moku

U glukoza: (U= urine) - glukoza v moci
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Referen¢ni hodnoty k zapamatovani

Parametr Fyziologické rozmezi
ABR (arterialni krev)
pH 7,36 - 7,44
pCO, 4,8 - 5,8 kPa
PO, nad 9,6 kPa
HCOs 22 - 26 mmol/l
Base Excess (BE) + 2,5 mmol/l
Anion Gap (AG) 14 - 18 mmol/l

Krev

Osmolalita

Na*

K+

Vapnik celkovy
Vépnik 1onizovany
Hoft¢ik

Chloridy

Fosfor anorganicky
Zelezo

Laktat

S/P_glukbza

Glykovany hemoglobin (HbA1c)

oGTT interpretace
Normalni glukézova tolerance, vylouceni DM
PoruSena gluk6zova tolerance
Diabetes mellitus

275 - 295 mmol/kg H,O
136 - 144 mmol/I

3,8 - 5,2 mmol/l

2,2 - 2,6 mmol/l
1,1-1,3 mmol/l

0,7 - 0,9 mmol/l

98 - 109 mmol/I

0,7 - 1,6 mmol/I

6 - 35 umol/l

do 2,2 mmol/I
3,6 - 5,6 mmol/I
20 - 42 mmol/mol

do 7,8 mmol/I
7,8 -11,0 mmol/l
nad 11,1 mmol/I
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Bilirubin celkovy
Bilirubin konjugovany
Cholesterol celkovy
Triacylglyceroly

LDL cholesterol

HDL cholesterol

Mocovina
Kyselina moc¢ova

Kreatinin

B_Amoniak

Alfa-amylaza (AMS)
Aspartataminotransferaza (AST)
Alaninaminotransferaza (ALT)
Alkalicka fosfataza (ALP)
Laktatdehydrogenéza (LD)
Gama-glutamyltransferaza (GGT)

C-reaktivni protein (CRP)
Celkova bilkovina séra
Albumin
Elfo frakce bilkovin séra
Albumin
Alfa; globulin
Alfa, globulin
Beta globulin
Gama globulin

do 25 umol/l

do 8 pmol/l

do 5 mmol/I

do 1,7 mmol/l

do 3 mmol/I

J nad 1 mmol/l

© nad 1,2 mmol/Il
3-8 mmol/l

d 210 - 450 umol/1
Q 140 - 360 umol/1
d 60 -100 umol/l
© 50 - 90 umol/1
do 50 umol/l

do 2,0 pkat/l
do 0,8 pkat/l
do 0,8 pkat/l
0,7 - 2,2 ukat/l
do 4,0 pkat/l
d do 1,2 pkat/l
©Q do 0,7 pkat/l

do 5 mg/i
63 - 80 g/l
37-524¢l/l

0,530 (53%) - 0,650 (65%)
0,020 (2%) - 0,040 (4%)
0,080 (8%) - 0,130 (13%)
0,090 (9%) - 0,160 (16%)
0,115 (11,5%) - 0,19 (19%)
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MozkomiSni mok

Bilkoviny
Glukoza
Laktat

do 0,5 g/l
2,7 -4,5 mmol/l
1,2 - 2,2 mmol/l

Specifickd hmotnost
pH

Alfa-amylaza (AMS)
Clearance kreatininu

1010 - 1030 g/dm?®
45-8

do 8,0 pkat/l

1,6 -2,7ml/s
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