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Laboratorijske vaje iz Biokemije in Molekularne biologije

DELO IN VARNOST V LABORATORIU

Osnovna pravila varnega dela v laboratoriju

V laboratorij ne nosimo pijace in hrane.

Pred pricetkom dela se ustrezno zavarujemo z osebno varnostno opremo (zascitna
halja, zascitna ocala, zascitne rokavice).

Dolge lase povezemo v ¢op.

Delovni prostor pred izvedbo poskusa ocistimo.

Pred izvajanjem poskusov prouc¢imo osnovne lastnosti kemikalij (strupenost,
vnetljivost - nalepka na steklenici oz. varnostni list), ki jih bomo uporabljali.

Zdravju skodljive hlapne snovi vedno prelivamo v digestoriju.

Tekocine pipetiramo z nastavkom.

Odpadkov ne zlivamo v pomivalna korita ali smetis¢a, ampak jih lo¢eno zbiramo v
zaprtih, oznacenih posodah.

Z aparaturami je potrebno ravnati v skladu z navodili in pod nadzorom asistenta
oziroma tehni¢nega sodelavca.

Pri nesrecah moramo kolikor je mogoce, nuditi prvo pomoc.

Po kon¢anem delu si umijemo roke.

Posebni varnostni ukrepi za namen izvajanja vaje

Preberi navodila za ustrezno laboratorijsko vajo, preden prides na vajo!

Pri delu z bioloskim materialom je potrebno OBVEZNO nositi zas€itno haljo in rokavice.
Uporabljaj tudi prijemalke in ocala.

Oznacite svoje eksperimente zimenom, datumom.

Napravite si natancne zapiske postopkov in rezultatov. Po opravljeni vaji je potrebno
oddati porocilo.

Pozorno opazuj demonstracije.

Z opremo ravnaj previdno, v skladu z navodili, ne izvajaj nikakrsnih postopkov na silo.
Preden zapustis laboratorij pospravi in ocisti povrsino, preveri ali je zaprt dovod plina.
V laboratoriju ne jej in ne pij, pri delu ne dajemo niCesar v usta (svincnik, peresa,
steklovina itd.).

Uporabljaj asepti¢no tehniko, pred in po zacetku dela si razkuZi roke.

Pri delu z gorilnikom pazimo, da nam plamen ne ozZge koze, las ali halje. Dolgi lasje
morajo biti speti.

Med delom z mikrobi in kuZnino so vrata in okna zaprta, da zracni tok ne nosi
mikrobov po laboratoriju.

Pri delu pazimo, da mikrobnih kultur ne polivamo po mizi, po tleh in obleki. Z rokami
se ne dotikamo kolonij in suspenzij Zivih mikrobov. Ce pride kuznina v stik s kozZo ali
delavno povrsino, obvestimo asistenta ali tehni¢nega sodelavca.
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Kontaminirano delovno povrsino pokrijemo s stanicevino in jo prelijemo z razkuZilom.
Razkuzilo pustimo delovati najmanj 20 minut. Kontaminirano mesto na telesu ali obleki
razkuzimo in nato speremo z vodo.

Kontaminiran material odlagamo v odlagalnike ali na za to ozna¢eno mesto in ga nato
avtoklaviramo.

Kovinske predmete, ki pridejo v stik s kuznino (pincete, bakterioloske zanke itd.) sproti
ozigamo v plamenu. OZigamo tudi vratove epruvet, erlenmajeric in steklenic z mikrobi,
preden jih odpremo in po uporabi.

Delovni prostor je potrebno pred in po delu obvezno razkuziti (razkuzilo, 5% natrijev
hipoklorit, etanol).

Ostanke bioloskega materiala je potrebno odlagati v posebej za to namenjene
odlagalnike (rdecke vrecke, primerne za avtoklaviranje) ter jih po konc¢anem delu takoj
odvreci v rumen zabojnik.

Raztopino etidijevega bromida lahko pripravlja le usposobljen raziskovalec oz. tehnicni
sodelavec. Delo z etidijevim bromidom poteka le v digestoriju.

Agarozne gele vedno prenasamo v za to namenjeni banjici, gele po koncani analizi
vedno odvrzemo v rumen zabojnik. Delovno povrsino, kjer se izvaja elektroforeza, ter
transiluminator, redno Cistimo s 75 % etanolom.

Pri delu z UV transiluminatorjem je potrebno vedno uporabljati zascitni pokrov.

Z rokavicami, se je prepovedano dotikati kljuk na vratih oz. povrsin, s katerimi so v
stiku ostali prisotni v laboratoriju.

Nevarne kemikalije so skladis¢imo v ognjevarni omari, ki se nahaja pod digestorijem.
Oprema za prvo pomoc¢ se nahaja na vidnem mestu nad umivalnikom.

Ob izrednih dogodkih (pozar, razlitje kemikalij, viom ter ostale nesrece), je potrebno
takoj poklicati odgovorne osebe. Seznam s telefonskimi Stevilkami le-teh visi na oglasni
deski.
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NAVODILO ZA PRIPRAVO LABORATORNSKEGA DNEVNIKA

Laboratorijski dnevnik mora vsebovati opis vsake vaje po naslednjih razdelkih:

1.

2.
3.
4

uvoD

MATERIALI IN METODE
REZULTATI

DISKUSIJA

V Uvodu je potrebno na kratko opisati teoretske osnove, ki so potrebne za razumevanje vaje.

Uvod mora obvezno vsebovati tudi namen in cilje vaje.

V razdelku materiali in metode so navedeni vsi uporabljeni materiali (kemikalije in laboratorijska

oprema) ter opisani vsi postopki tako, da lahko vajo kdorkoli ponovi.

V Rezultatih so navedeni dobljeni rezultati (tabele, grafi...).

V Diskusiji so dobljeni rezultati razlozeni, kaj pomenijo, kaj je iz njih razvidno.

Priznan dnevnik je pogoj za pristop na kolokvij iz vaj.



Laboratorijske vaje iz Biokemije in Molekularne biologije

KAZALO

NAVODILO ZA PRIPRAVO LABORATORIJSKEGA DNEVNIKA 4
1 KVALITATIVNE METODE ZA DOLOCEVANJE REDUCIRAJOCIH SLADKORJEV 7
1.1 TEORETICNE OSNOVE 7
1.1.1 OGUIKOVI HIDRATI 7
1.1.2 METODE zA DOLOCEVANJE REDUCIRAJOCIH SLADKORJEV 10
1.2 1ZVEDBA VAIJE 13
1.2.1 BARVNE REAKCIJE ZA DOLOCANJE REDUCIRAJOCIH SLADKORJEV 13
2 SPEKTROFOTOMETRICNO DOLOCANJE KONCENTRACIJE PROTEINOV 15
2.1 TEORETICNE OSNOVE 15
2.1.1 PROTEINI 15
2.1.2 SPEKTROFOTOMETRIENO DOLOCANJE KONCENTRACIJE PROTEINOV 19
2.2 1ZVEDBA VAIJE 21
3 HOMOGENIZACIJA IN EKSTRAKCUA LIPIDOV 1Z SVINJSKIH JETER TER DOKAZ PRISOTNOSTI
HOLESTEROLA 22
3.1 TEORETICNE OSNOVE 22
3.1.1 LPiDI 22
LIBERMAN BUCHARDOVA REAKCIJA 25
3.1.2 HOMOGENIZACIJA 25
3.1.3 EKSTRAKCIA 26
3.2 1ZVEDBA VAIJE 28
4 DOLOCANJE HOLESTEROLA Z LIEBERMAN BUCHARDOVO REAKCIIO 29
4.1 1ZVEDBA VAJE 29
5 1ZOLACIJA DNA 1Z VZORCEV KRVI 30
5.1 TEORETICNE OSNOVE 30
5.1.1 NUKLEINSKE KISLINE 30
5.2 1ZVEDBA VAJE 34
6 PCR REAKCIJA IN GELSKA ELEKTROFOREZA (GENETSKI TEST ZA ODPORNOST NA AIDS) 36




Laboratorijske vaje iz Biokemije in Molekularne biologije

6.1 TEORETICNE OSNOVE 36
6.1.1 VERIZNA REAKCUA S POLIMERAZO (PCR) 36
6.1.2 RACUNANJE KOLICIN REAGENTOV POTREBNIH ZA USPESNO PCR REAKCIIO 38
6.1.3 GELSKA ELEKTROFOREZA 40
6.2 |1ZVEDBA VAIJE 42
7 LABORATORISKE PREISKAVE V KLINIENI HEMATOLOGUI 43
7.1 TEORETICNE OSNOVE 43
7.2 1ZVEDBA VAIJE 48

50

8 LITERATURA




Laboratorijske vaje iz Biokemije in Molekularne biologije

1 KVALITATIVNE METODE ZA DOLOCEVANJE REDUCIRAJOCIH
SLADKORIJEV

1.1 TEORETICNE OSNOVE

1.1.1 Ogljikovi hidrati

Ogljikovi hidrati so najpogostejsi polimeri v Zivi naravi. Sestavljajo jih samo 3 elementi: ogljik, vodik
in kisik. Njihova splosna formula je (C-H,0),, pri ¢emer je n = 3. Ogljikovi hidrati vsebujejo Stevilne
hidroksilne skupine, ki omogocajo interakcije z vodnim okoljem ter tvorbo vodikovih vezi tako
znotraj kot tudi med verigami. Derivati ogljikovih hidratov lahko vsebujejo dusikove, fosfatne in
zveplove spojine. Ogljikovi hidrati se lahko z lipidi povezujejo v glikolipide, z beljakovinami pa v
glikoproteine. Zaradi razlicnih funkcionalnih skupin lahko ogljikovi hidrati vstopajo v razlicne
kemijske reakcije: alkiliranje (etri), aciliranje (estri), redukcije, oksidacije, hidroliza, nastanek
glikozidov.

Ogljikovi hidrati nastajajo pri fotosintezi pri rastlinah, algah in cianobakterijah, pri Zivalih pa v
procesu glukoneogeneze. Oksidativna razgradnja ogljikovih hidratov zagotavlja velik del energije za
razlicne bioloSke procese. Nekateri ogljikovi hidrati (npr. glukoza, fruktoza) se lahko neposredno
uporabijo kot metaboli¢no gorivo, ogljikovi hidrati kot sta Skrob in glikogen pa predstavljajo
rezervne spojine v rastlinah in Zivalih. So prav tako pomembni kot strukturni elementi bakterijskih,
rastlinskih in glivnih celi¢nih sten, zunanjega oklepa pri ¢lenonozcih ter koZe in vezivnega tkiva
zivali in ljudi. Monosaharida riboza in deoksiriboza sta komponenti nukleinskih kislin, glikolipidi in
glikoproteini pa kot oznacevalci na povrsini celic sodelujejo pri prepoznavi molekul.

Monosaharidi

Osnovna enota ogljikovih hidratov so monosaharidi, ki so aldehidni ali ketonski derivati
polihidroksi alkoholov z ravnimi verigami, ki vsebujejo najmanj 3 ogljikove atome.

Poimenujemo jih glede na kemijsko naravo njihove karbonilne skupine in glede na Stevilo C
atomov: aldoza ¢e ima aldehidno skupino, ketoza ¢e ima ketonsko skupino, po Stevilu C atomov so
trioze, tetroze, pentoze, heksoze, itd.

Monosaharidi vsebujejo ve¢ asimetri¢no substituiranih C atomov zaradi ¢esar nastopajo v razli¢nih
stereoizomernih oblikah.

Vsi asimetri¢ni atomi prispevajo k opticni aktivnosti posameznega sladkorja (sucejo ravnino
polarizirane svetlobe). Zrcalno simetricna izomera (opti¢na izomera), ki suceta ravnino linearno
polarizirane svetlobe za enak kot, le v nasprotno smer (d,+ ali |,-) imenujemo enantiomera (Slika 1)
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CHO CHO
Hom—C-—=aOH  HOM—C—=aH
CHOH CHOH

D-gliceraldehid L-gliceraldehid

Slika 1. Enantiomera.
D in L obliko dolocamo glede na polozaj hidroksilne skupine na zadnjem asimetricnem

ogljikovem atomu, ¢e sladkor napiSemo v Fischerjevi projekciji (Slika 2). L-sladkorji so zrcalne
slike svojih D oblik. Ker je L oblik bistveno manj kot D oblik, pripone D navadno sploh ne

napisemo.
H\ /O H\ /O
7 7
ﬂl H
HC—CH HO—CH
z 2
HO—CH HC—OH
| 3
HC— OH HO— CH
4 4
HC—OH HO—CH
GCHZOH CHEOH
D-glukoza L- glukoza

Slika 2. D- in L-oblika glukoze prikazani s Fisherjevo projekcijo.

Sladkoriji, ki se razlikujejo le v konfiguraciji okrog enega C atoma, so epimeri drug drugega

(Slika 3).

o—C—H

H—C—0H
H—C—0H

CH,0H
glukoza

|
H—C—0H

H—C—0H

CHL0H
manoza

Slika 3. Epimera.
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V vodni raztopini se monosaharidi nahajajo predvsem v cikli¢ni obliki, ki jo opiSemo z Haworthovo
projekcijo. Pri tem vodikove atome in hidroksilne skupine razporedimo tako, da leZijo pod
projekcijsko ravnino obroca ali nad njo. Vezi v obrocu, ki leZijo pred ravnino, v kateri riSemo
projekcijo obroca, odebelimo. Zaradi preglednosti izpus¢amo ogljikove atome v obrocu. Pri
ciklizaciji nastane na C1 nov asimetricni ogljikov atom, ki ga imenujemo anomerni C atom.
Sladkorja, ki se razlikujeta po poloZaju hidroksilne skupine na tem mestu, imenujemo anomera
(Slika 4). Anomeri lahko v vodni raztopini nemoteno prehajajo iz ene v drugo obliko. Ogljikove
hidrate s Sestclenskim obro¢em imenujemo piranoze, tiste s petclenskim pa furanoze.

1]
1 "
"'_'l:' l|3H2lJH CH2OH
2 I
H_z'f_”"' H/:;D-H p. H/:—IJT
1
oH— T f— |4IJH H . = l OH H\
H_SE_DH Hl]\\| |2 \H |-|||]l:\| |/:
H—[li—l]H ?3—l|: lf_l|:
[
H2—|:—|:|H H OH H OH
o - D-plukoza
e~ D-glukoza (cikliéna oblika)
(lincama oblika)
?HQDH
H /:—D
| hY
OH H
H.f\l e
Eli—l:
I
H oH
B - D-glukoza

(cikliéna oblika)
Slika 4. Linearna in cikli¢ni obliki sladkorja D-glukoze.

Hidroksilna skupina (OH), ki je nastala iz aldehidnega ali ketonskega kisika na C1, je glikozidna
hidroksilna skupina. Je reaktivnejSa od ostalih hidroksilnih skupin in rada tvori glikozidno vez z
drugo hidroksilno skupino. Pri tem se odcepi molekula vode. Glikozidna hidroksilna skupina se
lahko nahaja v polozZaju o ali B (Slika 8). Polozaj OH skupine na tem atomu vpliva na fizikalne
lastnosti nastale spojine kot so topnost, talise, opti¢na rotacija. Prosta, torej nesubstituirana
glikozidna hidroksilna skupina, daje sladkorjem lastnosti reducenta. Reducirajoci sladkorji lahko
namrec reducirajo rahlo oksidirajoce snovi.

Polisaharidi

Polisaharidi so sestavljeni iz monosaharidov, med seboj povezanih z glikozidnimi vezmi. Sladkorje,
ki so sestavljeni le iz nekaj (3-10) monosaharidnih enot, imenujemo oligosaharide.
Homopolisaharidi so polisaharidi, sestavljeni iz ene same vrste monosaharidov. Primer
homoglikana so celuloza, skrob in glikogen, saj so polimeri glukoze. Polisaharide, sestavljene iz vec



Laboratorijske vaje iz Biokemije in Molekularne biologije

vrst monosaharidov imenujemo heteropolisaharidi. Heteroglikani so npr. glikozaminoglikani, ki
vsebujejo izmenjujoce se uronske kisline in heksozaminske ostanke, proteoglikani, kjer so povezani
proteini in glikozaminoglikani ter peptidoglikani, ki vsebujejo ponavljajo¢a se N-acetilglukozamin in
N-acetilmuraminsko kislino. Polisaharidi lahko tvorijo linearne ali razvejane polimere saj se lahko
glikozidna vez tvori med katerokoli hidroksilno skupino v monosaharidu. Vendar pa je vecina
polisaharidov linearnih, tisti razvejani pa se vedno razvejajo le na nekaj natanéno dolocenih
nacinov.

Polisaharidi, ki jih uvrSéamo med reducirajoce sladkorje, imajo navadno le en ostanek, ki je brez
glikozidne vezi (t. i. reducirajoci konec), vmesne monosaharidne enote pa so med seboj povezane z
glikozidno vezjo.

1.1.2 Metode za dolocevanje reducirajocih sladkorjev

Reducirajoce sladkorje lahko dolo¢amo s kemijskimi ali encimskimi metodami:

e Kemijske metode temeljijo na redukciji kovinskega iona s sladkorjem. Najpogosteje
uporabljamo Cu** (Fehlingova reakcija, Benedictova reakcija), Fe* v Zelezovem (Ill)
heksacianatu, Ag" pri nastanku srebrovega zrcala.

e Encimske metode so specificne za dolocen sladkor, saj temeljijo na encimski pretvorbi
specificnega sladkorja v produkt, ki ga lahko spektrofotometri¢no dolo¢imo. Tak tip testov
uporabljamo tudi za dolo¢anje sladkorja v krvi. Pri hitrih testih za dolo¢anje glukoze v krvi
uporabljamo papirnate trakove, ki so prepojeni z encimi in vsemi potrebnimi reagenti, na
trak pa kanemo kapljico krvi. Barvo testnega traku nato primerjamo z barvo kontrolnega
oz. standardnega vzorca.

Reakcije sladkorjev z aromatskimi fenoli

Koncentrirana Zveplova (VI) kislina hidrolizira glikozidne vezi v polisaharidu, iz monosaharidnih
enot pa po odcepu vode nastanejo furfural in njegovi derivati, ki dajejo z aromatskimi fenoli (kot
so fenol, a-naftol, anthron, resorcinol,...) intenzivno obarvane produkte. Ketoze se dehidrirajo
hitreje kot aldoze.

Reakcije sladkorjev z aromatskimi amini

Pri reakciji aldoze z aromatskimi amini pride najprej do adicije amina na karbonilno skupino,
nastane N-glukozamin, po eliminaciji vode pa Schiffova baza. Koncentracijo nastalega produkta
lahko dolo¢imo spektrofotometri¢no.

Kvalitativno dolocanje ogljikovih hidratov
Molischeva reakcija: temelji na dehidraciji proste glikozidne —OH skupine z Zveplovo kislino, zaradi

Cesar preidejo pentoze v furfural, heksoze pa v 5-hidroksimetil furfaral (slika 5). Z Molishevim
reagentom se ti produkti obarvajo skrlatno (slika 6). Meja detekcije je 0,001 % glukoze.

10
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Slika 5: Nastanek furfurala (levo) in 5-hidroksimetil furfarala (desno).

OH
HO. \/@\70 .2 _H3_0 {0] HsO* HO
0 -H,0
S-(hidroksimetil) furfural a-naftol

vijoli¢no obarvan]e

Slika 6: Reakcija 5-hidroksimetilfurfurala z alfa-naftolom.

Antronska reakcija: furfural, ki nastane zaradi reakcije z Zveplovo kislino daje z anthronskim

reagentom modro-zeleno obarvan kompleks (Slika 7).

@)

& Il —®  odro-zeleni kompleks
+H,NCNH,

HOCH, O CHO

Slika 7: Nastanek modro-zelenega kompleksa pri Anthronski reakciji.

Nastanek srebrovega ogledala: reducirajoci sladkorji v alkalni raztopini srebrovega nitrata
reducirajo srebro v elementarno obliko, ki se izlo¢i na steni epruvete (Slika 8).

11
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CHO

i §%
H=C=0H Hom Com OH
HO o H . 1
+ 280 4 B0H — HO ?-H +2Ho0 + 2 Ag(g)
He=(=0H HemComm OH
=g~ Hemom OH
CH.OH é,_bOH

Slika 8: Nastanek srebrovega ogledala — Tollensova reakcija za aldehide.

Fehlingova reakcija: temelji na redukciji dvovalentnega bakra, pri cemer nastane v alkalni raztopini
bakrov (1) oksid (Slika 9).

OH OH
. 0-H . 0-H
H H 2+ - H OH
OH H +2CU+40H — A | + C,0 +2H)0
H O \\\:O moder kompleks HO \\\O rdeékasto rjava
H OH H OH oborina

Slika 9: Enacba reakcija za Fehlingov test glukoze.

Benedictova reakcija: je modifikacija Fehlingove reakcije. Pripravimo samo eno raztopino, ki je
stabilnejsa od originalnega Fehlingovega reagenta.

RCHO + 2Cu®" + 40H -----> RCOOH + Cu,0 + 2H,0

Inverzija saharoze: saharoza je nereducirajoci disaharid, sestavljen iz a-D-glukoze in B-D-fruktoze.
Dolo¢imo jo lahko tako, da jo hidroliziramo do monosaharidov in dolo¢imo le-te. Pri hidrolizi
saharoze pride do spremembe v opticni rotaciji iz D v L, od tod ime inverzija (Slika 10).

CH,0H i
s CH,OH
2

+H’1:|
UL - WS
CH,0H HBU’
kisli
katalizator

OH

saharoza

Slika 10: Hidroliza saharoze
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1.2 1ZVEDBA VAIE

1.2.1 Barvne reakcije za dolo¢anje reducirajocih sladkorjev

Molisheva reakcija z a-naftolom

Potrebscine: konc. H,SO, a-naftol (50 g/L v etanolu), vzorec: raztopina glukoze (10 mg/mL
destilirane vode).

1. 2 mL vzorca dodaj 2 kapljici Molishevega reagenta.
2. Ob robu epruvete prilij 1 mL Zveplove kisline, da nastane Skrlaten obroc!

Antronska reakcija

Potrebscine: anthron (2 g/L v konc. H,S0,), vzorec: raztopina glukoze (10 mg/mL destilirane vode).

1. 2 ml antronskega reagenta dodaj 5 kapljic vzorca, zmesaj in opazuj spremembo barve!

Benedictova reakcija

Potrebscine:

reagent A: 173 g Na-citrata in 100 g Na-karbonata raztopimo v 800 mL tople destilirane vode
reagent B: 17,3 g CuSO,4-5 H,0 raztopimo v 100 mL tople destilirane vode

Benedictov reagent: raztopini B pocasi dodajamo raztopino A, vzorec: raztopina glukoze (10
mg/mL destilirane vode), vrela vodna kopel.

1. 1 mL Benedictovega reagenta dodaj 5 kapljic vzorca.
2. Segrevaj 5 minut na 100 °C (vrela vodna kopel). Opazuj spremembo barve!

Inverzija saharoze

Potrebs¢ine: konc. HCI, 5 M NaOH, Benedictov reagent, vzorec: raztopina saharoze (5 mg/mL
destilirane vode), vrela vodna kopel.

Saharoza je disaharid, sestavljen iz a-D-glukoze in B-D-fruktoze. Ker v glikozidni vezi sodeluje tudi
karbonilna skupina, raztopina saharoze ni reducirajoca in je zato ne moremo dolociti s pomocjo
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reakcij, ki temeljijo na oksidaciji sladkorja. Dolo¢imo jo lahko tako, da jo hidroliziramo do
monosaharidov (t. i. inverzija) in nato dolocimo le-te.
a) Hidroliza saharoze:

1. 5 mL raztopine saharoze dodaj 5 kapljic konc. HCl in segrevaj 10 minut v vreli vodni kopeli.
2. Ohladi in dodaj 5 kapljic NaOH.
b) Dokazovanje reducirajocih sladkorjev z Benedictovo reakcijo

Kot vzorec uporabi: saharozo in hidrolizirano saharozo.

Dolocanje polisaharidov

Potrebscine: konc. HCI, 5 M NaOH, raztopina jodovice (7 g |, + 5 g KI/100 mL destilirane vode),
Benedictov reagent, vzorec: raztopina Skroba (10 g/L destilirane vode), vrela vodna kopel.
Polisaharidi niso reducirajoci sladkorji, saj vsebujejo eno reducirajoo skupino na vec sto
monosaharidnih preostankov. Kot reducirajo¢e monosaharide jih lahko dokazemo le po hidrolizi s
kislino ali amilazo. Hidrolizo lahko spremljajo z raztopino jodovice, saj le intaktni polisaharidi z J,/)
dajejo modro obarvan kompleks.

a) Hidroliza Skroba

1. 5 mL raztopine Skroba dodaj 5 kapljic konc. HCl in segrevaj v vreli vodni kopeli 10 minut.

2. Na zacetku, po 5 minutah in po 10 minutah odvzemi kapljico vzorca in jo na steklu zmesaj
s kapljico jodovice. Opazuj spremembo barve!

3. Ohladi in dodaj 1 mL NaOH.

b) Dokazovanje reducirajoCih sladkorjev z Benedictovo reakcijo

Kot vzorec uporabi raztopino Skroba in hidroliziran skrob.

14
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2 SPEKTROFOTOMETRICNO DOLOCANJE KONCENTRACIJE
PROTEINOV

2.1 TEORETICNE OSNOVE
2.1.1 Proteini

Proteini sestavljajo celice, tkiva, organe Zivali in rastlin. Pri tem vrsijo Sirok spekter strukturnih in
dinami¢nih funkcij. Encimi so dinamiéni proteini, ki katalizirajo kemic¢ne reakcije, tako da se
substrat pretvori v produkt. Vecina kemicnih reakcij, ki te¢ejo v Zivih organizmih, potrebuje
encime-biokatalizatorje, ki zagotovijo da reakcija teCe na nivoju, ki je kompatibilen za Zivljenje.
Taksne reakcije so kemicne transformacije, transport, kontrola metabolizma, gibanje, zas¢itne
(velike multimerne strukture) ter sestavljajo razlicne receptorje (monomeri ali oligomeri).
Kemic¢no so proteini polimeri sestavljeni iz razlicnega stevila aminokislin, med seboj povezanih z
kovalentno peptidno vezjo. Nastajajo v celicah v procesu translacije, tj. ko se mRNA prevede na
ribosomih v proteine. Vsaka aminokislina je kodirana z vsaj enim tri¢rkovnim kodonom. V naravi
se pojavlja 20 razlicnih aminokislin ter njihovi derivati. Le-ti nastanejo z encimsko modifikacijo po
vgradniji v protein.

HR O H R O HR O HR O
|| ] Ripmesmemm )} | .
H=N=—C—C-+~0H + H-.-N—(i— C—OH~——+» H—N—C—Co==N—C—C—0H + HO
[ Pssacuad | | .
M H H H
aminokislinal aminokislina 2 dipeptid voda

w—— peptidnavez

Slika 11: Levo splosna strukturna formula aminokisline (1), ki vklju€uje centralni C atom (a), ter
kovalentno vezane: amino skupino, karboksilno skupino, vodikov atom, R pa je stranska veriga,
ki so kemicno razlicne (Tabela 1), desno (2) splosna strukturna formula aminokisline pri
fizioloSkem pH=7, kot zwitterion, amino skupina je protonirana kot amonijev ion, karboksilna
skupina pa je neprotonirana kot karboksilatni ion (Povzeto po Devlin, Textbook of Biochemistry,
6™ ed., Wiley and sons, public., New York).

Kot je prikazano na Sliki 17 imajo aminokisline asimetri¢ni center: alfa-C atom ima Stiri razlicne
skupine kovalentno vezane in v tetraedri¢ni konfiguraciji predstavlja asimetri¢ni center molekule.
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Za vse aminokisline razen glicina (R=H) je znacilna opti¢na izomerizacija in nastopajo v dveh
izomernih oblikah; ¢e je amino skupina na levi je to L absolutna konfiguracija, ¢e pa je na desni pa
D absolutna konfiguracija. Pri sesalcih so vse aminokisline v L konfiguraciji, medtem ko se npr. pri
bakterijah (prokarionti) pojavljajo tudi D aminokisline (op. L, D konfiguracija pomeni moZnost
rotacije polarizirane svetlobe levo ali desno od ravnine polarizacije).

Splosna struktura aminokisline je prikazana na Sliki 12 in vsebuje amino, karboksi skupino, vodikov
atom ter t.i. stransko verigo (R). Kemic¢no so stranske verige (R) razli¢ne in kot je prikazano v Tabeli
1 lahko na tej osnovi delimo aminokisline na ve¢ podskupin.

O NN

e | O
H,N - C - (:'(: HN* - oC - (:"f\é

| OH | 0

R R

Slika 12: Levo splosna strukturna formula aminokisline (1), ki vklju€uje centralni C atom (a), ter
kovalentno vezane amino skupino, karboksilno skupino, vodikov atom, R pa je stranska veriga,
ki so kemicno razlicne (Tabela 1), desno (2) splosna strukturna formula aminokisline pri
fizioloSkem pH=7, kot zwitterion, amino skupina je protonirana kot amonijev ion, karboksilna
skupina pa je neprotonirana kot karboksilatni ion (Povzeto po Devlin, Textbook of Biochemistry,
6" ed., Wiley and sons, public., New York).

Komponente aminokislin, ki ionizirajo, so klju¢ne za biolosko funkcijo proteina. Disociacija kisline je
karakterizirana s konstanto disociacije Ka in njeno pKa vrednostjo (pKa=log,, (1/Ka)). Vrednost pKa
je odvisna od okolja, kjer se nahaja kislinski ostanek; npr ¢e je v bliZzini druga ionska skupina z
nasprotnim nabojem, je vrednost pKa vecja, saj se nasprotna naboja stabilizirata. Nadalje vpliva na
pKa polarnost okolja, prisotnost vode, potencial za tvorbo vodikove vezi. Nekatere aminokisline,
npr. lizin ali arginin so bazi¢ne, saj vsebujejo na R mestu aminoskupine, tu je pKa visok, zopet
druge, ki vsebujejo karboksilno skupino na R mestu, pa so kisle in imajo nizek pKa. lonska oblika
proteina se spreminja v odvisnosti od pH, ker se spreminja naboj aminokislin v proteinih. To je
pomembno saj se s tem spreminja struktura proteina in tako njegove bioloske funkcije.

Za preucevanje funkcij proteina je pomembna dolocitev izoelektri¢ne tocke, tj. tiste pH vrednosti
(imenujemo jo pl vrednost), pri kateri je skupni naboj proteina enak 0. Ce je pH vegji od pl je neto
naboj proteina negativen in obratno, ¢e je pH manjsi od pl je neto naboj proteina pozitiven. Ker so
v praksi proteini kompleksni polielektroliti s Stevilnimi ionskimi skupinami, je izracun pl s pomocjo
Ka vrednosti za vsako aminokislino tezak, zato pl dolo¢imo eksperimentalno tako da dolo¢imo pH
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vrednost ko se preucevani protein ne premika v elektricnem polju. Ta koncept je pomemben saj

lahko lo¢imo razli¢ne proteine na osnovi njihove pl vrednosti.

Za biolosko funkcijo proteina je pomembna njihova nativna (naravna) struktura oz. konformacija.
Za visje strukture proteina je pomembno okolje (pH, voda, potencial za tvorbo vodikovih vezi in
drugih nekovalentnih vezi), kot tudi primarna struktura proteina tj. aminokislinsko zaporedje. Visje
strukture proteina so odvisne od nekovalentnih vezi. Sekundarna struktura je odvisna od
medsebojnih interakcij sosednjih aminokislin, predvsem njihovih stranskih ostankov in je lahko

pravilen a-heliks ali pa naklju¢no konformacijo. Pogosto se vzporedno lahko veze vec peptidnih

verig in ti tvorijo B-plosco (Slika 13).

NH; NH; N £
SH—R  CH—R SH—R R=CH HC M LY
i o R
o c\ =" 0=C /N H N/f-c\fi‘
\—H" —H N—te-0=C y 9 N
/ / He € { R
y 22 R—CH CH—R C |4 >
i A s et o $ec
He £=0.,,. S0 gy P
N H H=N =0 SR 4 I o
\ \ mr 0!
H—R cH—R CH—R R—CH Y G o iH
/C/ /C/ o=c\ /N_H (!)N\rg:’\_( A
07\ o e N—H--0=C N Mot
! 4 R—CH CH—R G IO
R—CH R—CH 4 ¢ IR
e T R N ,Hc\c g R/(%)
~ H—N C=0 |
N N R ——C ©
=R =g ‘cH—R R—CH ( o
/ / o_c’ \ HC : \;‘
25 .07C N ¥ s K \ ; N
07 \ A —H N=H=-0=C c M R o
\
R—CH R—CH R=cH CH—R & N—Tc—¢
\ / 0

vzporedni B plosci nasprotnosmerni P plosci desno suéni aheliks

Slika 13: Sekundarne strukture proteinov: B-plosci in a-heliks.

Terciarna struktura proteina predstavlja lokacijo vsakega atoma proteina v prostoru. Gre za
geometrijske povezave med oddaljenimi segmenti primarne strukture in medsebojno pozicijo
stranskih verig. Slika 14 prikazuje primer terciarne strukture z nizjimi strukturami (sekundarno in
primarno).
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beta list

disulfidna (5-5)
vez

alfa heliks

Slika 14: Primer terciarne strukture proteina z razli¢cnimi sekundarnimi strukturami (beta plosca,
alfa veriga,) ter disulfidna vez kot znacilnost primarne strukture.

Mnogi proteini so urejeni kot multimeri, predvsem strukturni, njihova zgradba je iz ene ali vec
peptidnih verig, ki se ponavljajo. Peptidne verige so lahko povezane s kovalentnimi vezmi
(disulfidna vez) ali pa z nekovalentnimi vezmi. Na sliki 15 je prikazan primer hemoglobina, ki je
sestavljen iz vec peptidnih verig ter hema, ki vsebuje Zelezov ion za vezavo kisika.

r Beta chains

Heme units
with iron atom

Alpha chains

Hemoglobin

Slika 15: Kvartarna struktura hemoglobina. Sestavljena je iz dveh alfa in dveh beta verig ter Stirih
hemov. (povzeto po www.biomed.brown.edu).

Kon¢na konformacija proteina, tj. terciarna ali kvartarna struktura, nastaneta s postopnim zvitjem
peptida (ov). Pri tem pogosto sodelujejo posebni pomocniski peptidi, chaperoni, ki poskrbijo da
pride do tvorbe ustrezne konformacije Sele v predelu celice, kjer protein deluje oz. poskrbijo, da se
protein ne zvije v dolofeno konformacijo, ¢e se izloci iz celice. Pomembni za tvorbo vezi, ki
zagotovijo nativno strukturo proteina in s tem njegovo biolosko funkcijo, so pomembni tudi
fizikalno kemijski pogoji (redoks, pH, vodni potencial).
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2.1.2 Spektrofotometricno dolocanje koncentracije proteinov

Poznamo ve¢ metod za dolocanje koncentracije proteinov v raztopinah. Vecina metod je
relativnih, kar pomeni, da zahtevajo uporabo ustreznega standarda. Koncentracijo albuminov in
globulinov dolodili z direktno spektrofotometricno metodo.

elektromagnetnega spektra.

Najbolj uporabna in razsirjena je UV/VIS spektroskopija, s katero merimo absorpcijo neke
Ciste snovi v podrocju ultravijolicnega (UV) valovne dolzine med 190 in 335 nm in vidnega dela
svetlobe (VIS) med 336 in 800nm. Veliko bioloskih molekul vsebuje kemijske skupine, ki
absorbirajo svetlobo — kromofore. Ob absorpciji fotonov preidejo elektronu v kromoforu iz nizjega
energetskega nivoja v visji (preskok iz ene orbitale v drugo). Vrnitev elektronov na osnovni nivo je
hitra in sledi jih absorpcija novega fotona. Razlicni kromofori absorbirajo svetlobo razlicnih
valovnih dolZin. Valovno dolzino pri kateri je absorpcija svetlobe najvecja imenujemo absorpcijski
maksimum. Absorpcijski maksimum vecine proteinov je pri 280nm, DNA in RNA absorbirata pri
260nm.

Za merjenje absorpcije uporabljamo spektrofotometre. Vzorec katerega absorpcijo Zelimo
izmeriti raztopimo v ustreznem topilu in ga nalijemo v posodico iz plastike, navadnega ali
kvar¢nega stekla — kiveto. Spektrofotometer ima svetlobni vir. Svetloba iz vira potuje na
monokromator, ki naravna Zeleno valovno dolZino, potem pa skozi rezo in vzorec. Kromofori
absorbirajo doloceno koli¢ino svetlobe, zato je intenziteta Zarka, ki zapusti kiveto manjsa od
intenzitete Zarka, ki je vstopil vanjo. Razmerje intenzitet (I/l;) imenujemo transmitenca (T).
Steviléna vrednost, ki nam jo poda spektrofotometer pa predstavlja negativni logaritem
transmitence in jo imenujemo absorbanca (A).

A=-log T =-log (I/1o)

Absorbanca je premo sorazmerna s koncentracijo snovi in dolZini kivete (Lambert-Beerov
zakon):

A=c*|*e

¢ = koncentracija snovi (mol/L tudi g/L); | = dolZina kivete oz. pot Zarka skozi vzorec (cm)
£ = molarni ekstinkcijski koeficient ((I/mol cm) tudi (I/g cm))

Uporabnost UV/VIS spektroskopije je zelo Siroka. Lahko jo uporabljamo za kvantitativno
analizo, tako da s pomocjo Lanbert-Beerovega zakona doloc¢imo koncentracijo snovi, ali pa tudi za
kvalitativno analizo oz. dolocanje vrste snovi v vzorcu.
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Pri direktni spektrofotometri¢ni metodi gre za najenostavnejsi pristop kvantifikacije proteinov v
raztopini. Metoda izkoris¢a dejstvo, da proteini v raztopini absorbirajo svetlobo valovne dolZine
280nm. Prednost te metode je enostavnost, slabost pa slaba toénost, saj lahko metodo moti
prisotnost povrsinsko aktivnih snovi, nukleinskih kislin in drugih delcev.

Ker je absorbanca premo sorazmerna koncentraciji snovi, lahko enostavno izra¢unamo
koncentracijo proteinov v neznanem vzorcu z uporabo standardnega vzorca.

As=cs*1*e in Ay=cy*l*¢
| = konst > | *e=k
As/Ay = (cs*k)/(cv*k)
Cv=Cs * As/Ay

Tocnost rezultatov izboljSamo z vecjim Stevilom meritev redcitev razlicnega vzorca.
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2.2 1ZVEDBAVAIE

MATERIALI

spektrofotometer, kivete, epice, mikropipete, fizioloska raztopina, standardni vzorec (BSA)
(c=2mg/ml)

POSTOPEK

e Pripravi redcitve standardnega vzorca tako da dobi$ po 1 ml raztopin s koncentracijami 1,5
mg/l, 1 mg/l, 0,6 mg/lin 0,2 mg/I

e Standardom izmeri absorbanco, narisi graf A(c) in izracunaj koeficient k (A=k*c)

e Vzorcem z neznano koncentracijo izmeri absorbanco in izracunaj njihovo koncentracijo.

cs (mg/ml)

As

Cisti vzorec

2

Redcitev 1

1,5

Redcitev 2

1

Redcitev 3

0,6

Redcitev 4

0,2

Av

¢y (mg/ml)

V1

V2

V3

V4

V5

V6

V7

V8

V9

V10

V11

V12
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3 HOMOGENIZACUA IN EKSTRAKCIA LIPIDOV IZ SVINJSKIH JETER
TER DOKAZ PRISOTNOSTI HOLESTEROLA

3.1 TEORETICNE OSNOVE

3.1.1 Lipidi

Lipidi so nepolarne organske molekule, ki so netopne ali slabo topne v vodi oz. polarnih topilih in
topne v nepolarnih organskih topilih (eter, kloroform, benzen). V Zivih organizmih so glavna
komponenta celicnih membran in membran organelov. Kemiéno so to glicerofosfolipidi,
sfingolipidi in holesterol.

Mascobne kisline so karboksilne kisline z dolgimi hidrokarbonskimi stranskimi verigami. V naravi
se obi¢ajno ne nahajajo v prosti obliki, pa¢ pa estirificirane in v taki obliki nastopajo kot
komponente bioloSko pomembnih lipidov. Pri Zivalih in rastlinah so glavne mascobne kisline s 16
do 18 C atomi v stranski verigi. Pogosto so nenasi¢ene in vsebujejo eno ali ve¢ dvojnih vezi v
stranski verigi. Fizikalne lastnosti mascobnih kislin-topnost, fluidnost, so odvisne od nasicenosti.
Vec je dvojnih vezi bolj fluidne so mascobne kisline.

Vecina Zivalskih mascob je triacilglicerolov, imenovani tudi triacilgliceridi ali nevtralni lipidi. So
nepolarne, v vodi netopne substance. Kemi¢no so triestri mas¢obnih kislin in glicerola. Njihova
glavna bioloska funkcija je, da sluZijo kot rezervoar energije pri Zivalih, ne sestavljajo pa bioloskih
membran. Mascobna kislina je lahko na vseh treh mestih enaka ali pa so razliéne. Ker so mascobe
zelo ucinkovita oblika skladis¢enja metabolne energije, specializirane celice adipociti sintetizirajo in
skladiscijo triacilglicerole. Adipozno (mascobno) tkivo se nahaja pod koZo, najve¢ pa ga je v
trebusni votlini.

karboksilna

skupina kisline stearinska kislina

IR BT )
LRSS
—=C=C=C=C~
| IR/ LA |
H H H H

linolejska kislina

lipid (triglicerid)

Slika 16: Struktura triacilglicerida.

22



Laboratorijske vaje iz Biokemije in Molekularne biologije

Glicerofosfolipidi (ali fosfogliceridi) so glavna lipidna komponenta membran. Sestavljeni so iz
glicerola, in z estersko vezjo vezane fosfatne skupine ter dveh mascobnih kislin (Slika 17).
Glicerofosfolipidi so AMFIPATICNE molekule, imajo polarno (hidrofilno) glavo (nabita fosfatna
skupina) in nepolaren (hidrofoben) rep iz dolgih alifatskih verig. Preko fosfo diesterske vezi se
lahko na glicerofosfolipide veZejo razlicne skupine; holin, etanolamin, serin, glicerol, inositol.

glicerofosfolipid
licerol Gl 2
glicero fosfolipidni dVOSl.Oj —_—

o] _——
Hidrofilni
\ ‘{

CHa
R—0—P==07

|
(o] 0
fosfat (¢} |
C

C\H? CH;

~cH

C{*z CH;

/CH;

- ' ‘

CH: CH; { ;
S ~
/CH; /CH; \)
C\Hz C{b - \

CH; CH; o \

verige maséobne kisline o g

N N

CHy  CHy

Hidrofobni

CH; CH;

7
C{'? C:':
CH;  CH;
£ A
C\H7 C{b
/CH; oz CH;
CH CH;
NeHy cH

Slika 17. Strukturna formula glicerofosflipida (levo); fosfolipidni dvosloj kot glavha komponenta
celicne membrane.

Sfingolipidi so tudi pomembne lipidne komponente membran. So derivati C;3 amino alkoholov;
sfingozina in dihidrosfingozina (Slika 18).

sfingozin OH
/\/\/\/\/\/\/\)\'/CHZO =t
H
mascobna kislina (I)

Slika 18. Struktura sfingolipidov. Na R mesto se lahko veZejo razliche komponente; ceramidi
imajo vezano dolgo nenasi¢eno mascobno kislino, glikosfingolipidi sladkorje.
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Lipoproteini

Lipidi, kot so triacilgliceroli, fosfolipidi in holesterol, so v vodnem polarnem okolju slabo topni. Zato
njihov transport v plazmi poteka v kompleksu s proteini. Tako nastanejo lipoproteini, to so
globularne strukture, sestavljene iz nepolarne sredice (lipidne komponente) obdaja pa jih plas¢
amfifilnih proteinov, ki omogoca boljSo topnost (Slika 15). Na osnovi njihove bioloske funkcije in
fizikalnih lastnosti jih delimo v pet skupin:

= Hilomikroni. Transportirajo zunanje (dietarne) lipide-triacilglicerole in holesterol iz
Crevesja v tkiva.

= VLDL, IDL, LDL (angl. very low, intemediate, low density liporoteins). Skupina podobnih
lipoproteinov, ki transportirajo endogene (v organizmu sintetizirane lipide), triacilglicerole
in holesterol iz jeter v tkiva Jetra sintetizirajo triacilglicerole iz prebitka ogljikovih hidratov.

= HDL (angl. high density lipoproteins). Transportirajo endogeni holesterol iz tkiv v jetra.

LIPOPROTEIN
A

B s

s

Proteinsko komponento tvorijo t.i. apolipoproteini
oz. apoproteini (Slika 19). Vsaj devet razlicnih
apoproteinov je opisanih pri ¢loveku. So dobro
vodotopni in tvorijo z lipidi le rahlo asociacijo.

4
apolipoprotein

Triacilglicerol in |
esterificiran
holesterol

Gostota lipoproteinov raste s krajSanjem premera
liporoteina.

Slika 19: Struktura lipoproteina

Med pomembnejsimi nepolarnimi lipidi je holesterol, ki sluzi kot gradnik celicne membrane ter
prekurzor za Stevilne steroidne hormone, vitamin D in Zol¢ne soli. Spada v skupino steroidov. Vsi
steroidi imajo tri Sestclenske in en petclenski obroc. Steroidi se med seboj razlikujejo po Stevilu in
polozaju dvojnih vezi, stranski verigi in Stevilu in vrsti funkcionalnih skupin. Organizem dobi
holesterol iz hrane in tudi z endogeno sintezo, ki poteka predvsem v jetrih.
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HO

Slika 20: Strukturna formula molekule holesterola.

Skupna lastnost vseh lipidov, ki jih loci od ostalih treh skupin bioloskih makromolekul (proteinov,
nukleinskih kislin in ogljikovih hidratov), je njihova netopnost v vodi. Lipidi se raztapljajo ve¢inoma
v organskih topilih, zato je ekstrakcija s temi topili tudi osnova za njihovo izolacijo.

Pri vaji bomo spoznali postopek homogenizacije, s katerim bomo iz jeter sprostili vsebino celic. S
centrifugiranjem bomo nato od vsebine celic locili od delov celicnih membran in s pomocjo
ekstrakcijo izolirali lipide.

Liberman Buchardova reakcija

Liberman Buchardovo reakcijo uporabljamo za ugotavljanje prisotnosti holesterola. Pri reakciji
pride do acetilitanja hidroksilne (-OH) skupine na 3. C atomu holesterola, kar obarva produkt
zeleno do zeleno-modro.

3.1.2 Homogenizacija

Homogenizacija je v biokemiji proces razbitja celi¢nih sten in membran, s katerimi
sprostimo celi¢no vsebino. Produkt homogenizacije je homogenat, ki ga v idealnem primeru
sestavljajo citoplazma, fragmenti celicnih membran in sten ter neposkodovani organeli. Tehnike
homgenizacije so lahko fizikalne ali kemijske in jih narekuje vrsta materiala, ki ga hofemo
homogenizirati.

Fizikalne metode: Mehka Zivalska tkiva po navadi grobo homogeniziramo z elektri¢nimi

mesalci in noZi (palicni mesalnik, multipraktik). Za bolj ucinkovito homogenizacijo uporabimo
Elvejham-Potterjev homogenizer, ki je sestavljen iz vrteCega se bata, ki ga poganja elektromotor, in
steklene epruvete, v katero nalijemo grobi homogenat (slika 21).
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Slika 21: Elvejham-Potterjev homogenizer.

Za homogenizacijo rastlinskih tkiv uporabimo tudi terilnico. Bakterijske celice, ki imajo zelo trde
stene, moramo razbit z uporabo vecje sile, bodisi z visokim pritiskom (francoska presa) ali z
uporabo ultrazvoka.

Kemijske metode: Celice lahko razgradimo tudi z uporabo razli¢nih encimov, kot so lizocim (ki
razgrajuje celi¢no steno bakterij) in fosfolipaze (ki razgradijo celicne membrane). Homogenizacija
potece tudi, ¢e tkivo izpostavimo avtolizi.

3.1.3 Ekstrakcija

Ekstrakcija je preparativna metoda, pri kateri dolo€eno snov izoliramo iz tekoce ali trdne zmesi
tako, da jo raztopimo v drugi fazi (obicajno tekoci), v kateri naj se ostale zmesi ne bi raztapljale. Za
ekstrakcijo izberemo tako topilo, katerega polarnost (relativna dielektricna konstanta) je ¢im bolj
podobna polarnosti snovi, ki jo Zelimo izolirati. Izra¢unano razmerje med koncentracijami topila in
topljenca v eni in drugi fazi nam podaja porazdelitveni koeficient. Ta je vecinoma vedji, ¢im bolj
podobni sta dielektricni konstanti topila in topljenca, vendar pa nikoli ne doseze vrednosti 1.
Beljakovine, nukleinske kisline in ogljikovi hidrati so vecinoma polarne snovi in jih najlaZje
izoliramo s polarnimi pufrskimi raztopinami. Za izolacijo nepolarnih snovi, kot so lipidi in vecina
pigmentov pa uporabimo manj polarna organska topila, kot so kloroform, eter ali aceton.
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Po koncani ekstrakciji bomo prisotnost holesterola preverili Liberman-Burchardovo reakcijo, ki jo
poznamo Ze iz lanskih vaj. Pri tej reakciji pride do acetiliranja —OH skupine na 3. C atomu
holesterola.

Jetra med drugim vsebujejo tudi velik delez encima katalaze, ki spada med proteine in katalizira
razgradnjo vodikovega peroksida na vodo in kisik.

2H,0, > 2H,0+0,

Z dodatkom H,0, k vzorcu se zato zacnejo sproscati kisik, ki ga lahko opazimo v obliki mehurckov
in s tem dokaZzemo prisotnost katalaze. Prisotnost bomo preverjali v vseh fazah eksperimenta.
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3.21ZVEDBA VAIJE

MATERIALI

Sveza jetra, H,0,, fizioloska raztopina (NaCl, 9 g/L), zmes metanola in kloroforma (2:1; V:V), led,
pali¢ni mesalnik, ¢ase

POSTOPEK

e QOdrezite koscek jeter (kepico s premerom 3 mm) in jo dajte v epruveto z 2 mL H2 O2. Hitrost
reakcije ocenite z od 0 do 4 (0 = ni reakcije, 1 = pocasna, 2 = zmerna, 3 — hitra, 4 = zelo hitra oz.
pene dosezZejo vrh epruvete).

e V Caso natoci 50 mL fizioloske raztopine ohlajene na 4 °C (dve skupini namesto fizioloske
raztopne uporabita destilirano vodo), in dodaj za dve Zlici nastrganega tkiva jeter.

e Caso postavimo na led in dobro preme$amo ter suspenzijo jeter homogeniziramo s pali¢nim
mesalnikom, tako da ni vec vidnih vecjih delcev.

e Homogenat testiramo na katalazno aktivnost tako, da k 2 mL H202 dodamo kapljico
homogenata in ocenimo hitrost reakcije.

e Homogenat prelijemo v plasticne centrifugirke, jih natan¢no uravnovesimo in centrifugiramo
10 min pri (10 000 vrtlj / min) in 4 °C.

e Supernatante in homogenate testiramo na katalazno aktivnost.

e Supernatant shranimo v plasti¢ni epruveti s pokrovckom v v zmrzovalniku pri 25°C, do
naslednje vaje za izolacijo proteinov iz sedimentov pa ekstrahiramo lipide.

e V centrifugirko s pal¢ko natla¢imo pribliZzno 1 mL sedimenta in dodamo 3,75 mL mesanice
metanola in kloroforma (2:1) ter ekstrahiramo (mesamo s palcko) 5 min.

e Centrifugiramo 5 min pri 3000 vrtlj/min in sobni temperaturi.

e Supernatant zlijemo v Cisto epruveto, sediment pa Se enkrat ekstrahiramo s 3,75 ml mesSanice
metanola in kloroforma.

e Po centrifugiranju supernatanta zdruzimo, sediment pa zavrzemo.

e Ksupernatantu dodamo 1 ml destilirane vode, da se pojavi dvofazni sistem.

e Spodnjo kloroformno fazo (ki vsebuje lipide) odpipetiramo.

e Obe fazi testiramo s H202 na katalazno aktivnost.
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4 DOLOCANJE HOLESTEROLA Z LIEBERMAN BUCHARDOVO
REAKCIO

4.1 I1ZVEDBAVAIE

Potrebscine: Holesterol, kloroform, jajéni rumenjak, konc. H,SO,, acetanhidrid, spektrofotometer

won e

N o vk

Pripravi raztopino holesterola v kloroformu koncentracije 0,2 g/l

Pripravi raztopino 0,5 ml jajcnega rumenjaka v 1,5 ml kloroforma

K raztopini kloroforma in raztopini jajcnega rumenjaka, kot tudi kloroformski fazi iz
prejsnje vaje, dodaj 15 kapljic acetanhidrida.

Premesaj in ohladi pod vodo

Dodaj 5 kapljic koncentrirane H,SO, in pocakaj da se razvije barva (15-20 min)

S spektrofotometrom izmeri absorpcijo pri 680 nm

Koncentracijo holesterola izracunaj po formuli iz razmerja absorbanc

C(g): A/zorca .C

s tan dard
L A&s tan dard
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5 IZOLACIJA DNA IZ VZORCEV KRVI

5.1 TEORETICNE OSNOVE

5.1.1 Nukleinske kisline

Nukleinske kisline so polimerne bioloSke makromolekule. Poleg proteinov so nukleinske kisline
najpomembnejSe bioloske makromolekule, ki jih najdemo v vseh Zivih bitjih, kjer kodirajo,
prenasajo in izrazajo genetsko informacijo. Niz nukleotidov nanizani skupaj v posebnem zaporedju
predstavljajo mehanizem za shranjevanje in prenasanje dednosti ali genetske informacije preko
sinteze proteinov.

Med nukleinske kisline spadajo deoksiribonukleinska kislina (DNA) in ribonukleinska kislina
(RNA). Sestavljeni sta iz manjsih podenot, ki jih imenujemo nukleotidi. Vsak nukleotid je sestavljen
iz ostanka fosforne kisline (fosfat), sladkorja riboze (RNA) ali deoksiriboze (DNA) ter organske baze.

Glavna razlika med DNA in RNA je ta, da je je DNA molekula dvoverizna DNA pa enoverizna.

- adenin
I gvanin
u uracil
G citozin
bazni pari ([ G
azni pari P = fosfate
adenin timin R =riboza

C— )

gvanin citozin

ogrodje
sladkor - fosfat

Slika 22: Zgradba DNA (levo) in RNA (desno)
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Razlike med DNA in RNA so podane v spodniji tabeli:

Lastnost

Struktura

dvoverizna enoverizna*

Baze adenin, citozin, gvanin, timin adenin, citozin, gvanin, uracil

Sladkor

deoksiriboza riboza

* Normalno je RNA enoverizna molekula. Obstajajo pa tudi izjeme — nekateri virusi imajo genome dvoverizne RNA, prav
tako pa se lahko v nekaterih primerih pojavijo strukture nukleinskih kislin s tremi ali Stirimi verigami.

Organske baze delimo na purinske (adenin, gvanin) ter pirimidinske (timin (DNA), citozin, uracil
(RNA)). Baze, ki sestavljajo DNA so prikazane na spodniji sliki.

a) Nukleotid c) Dusikove baze
Fosfatna skupina je vezana NH,

na 5‘ C atom sladkorja ”
I 1 | /L

0—P—0 —5 o, N~ dusikova

| baza W50 e

(o AR S J |
fosfatna - citozin (C) uracil (U) vRNA  timin (T) v DNA
skupina ./ 2 Dusikova baza ‘ v )

s-c 7 s . . ge e
sladkor sevezena 1'C pirimidini
atom sladkorja

b) Sladkorja \ 4

0 NH,
% : =
CcH oH { r\"" N Purini so
—7 O e 57 00 vedji od
gl gl ?\& . N)\NH: 7 pirimidinov
% |

| Y | | A |
H ac—?z H H 3?—?7 H
OH OH OH H gvanin (G) adenin (A)
Riboza v RNA Deoksiriboza v DNA purini

Slika 23: Organske baze, ki sestavljajo DNA.

Strukturo, sestavljeno iz baze in sladkorja, imenujemo nukleozid. Sladkorji in fosfati v nukleinskih
kislinah so med seboj povezani v izmenjujoCi verigi (ogrodje sladkor-fosfat) preko
3',5'-fosfodiesterskih vezi, pri cemer je fosfatna skupina povezuje 3' ogljikov atom enega sladkorja
s 5' ogljikovim atomom naslednjega sladkorija.

31



Laboratorijske vaje iz Biokemije in Molekularne biologije

T
%(")
(o
3’5" H
fosfodiesterska ——
vez o
| ]
C (IZ H
OH H
3 konec

Slika 24: 3',5'-fosfodiesterska vez.

Nukleinske kisline so na splosno zelo velike molekule. DNA molekule dejansko spadajo med
najvecje znane molekule. Njihova velikost variira od 21 nukleotidov (male interferenéne RNA) do
velikih kromosomov (¢loveski kromosom 1 je ena sama molekula in vsebuje 247 milijonov baznih
parov). Celicna DNA tvori ti. dvojni heliks: dve verigi DNA sta med seboj povezani z vodikovimi
vezmi in tvorita dupleks. Vodikova vez se tvori med lateralnimi (nasprotnimi) komplementarnimi
baznimi pari na obeh verigah DNA dupleksa. Taksni bazni pari se tvorijo glede na pravila Watson-
Crick-a: Atvorivezz T, G pasC.

adenin - timin bazni par

N H
55 i3 \)q CH
8 C—rC o C/ 3

5 6 4 S
5 Thasd

N
Cl'/ 4 6§ C—H
N Py
N c\ 4 \
H Y Cy'
adenin (A) timin (T)

gvanin - citozin bazni par

N S
i 9 //CS_GC X C‘—SC\\
N I N @i 6 C—H
3 z/ pe=ry
N=C\ C

—N,
gvanin (G) HI 1

citozin (C)

Slika 25: AT bazni par ima 2 vodikovi vezi, medtem ko se CG par povezuje s tremi vodikovimi
vezmi.
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Za kakrsnokoli analizo DNA (sekvenciranje, pomnozZevanje dolocenega odseka...), je le to potrebno
najprej izolirati iz vzorcev. V medicinskih raziskavah najpogosteje izoliramo DNA iz periferne krvi,
natancneje iz limfocitov. V postopku izolacije je potrebno celice najprej razbiti, nato DNA oboriti,
jo odistiti necisto€ in nazadnje zopet raztopiti za nadaljnjo uporabo.
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IZVEDBA VAIJE

Izolacija DNA iz krvnih vzorcev po postopku s TRI reagentom

Zbiranje limfocitov

v 1,5 mL epico odvzamemo 650 pL krvi

dodamo 650 pL pufra PBS

premesamo

v novo sterilno 2 mL epico odmerimo 650 puL Ficolla

na Ficol previdno nanesemo 1300 pL suspenzije krvi in PBS-a (kri nalivamo ob steni zelo
pocasi in pazimo, da se ne pomesa s Ficol-om).

—— Vzorec krvi

— Ficol

centrifugiramo pri 1800 rpm, 30 min, pri 18 °C
prvo fazo (serum in trombociti) odsesamo

= drugo fazo z limfociti prenesemo pipeto v novo 1,5 mL sterilno epico

— serum in trombociti
— limfociti

— Ficol
— eritrociti

dodamo 1 mL PBS-a

centrifugiramo pri 1400 rpm, 15 min, pri 18 °C
odsesamo supernatant

dodamo 650 pL PBS-a

centrifugiramo pri 1400 rpm, 15 min

odsesamo supernatant v celoti (pomagamo si s pipeto)

Izolacija DNK s TRI reagentom

e dodamo 260 puL TRI reagenta celice razbijamo s pipetiranjem

e inkubiramo 5 min na sobni temperaturi

e dodamo 52 L kloroforma
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e zapremo epice in vorteksiramo 15 s
e vzorce inkubiramo na sobni temperaturi 5 min
e mesanico centrifugiramo na 12000 x g, 15 min pri 4 °C, da se loci v tri faze
- spodnja rdeca — proteini
- vmesna bela—DNA
- zgornja prozorna — vodna raztopina RNA
¢ vodno fazo odstranimo, preostanek uporabimo za izolacijo DNK
e po odstranitvi vodne faze za izolacijo RNA, DNA precipitiramo iz vmesne faze in organske
faze tako, da dodamo 100 plL 100 % etanola
e premeSamo z obracanjem in pustimo stati 2 — 3 min na sobni temperaturi
e centrifugiramo pri 2.000 x g, 5 min pri 4 °C
e odstranimo supernatant in ga uporabimo za izolacijo proteinov
o pelet DNA 2-krat speremo v 260 uL 0.1 M natrijevega citrata/10 % etanolu
e med vsakim spiranjem naj pelet DNA stoji (z ob¢asnim mesanjem) 10 min
e centrifugiramo pri 2.000 x g, 5 min pri 4 °C.
e resuspendiramo DNA pelet v 430 uL 75 % etanola
e to naj stoji 10 — 20 min pri sobni temperaturi
e centrifugiraj pri 2.000 x g, 5 min pri 4 °C

supernatant zavrzemo, pelet DNA pa posusimo na zraku in ga raztopimo v 20 uL H,0 s
ponavljajoéim pipetiranjem z mikropipeto
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6 PCR reakcija in gelska elektroforeza (Genetski test za odpornost
na AIDS)

6.1 TEORETICNE OSNOVE

Pri tej vaji bomo izvedli molekularno genetski test za naravno odpornost na AIDS. Priblizno 1%
ljudi ne zboli za AIDS-om kljub temu, da so HIV pozitivni, ker imajo mutacijo (delecijo 32 bp) v
genu CCR5 na obeh alelih (so homozigoti). Nadaljnjih 10% ljudi ima mutacijo v genu CCR5 na
enem alelu (so heterozigoti) in zato se pri njih simptomi AIDSa pojavijo kasneje in v bolj blagi
obliki. Gen CCR5 kodira za membranski receptor na celicah T limfocitov in je nujno potreben za
vstop virusa HIV v celico T limfocitov.
Laboratorijske tehnike molekularne biologije in mikrobiologije, ki so sestavni del genetskega testa
so:

Izolacija DNA, RNA in proteinov iz krvi z TRI reagentom.

Pomnozevanje posameznega odseka DNA z uporabo verizne reakcije z encimom

polimeraza (ang. PCR= Polymerase Chain Reaction).

3. Analiza PCR produktov na agaroznem gelu.

CCRS
kemokinski
receptor

makrofag/dendritska celica

Slika 26: Receptorja CCR5 in CD14 na povrsini celice makrofaga ali dendriti¢ne celice.

6.1.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)
Verizna reakcija s polimerazo, znana tudi pod anglesko kratico PCR (Polymerase Chain Reaction), je
metoda, ki omogoca kopiranje odsekov DNA s pomocjo encima DNA-polimeraze. Lahko recemo,

da s to metodo kloniramo DNA, ne da bi za to potrebovali Zive celice, to pa pred odkritiem PCR
prakti¢no ni bilo mogoce
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Kopiranje odsekov DNA poteka tako, da uporabimo dve kratki molekuli DNA, ki sta
komplementarni zacetnemu in konénemu delu segmenta, ki ga Zelimo kopirati, dodamo encim,
raztopino soli in deoksiribonukleotide (gradnike DNA). Reakcija poteka verizno; to pomeni, da jo
veckrat ponovimo. Pri vsaki ponovitvi se Stevilo kopij pomnoZevanega odseka podvoji; tako lahko
po 20 ponovitvah reakcije dobimo iz 1 kopije DNA teoreti¢no vec¢ kot 1 milijon kopij. Temperatura
reakcije se mora kontrolirano spreminjati. Za vezavo kratkih molekul DNA (zacetnih
oligonukleotidov) na matrico, ki jo Zelimo pomnoZevati, je namre¢ nujno, da je matrica v
enoverizni obliki, to pa doseZzemo tako, da DNA za kratek ¢as segrejemo na 92 °C ali vec (to stopnjo
imenujemo denaturacija DNA). Da pride do prileganja zacetnih oligonukleotidov na matrico je
treba temperaturo spet zniZati (na 50 - 65 °C) (pripenjanje zacetnih oligonukleotidov), nato pa spet
prilagoditi pogojem, ki so optimalni za delovanje DNA-polimeraze — 72 °C (polimerizacija).

PCR izvajamo v natancnih termostatih, ki jih je mogoce programirati. Dolo¢imo lahko temperature,
trajanje inkubiranja, Stevilo ponovitev ciklov in podobno.

Regija, S BEERE] T T
kijozelimo 3 L

T

1
( v pomnogziti l a8 °C
X Sl o B I A Denaturacija

Temperaturo povisamo, da
3 11113313131331331333313 OS¢ verigiDNAlotita

l 48 do72°C

 EEBEEBEEEEEEEEEEEEE] Pripenjanje zacetnih oligonukelotidov
5 Primer .. 3 Prirace Temperaturo znizamo, pri cemer se zacetni
yA1111319993113391318331 % ohgonul.('elotldlkomplementarnovezejo
¥ na matricno DNA
l 68 do72°C

’Lys:llllllllﬁ\lllillll": PodaljSevanje
Nastajajoa <3“L'LJ-J’A'\('\.£§)J—LLL ? Polimeraza podaljsa zacetne oligonukleotide,
DNA veriga 5 ‘I’T‘T—l—l{\"l_'.FTT'TTT 3 tako dase tvori nova nastajajoca DNA veriga
3-Illlll]ll\lellllllS"V

|

1.cikel 2.cikel 3.cikel kBl s > 30.cikel
fevavoveriovossreosQViPeIsEIReRASEINTY ST S CEEes sttt 231=2 milijardakopij

T T e 088800 000080088001

22= 4 kopije TIOCOOIOOO I 1 OO

23 = 8 kopij A0RRRAIRRANTRII
W Eksponencialno pomnoZevanje
Postopek poteka v ciklih, tarCna regija
2%= 16 kopij se pomnozuje eksponencialno

25= 32 kopij

Slika 27: Shematski prikaz PCR reakcije
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Ker se v vsakem ciklu Stevilo molekul podvoji, lahko Stevilo molekul Zelenega odsega DNA
izra¢unamo po naslednji formuli:

N=Ny*2"

(N=s8t. molekul, No= zacetno st. molekul, n=st.ciklov)

V prvih nekaj ciklih nastajajo pridelki neposredno s pomnoZevanjem matricne DNK, tu nastajajo
tudi mnogi nezeleni, nespecifi¢ni produkti. Kasneje je s pomnoZevanjem nastalih produktov, rast
Stevila produktov iz cikla v cikel eksponentna. Po dolocenem Stevilu ciklov (obi¢ajno 35 do 45)
pride do t.i. efekta PCR platoja, tj. ko novi produkti ne nastajajo vec, zato ni smiselno povecevati
Stevila ciklov v neskoncnost. Vzrok za efekt platoja je verjetno ta, da zaradi prebitka pridelkov PCR,
pri prilepljanju zacetnih oligonukleotidov le-te izpodrinejo, se kompetitivno veZejo nazaj na drugo
verigo DNK. Zato in da bi nastalo ¢im ve¢ produkta dajemo v reakcijo zaetne oligonukleotide v
prebitku.

6.1.2 Racunanje koli¢in reagentov potrebnih za uspesno PCR reakcijo

Za PCR reakcijo potrebujemo naslednje reagente:
® Vzoréno DNA
® Mononukleotide (ANTP)

® MgCI2 (nekateri pufri ga Ze vsebujejo)

® Ppufer
® Primerl
® Primer?2

® Polimerazo

Da bo PCR reakcija uspesna in da bomo dobili produkte iz katerih bo razviden Zelen rezultat,
moramo izbrati optimalne kolicine vsakega od reagentov.
Najpogosteje delamo 10 pL reakcije, kar pomeni, da je konéen skupen volumen reakcijske
mesanice 10 pL.
Kolic¢ine potrebne vzoréne DNA, dNTP, pufra (z MgCl2) in encima polimeraze so enake za vsako
klasicno PCR reakcijo, med tem ko moramo optimalno koli¢ino obeh primerjev doloiti
eksperimentalno, saj se le ta razlikuje glede na par primerjev.
Koli¢ino dolocenega reagenta potrebnega v neki reakciji izrazimo s koncentracijo — koli¢ino snovi v
volumski enoti.

e Masna koncentracija: g/L (oz. g/mL, pug/uL, ng/uL...)

o DNA
e Molarna koncentracija: mol/L =M (mmol/L=mM, mmol/ml = M...)
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o dNTP, MgCl2, primer-ji
e koncentracija encimov: U/L (U/uL...)

Koncentracija DNA

Eksperimente, kot so razlicne oblike PCR reakcije izvajamo vecinoma tako, da uporabimo 50 ng
vzoréne DNA.

Po izolaciji DNA vzorcem izmerimo koncentracijo s spektrofotometri¢cno metodo in sicer tako, da
izmerimo absorbanco pri valovni dolzini 260 nm. Vse vzorce je najbolje razredditi z vodo na isto
koncentracijo — najpogosteje na 25 ng/uL, ter nato v eksperimentih uporabljati 2 pL tako
razredcene DNA.

Za izracun vode in raztopine DNA, ki jo moramo dodati, uporabimo naslednjo formulo:

c*V =cl1*V1+c2*V2 V=V1+V2

C... konéna koncentracija (25ng/uL)

V... koncen volumen

cl...  koncentracija raztopine izolirane DNA

V1... volumen raztopine izolirane DNA (ki ga moramo dodati, da dobimo Zelen koncni volumen z
Zeleno koncentracijo)

cl...  koncentracija DNA v vodi = 0!

V1... volumen vode (ki ga moramo dodati, da dobimo Zelen koncni volumen z Zeleno
koncentracijo).

Pufer, dNTP in polimeraza

Pufer v reakcijski meSanici vzdrzuje ustrezen pH v katerem encim polimeraza optimalno deluje.
Nekaterim pufrom je dodan tudi MgCl,.

dNTP-ji oz. mononukleotidi morajo biti prisotni, da se iz njih zgradijo nove verige oz. produkt.
Zadostna koncentracija za klasi¢en PCR je 200 uM za vsak posamezen nukleotid (ATP, CTP, GTP,
TTP). Za lazje delo si navadno pripravimo koncentrirano mesanico vseh Stirih dNTP-jev, ki vsebuje
10mM vsakega dNTP, in jo uporabljamo za pripravo reakcijske mesanice.

Koncentracija encimov je vedno podana v enotah (U) na enoto volumna. Koli¢ina polimeraze, ki
zadosca za uspesno PCR reakcijo s konénim volumnom reakcijske meSanice 10 uL je 0,5 U, oz.
ustrezno vecja v kolikor delamo z vecjim volumnom, kar pomeni 0,05 U/pL.

Optimizacija temperature in koli¢ine primerjev
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Optimizacijo PCR zac¢nemo z iskanjem najustreznejSe temperature pripenjanja primerjev. To
naredimo tako, da naredimo reakcijsko mesanico z maksimalno koli¢ino primerjev ter to mesanico
dodamo 7krat k istemu vzorcu (ki je nanesen v 7 Zepkov stripa oz. v 7 mikrotubic) ter tudi k vodi
(negativna kontrola). Za vsako izmed 7 ponovitev izvajamo PCR pri razlicni temperaturi pripenjanja
primerjev. Vse skupaj delamo v duplikatu (za 2 vzorca) ter na koncu na gelu preverimo, pri kateri
temperaturi nastanejo najlepsi produkti in najmanj oz. ni¢ nespecifi¢nih produktov.

Tudi optimalno koncentracijo primerjev dolo¢imo eksperimentalno. Praviloma je PCR reakcija
ucinkovitejSa, ¢e je koncentracija visja, vendar pa prevelika koli¢éina primerjev privede do
nespecificne vezave le teh, kar vodi v nastanek nespecificnih produktov ter tvorbo primerskih
dimerov.

6.1.3 Gelska elektroforeza

Gelska elektroforeza poteka v agaroznem ali pa poliakrilamidnem gelu, v pufru, ki omogoca
stabilen pH in elektri¢no prevodnost. DNK je negativno nabita in potuje proti pozitivni elektrodi.
Namen elektroforeze je preparativni ali analitski. Obi¢ajno poleg pridelka PCR ali odsekov DNK
dodamo $e velikostni marker, da lahko ocenimo velikost nastalih pridelkov PCR. Vecje molekule
DNA so namrel teZje in potujejo pocasneje v primerjavi z manjSimi. Na takSen nacin lahko
ugotovimo za kateri alel DNK vsebuje dolocen vzorec.

Slika 28: Detekcija DNA na agaroznem gelu.

Ker gre pri mutaciji del32 na genu CCR5 za delecijo 32 baznih parov, bodo produkti PCR reakcije
vzorcev z mutacijo 32 bp krajsi — potovali bodo hitreje in bodo na gelu vidni nizje.
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CCRS rs333 N/N N/del32 del32/del32
N/N  N/del32 del32/del32

225

193

Slika 29: Shema in slika detekcije DNA na agaroznem gelu za SNP rs333 na genu CCR5

41



Laboratorijske vaje iz Biokemije in Molekularne biologije

6.2 I1ZVEDBA VAIE

1. V Zepek stripa odpipetiraj 2 uL DNA raztopine (dodaj kontrolne vzorce in H,0)!
2. Pripravite reakcijsko zmes v 0,5 mL epico.

St. vzorcev ‘
DNA
H20 \

pufer
MgCl2

dNTP
primer 1

primer 2 ‘

TAQ polimeraza

Reakcijsko zmes premesaj na vorteksu.

V vsak Zepek z DNA dodaj 18 L reakcijske zmesi

Strip pokrij s pokrovékom, pazi da tesni in vloZi v termociklizator (aparat za PCR).

PozZeni ustrezen program na aparatu PCR za 35 ciklov.

Po koncani reakciji (reakcija traja priblizno 1,5 ure) vzemi vzorce iz aparata in produkte
nanesi na agarozni gel.

No v ks~Ww

Analiza PCR produktov na agaroznem gelu

Uporabili bomo nosilec dimenzij 7 cm x 8 cm. Za gel z Zeleno debelino 0,7 cm potrebujemo: 7 cm
x 8 cm x 0.7 cm ~ 40 mL gelske raztopine. za 2,0 % agarozni gel zatehtamo 0,8 g agaroze (40
mL-2/100) in jo raztopimo v 40 mL 1 x TBE pufra v erlenmajerici. Zmes segrevamo v mikrovalovni
pecici tako dolgo, dokler se agaroza popolnima ne raztopi. Zmes malo ohladimo in dodamo 3,0 uL
etidijevega bromida (kancerogen — pri odmerjanju obvezno uporabljamo rokavice). Sestavimo
nosilec ter vstavimo glavnicek. V nosilec vlijemo pripravljeno zmes in po¢akamo, da se gel strdi.
Odstranimo glavnicek in gel je pripravljen za nanos vzorcev

Ko je gel pripravljen, ga potopimo v 1 x TBE pufer. V Zepke nanesemo vzorce in sicer tako, da 10 pL
vzorca pomesamo s 5 plL barvila 0,25 % ksilen/cianol, 40 % saharoza. Elektroforeza naj tece pri
napetosti 150 V priblizno 20 min.
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7 LABORATORIJSKE PREISKAVE V KLINICNI
HEMATOLOGIJI

7.1 TEORETICNE OSNOVE

Kri je gosto, tekocCe, pretakajoce se notranje okolje organizma, ki je gostejSe od vode. Sestavljena
iz 3000 ml plazme in 2000 ml celic ( slika 1). Plazma je slana tekocina, sestavljena iz 92 % vode. V
plazmi so raztopljene beljakovine ( albumini, globulini, fibrinogen ). 60 % beljakovin v plazmi
pripada albuminom. V plazmi se prenasajo plini (kisik, CO,...), hranila, produkti presnove,
hormoni, vitamini in toplota.

Krvne celice imajo razlicne naloge :
e eritrociti prenasajo kisik in puferirajo kri,
e levkociti skrbijo za obrambo telesa pred vdorom mikrobov,
e trombociti skupaj s koagulacijskim sistemom skrbijo, da ne izkrvavimo.

A) Ocenjevanje teZe celic — dolocanje hitrosti sedimentacije krvi (SE)

Hitrost sesedanja eritrocitov (SE) v citrirani krvi pomeni sesedanje eritrocitov v ¢asovni enoti.

Najpogosteje dolo¢amo hitrost SE po eni uri. Sesedanje eritrocitov je posledica sile teznosti, saj
imajo eritrociti vecjo specificno tezo kot plazma. Kot normalna SE se vrednoti vrednost od 0 do 15
mm/h. Na hitrost zviSevanja SE pa imajo vpliv Stevilna patoloska stanja :

e makromolekule, ki veZejo eritrocite: prisotnost fibrinogena, CRP, IgM

e viskoznost plazme: na spremenjeno viskoznost vpliva predvsem fibirinogen

e izguba elektrostaticnega naboja eritrocitne membrane : nastajajo gruce eritrocitov, kar

poveca teZzo delcev
e velikost eritrocitov: makrociti, mikrociti, sferociti

Za dolocanje sedimentacije se uporablja vec razli¢nih metod, najpogosteje pa metoda dolocevanja
po Westergreen-u.
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Slika 30: Izvedba dolo¢anja SE po Westergreen-u.

B) Preprecevanje krvavitve pri sesalcih — pomen trombocitov in encimov

Hemostaza ali ustavljanje kvavitve je encimski proces, katerega naloga je preprecevanje, da ne
izkrvavimo. Nasproten proces je fibrinoliza ali razgrajevanje krvnega strdka, ki preprecuje
nalaganje strdkov po Zilah. Normalen pretok krvi je odvisen od ravnotezja med obema sistemoma.
Ce pride do pogkodbe Zile, se ta skréi in preprecuje iztekanje krvi. Na mestu poskodbe se pri¢no
nabirati trombociti, ki spros$¢ajo energijo in receptorje za vezavo faktorjev koagulacije. Isto€asno se
aktivirajo koagulacijski faktorji preko notranjega ali zunanjega sistema. Nastane rdedi strdek.

C) Dolocanje hemoglobina (Hb) s fotometricho metodo

Poznavanje koncentracije Hb je pomembno, da vemo, ali so celice dovolj oskrbljene s kisikom.

Kadar se koncentracija Hb zniZa, govorimo o slabokrvnosti ali anemiji. Normalne vrednosti se pri
ljudeh razlikujejo glede na spol in starost. Normalna vrednost Hb je od 120 do 160 g/L.

Vrednost hemoglobina dolo¢imo s fotometrom. Kemiéna reakcija nastane v mikrokiveti, po 60 s pa
se pokaZe rezultat. V mikrokiveti je natrijev deoksiholat, ki hemolizira eritrocite in nastane

methemoglobin.

D) Dolocanje krvnih skupin ABO

Na membrani eritrocitov se nahajajo Stevilni antigeni, ki v stiku z neskladno krvjo povzrodijo
tvorbo protiteles in kasnejSo transfuzijsko ( hemoliticno ) reakcijo. Na vajah bomo dolocevali 2
skupini : ABO in Rh.
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ABO sistem : na membrani eritrocita najdemo agutinogene A, B , AB ali pa jih ni, v serumu pa
protitelesa (aglutinini) anti A, anti B, anti AB ali pa jih ni:

Krvna skupina Antigen na eritrocitu Protitelesa v plazmi
4
0 ac] A
brez A ali B antigena »anti-A” in ,,anti-B*
A g
A antigeni ~anti-B
B antigeni el
AB ' Nobeno

A in B antigeni

Slika 31: Antigeni in protitelesa ABO.
Novorojenéek e nima v krvi protiteles ABO. Sele v prvih mesecih po rojstvu se le ta razvijejo in to
proti antigenom, ki jih lastni eritrociti nimajo. V Evropi prevladujeta krvni skupini A in O ( skupaj

80%) .

Rhesus (Rh) sistem : protitelesa prot antigenom Rh se razvijejo Sele po stiku neskladne

krvi, kar imenujemo senzibilizacija. V sistemu Rh je 5 pomembnih antigenov : C, D, E, ¢,in e, med
katerimi ima najvecji antigeni ucinek D. Kri, ki vsebuje antigen D, oznadimo kot Rh D pozitivno,
tisto, ki ji manjka ta antigen pa kot Rh d negativno. V Evropi je 85 % ljudi RhD pozitivnih.

Razlika_ med ABO sistemom in Rh sistemom je v tem, da so aglutinini sistema ABO po

porodu Ze kmalu prisotni, medtem, ko se pojavijo protitelesa anti D Sele po stiku z neskladno
krvjo.
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Dolocitev orientacijske
kKrvne skupme

Slika 32: Doloc¢anje ABO na ploscici.

Za dolocanje krvne skupine uporabljamo serume, v katerih je vedja koli¢ina antigenov -
aglutininov. Za laZjo prepoznavo so serumi obarvani: serum z aglutinini anti B je rumen, serum z
aglutinini anti A moder, serum z aglutinini anti A in anti B je brezbarven. Serum , ki vsebuje
protitelesa anti D je prav tako brezbarven. Princip doloc¢anja krvne skupine je imunoloski in sicer
po mesanju preiskovanceve krvi s testnimi serumi ugotavljamo nastanek ali odsotnost
aglutinacije. Nastanek aglutinacije pomeni reakcijo antigen protitelo.

E) Imunoloska reakcija — aglutinacija eritrocitov

Aglutinacija je imunoloska reakcija, ki nastane pri mesanju neskladne krvi. Vzrok aglutinacije je
reakcija med antigenom in protitelesom. Na membrani eritrocitov so Stevilni antigeni, znacilni za

posameznike in vsaj 30 od do sedaj znanih 400 lahko povzroci

aglutinacijo in hemoliti¢no
reakcijo.
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mesanica krvi krvne skupine O in A

-k**
v @ @

Slika 33: Princip aglutinacije in slika pod mikroskopom (levo).

F) Krvni razmaz pod mikroskopom

Krvne celice nastajajo v rde¢em kostnem mozgu iz maticnih celic pod vplivom rastnih faktorjev v

primernem mikrookolju . V krvni obtok prispejo le zrele , diferencirane celice. nastajanje krvnih

celic se imenuje hematopoeza.

Celice obarvamo in si jih ogledamo pod mikroskopom. Najenostavnejsi nacin barvanja je May-
Grinewald — Giemsa. Na ta nacin se nekatere celice obarvajo rde¢e — eozinofilno, nekatere modro
— bazofilno in nekatere vijolicasto — nevtralno ( slika). Opazujemo velikost celic, izgled jedra,

obarvanost citoplazme, vkljucke, zrnca. Kadar sumimo, da gre za krvne bolezni (levkemije) so
potrebni e drugi nacini barvanja celic.

V krvi zdravega ¢loveka najdemo s tem nacinom barvanja zrele celice:

e Eritrociti so brezjedrne celice, ki se obarvajo rdece. Pod mikroskopom so videti vcasih
zdruZene v skupinah ( roleaux ). Sredina eritrocita je zaradi svoje bikonkavne oblike svetlejsa
od periferije.

e Levkociti

segmentirani  nevtrofilni levkociti so celice , ki so dobile ime po razélenjenem
( segmentiranem) jedru , ter zrncih ( granulih ) , ki se nevtralno — vijolicno obarvajo.
Redkeje ( ob hudih okuzbah) najdemo palicaste nevtrofilce, ki so mlajsi in Se nimajo
raz€lenjenega, segmentiranega jedra.

eozinofilni granulociti : jedro ni tako razélenjeno kot pri nevtrofilcih , zrnca so obarvana
intenzivno rdece. V razmazu se najdejo le ob okuzbah s paraziti.

bazofilni granulociti : citoplazma ima modra velika zrnca. V razmazu zdravih jih redko
najdemo.

limfociti :so srednje velike celice z velikim, vijoli¢astim jedrom , citoplazme je malo.
monociti :velike celice s fizolastim jedrom in svetlo , obilno citoplazmo.

e Trombociti : so majhne, vijolic¢aste celice v skupkih
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7.2 I1ZVEDBA VAIE
MATERIALI
A) Pipeta za dolocanje SE, stojalo, epruveta s citratom, Stoparica
B) Dve epruveti s krvjo, ploscica z vdolbinicami
C) Kapljica krvi, mikrokiveta, fotometer za dolocanje Hb, Stoparica
D) Ploscica za dolocanje krvnih skupin, testni serumi z aglutinini, set za mesanje in redcenje
krvi (jodove palcke, fizioloSka raztopina)
E) Stekelce, dve razli¢ni kapljici krvi nesekladnih skupin, imerzijsko olje, mikroskop
F) Stekelce, pripravljen krvni prapart, imerzijsko olje, mikroskop
POSTOPEK

A) Ocenjevanje teZe celic — dolocanje hitrosti sedimentacije krvi (SE

Epruveto s citratom do oznake napolnimo s krvjo. Epruveto oznacimo (ime, priimek). Kri
dobro premesamo s citratom.

Z epruvete odstranimo pokrov in vanjo potisnemo pipeto za dolocanje SE, ki jo obra¢amo
toliko Casa, da stolpec krvi pride do oznacbe 0.

Epruveto s pipeto vstavimo v stojalo in vklopimo Stoparico.

ZapiSemo si ime in priimek preiskovanca, ¢as pri¢etka merjena SE in stevilko v stojalu.
Vrednost SE v mm/h od¢itamo po eni uri.

B) Preprecevanje krvavitve pri sesalcih — pomen trombocitov in encimov

Iz vsake epruvete prilijemo nekaj kapljic krvi v vdolbinice na plos¢ici. Opazujemo nastajanje
krvnega strdka.

C) Dolocanje hemoglobina (Hb) s fotometricno metodo

H kapljici krvi pribliZamo mikrokiveto, ki zaradi kapilarne aktivnosti vsrka 10 pL krvi.
Mikrokiveto vstavimo v fotometer.
Po 45-60 s odcitamo rezultat.

D) Dolocanje krvnih skupin

Na plos¢ici v 4 vdolbinice z ozna¢bami nakapljamo po 2 kapljici krvi
V vdolbinice nakapljamo serume s protitelesi anti A, anti B in anti AB, v zadnjo pa anti RhD.
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e Kriin serum premesamo pazljivo z jodovo palcko in opazujemo ali se pojavi aglutinacija.

E) Imunoloska reakcija — aglutinacija eritrocitov

e Na stekelce kanemo dve kapljici neskladnih krvnih skupin in jih premeSamo
e Vzorec si ogledamo in Ze s prostim ocesom vidimo aglutinacijo
e Preparat si nato ogledamo Se pod mikroskopom

F) Krvni razmaz pod mikroskopom

e Na pripravljeno objektno stekelce kani 1-2 kapljici olja.
e Glej pod veliko povecavo.
e Najdi vsaj 3 razlicne celice in jih skiciraj.
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