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Stanoveni koncentrace proteint

Jméno:

Obor: Datum provedeni:

TEORETICKY UVOD

Pro stanoveni koncentrace proteind lze vyuzit nékolik metod. Koncentraci Ize stanovit bud’ pfimo z
absorpce ultrafialového (UV) svétla nebo neptfimo kolorimetricky chemickou reakci
aminokyselinovych zbytk( v polypeptidovém fetézci bilkovin s vhodnym ¢inidlem, které po reakci

zmeéni barvu.

Stanoveni koncentrace proteinii z absorpce UV svétla

Tato metoda je zaloZena na skutecnosti, Ze dvé aromatické aminokyseliny, tyrosin a tryptofan,
maji absorpéni maximum kolem 280 nm. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé proteiny obsahuji rlizny
pomér aromatickych aminokyselin, je pro nutné pfi pfimém méfeni absorpce znat extinkéni
koeficient proteinu pfi dané vinové délce. Metoda je proto vyhodnéjsi pro Cisté proteiny nez pro
jejich smési. Absorbanci Ize méfit bud’ pfi 280 nm (absorpce aromatickych aminokyselin tryptofanu,
tyrosinu) nebo pfi 205 nm (absorpce peptidovych vazeb). Je nutné si rovnéz uvédomit, ze vsechny
chemické latky absorbujici pfi danych vinovych délkach budou ovliviiovat vysledky méreni. Hlavni
interferujici latkou absorbujici pfi 280 nm byva nukleova kyselina, kterd ma sice absorpéni maximum
pfi 260 nm, ale jeji absorpce pfi 280 nm je stdle nezanedbatelna. V tomto pfipadé pro primé UV
stanoveni koncentrace pouZivdme vzorec zahrnujici Warburg-Christianovu korekci zplsobenou

nukleovou kyselinou:
c [mg.ml™] = 1,55 x Aygo— 0,76 x Ao (1)

Pti znalosti aminokyselinového sloZeni je poté mozné spocitat molarni absorpcni koeficient proteinu

€580 @ Nasledné dle Lamber-Beerova zdkona i koncentraci prislusného proteinu:
€280 [M™.cm™] = nW x 5500 + nY x 1490 (2)

nW — pocet zbytk( tryprofanu

nY - pocet zbytkd tyrosinu
Hlavni vyhodou této metody je jeji rychlost a jednoduchost. Vzhledem k tomu, Ze u této metody
méreni koncentrace proteinli neni potfeba Zadna chemicka reakce, je Siroce pouzZivana pro detekci

proteinli nebo peptidl v ramci chromatografické separace.
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Stanoveni koncentrace proteini Lowryho metodou

Lowryho metodu poprvé navrhl O. H. Lowry vroce 1951. Je zaloZena na Biuretové reakci,
vyuZivajici reakce médnatych iontl s imidovymi skupinami peptidové vazby v polypeptidovém
fetézci proteinu v alkalickém pH za vzniku iontli médnych, které nasledné reaguji s Folinovym nebo
Folin-Ciocalteauvym (¢ti Cikéltovym) &inidlem. Folin-Ciocalteauovo ¢&inidlo obsahuje kyseliny
fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se redukuji tyrosinovymi zbytky proteini pravé za
katalyzy Cu” iont(, které se generuji v biuretové reakci. Vyslednd heteropolyfosfomolybdenova modf
se stanovuje spektrofotometricky obvykle pfi 750 nm. Lowryho metoda se vyznacuje oproti
biuretové metodé vyssi citlivosti, je vSak citlivda na zmény v pH, kdy pH reakéni smési by mélo byt
drzeno v mezich 10,0-10,5. Nevyhodou metody je tak uzky interval pH reakéni smési, ve kterém je
pouzitelnd, avSak pouZitim malych objem( vzorku (relativné vici objemu reakéni smési) lze tuto

nevyhodu odstranit.

Stanoveni koncentrace proteint dle Bradforda

Metoda je zaloZena na interakci proteinli s barvou Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) v
kyselém prostredi. Pfi navazani barvy na protein se méni barva roztoku z ¢erveno-hnédé na modrou,
pfi¢emz dochazi k posunu absorpéniho maxima barevného komplexu ze 465 nm na 610 nm. Nejvyssi
rozdil absorpcnich maxim ma aniontova forma barvy, kterd se vdze na protein a kterou lze soucasné
spektrofotometricky méfit pfi 595 nm. Za zménu barvy jsou zodpovédné prevainé nékteré bazické
aminokyseliny v polypeptidovém fetézci (Lys, Arg, His). Dale k vazbé na protein pfispivaji i van der
Waalsovy sily a hydrofobni interakce. MnoZstvi navdzané CBB na protein je pfiblizné pfimo iumérné
mnozstvi pozitivnich ndboji na molekule proteinu. Volné aminokyseliny, peptidy a nizkomolekularni

proteiny s barvou neinteraguji. Poprvé metodu popsal M. M. Bradford v roce 1976.

Stanoveni koncentrace proteini bicinchoninovou metodou

Metoda je zaloZena na podobném principu jako Lowryho metoda s tim rozdilem, Ze Cu® ionty,
které se tvori v alkalickém prostredi, se detekuji kyselinou bicinchoninovou (BCA), s kterou tvofi
barevny komplex s absorpénim maximem pfi 562 nm. Poprvé byla metoda popsana P. K. Smithem
v roce 1985. Vyhodou metody je obecné vyssi tolerance ke slou¢eninam, které interferuji v Lowryho
metodé, a soucasné je jen malo citlivd k detergentim a denaturaénim cinidllm (mocovina,

guanidin).
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PRAKTICKA CAST

A. Stanoveni koncentrace proteinii z absorpce UV svétla

Postup prdce:
1. Napipetujte 1 ml nezndmého vzorku 1 a 2 do UV méfici kyvety a zmérte absorbanci roztoku
pfi 280 nm a 260 nm proti blanku, kterym bude destilovana voda.

2. Vzorky 1 a 2 v kyvetdch si ponechejte pro analyzy v dalSich ¢astech ulohy ¢. 7.

Vypocty:
Uréete koncentrace (mg/ml) neznamych vzorkd 1 a 2 z Lambert-Beerova zakona dle rovnice
(2), kdyz v neznamém vzorku 1 jsou 3 zbytky tryptofanu a 10 zbytk{ tyrosinu (ovaalbumin) v

neznamém vzorku 2 je 6 zbytkd tryptofanu a 3 zbytky tyrosinu (lysozym).

Vysledky:

¢ (mg/ml) dle ¢ (mg/ml) dle

A A
280 260 rovnice (1) rovnice (2)

Vzorek 1

Vzorek 2

Porovnejte vysledky koncentrace proteinti vypoctenych dle rovnic (1) a (2):
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B. Stanoveni koncentrace protein(i Lowryho metodou

Postup prdce:

1. Pfipravte si sadu 6 kalibracnich roztokd do 1,5 ml zkumavek dle niZze uvedené tabulky
Objem vody Objem zasobniho roztoku
albuminu (8 mg.ml™)
50 pl ol
40 pl 10l
30 pl 20l
20 ul 30 ul
10 wl 40 pl
0l 50 ul

2. Smichejte v kadince 20 ml roztoku A (2% Na,COs) s 200 pl roztoku B (1% CuS0O,4.5H,0) a
200 pl roztoku C (2% vinan sodno-draselny), ¢imz vznikne roztok D.

3. Do 16 prazdnych 1.5 ml mikrozkumavek ptidejte 10 pl jednotlivych kalibracnich roztok
nebo neznamého vzorku 1 nebo 2. U kazdého kalibraéniho roztoku a vzorku bude méreni
provedeno dvakrat (viz. tabulka ve vysledcich). Nasledné pridejte do kazdé zkumavky 50 pl
3 M NaOH. Nakonec pfidejte do kazidé zkumavky 0.84 ml roztoku D a promichejte na
vortexu.

4. Reakéni smési nechte inkubovat za laboratorni teploty po dobu 10 minut.

5. Nasledné pridejte 100 pl Folin-Ciocalteauova cCinidla (fedéni 1:1) a promichejte na vortexu.

6. Smési nechte inkubovat za laboratorni teploty po dobu 30 minut.

7. Zmérte absorbanci kalibracnich roztokd a neznamych vzork( pfi 750 nm, pticemz blank je
destilovana voda. V ptipadé, Ze absorbance vzorku bude vyssi nez 1, fedte 1:1 vodou a
zmérte znovu. Pfi méreni kalibracnich roztok( a vzorkd 1 a 2 poufZijte jinych kyvet. Pfi méreni
kalibra¢nich roztok( muzZete pouZit stejné kyvety v pfipadé, Ze budete méfit absorbance ve
sméru od nejnizsich po nejvyssi koncentrace.

Vysledky:
1. Doplnte tabulku:
Vysledna koncentrace Asso

albuminu (p.g.ml'l) 1. 2. Primér
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Vzorek 1

Vzorek 2

2. Sestrojte kalibrac¢ni kfivku pro albumin (zavislost A;so na koncentraci albuminu v ug.ml"l), kdy
body proloZte regresni primkou (linearni regrese):

3. Zkalibra¢ni piimky odectéte koncentraci proteinu v nezndmém vzorku 1 a 2 (ug.ml™) a dopliite
do tabulky.

Vzajemné porovnejte zjiSténé koncentrace proteinu v nezndmém vzorku 1 a 2:

Laboratorni technika 5



Uloha ¢.7
Stanoveni koncentrace proteint

C. Stanoveni koncentrace proteinii metodou dle Bradforda

Postup prdce:

1. Pfipravte si sadu 7 kalibracnich roztokd do 1.5 ml zkumavek dle nize uvedené tabulky

Objem zasobniho roztoku

Objem vody
albuminu (0,8 mg.ml™)

200 pl o pl
180 pl 20 pl
160 pl 40 pl
140 pl 60 pl
120 pl 80 pl
100 p 100 pl

ol 200 pl

2. Do 18 prazdnych 1.5 ml mikrozkumavek pfidejte 0.95 ml ¢inidla dle Bradforda.

3. Nasledné pfidejte do mikrozkumavek 50 pl jednotlivych kalibracnich roztokli nebo

neznamého vzorku 1 nebo 2 a promichejte na vortexu. U kazdého kalibraéniho roztoku a

vzorku bude méreni provedeno dvakrat (viz. tabulka ve vysledcich).

4. Smési nechte inkubovat za laboratorni teploty po dobu 5 minut.

5. Zmérfte absorbanci kalibracnich roztokl a neznamych vzorkl pfi 595 nm, pricemz blank je

destilovana voda. V pfipadé, Ze absorbance vzorku bude vyssi nez 1, fedte 1:1 vodou a

zmérte znovu. PFfi méreni kalibracnich roztokd a vzork(l 1 a 2 pouzijte jinych kyvet. P¥i

méreni kalibracnich roztokl muZete pouzit stejné kyvety v pripadé, Ze budete meérit

Vysledky:
1. Doplnte tabulku:

evvs

Vysledna koncentrace
albuminu (ug.ml"l)

A595

Pramér
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Vzorek 1

Vzorek 2

2. Sestrojte kalibraéni kfivku pro albumin (zavislost Ases na koncentraci albuminu v ;Lg.ml'l), kdy
body prolozte regresni pfimkou (linedrni regrese):

3. Zkalibra¢ni pfimky odectéte koncentraci proteinu v nezndamém vzorku 1 a 2 (ug.ml™) a doplrite
do tabulky.

Vzajemné porovnejte zjisténé koncentrace proteinu v nezndmém vzorku 1 a 2:
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D. Stanoveni koncentrace proteini bicinchoninovou metodou

Postup prdce:

1.

Ptipravte si sadu 6 kalibracnich roztokd do zkumavek s objemem 1.5 ml dle nize uvedené
tabulky

Roztok Objem vody
1 700 pl 100 pl zdsobniho roztoku
albuminu (8 mg.ml™)

2 400 pl 400 pl roztoku 1

3 450 pl 300 pl roztoku 2

4 400 pl 400 pl roztoku 3

5 400 pl 100 pl roztoku 4

6 400 pl

Pfidejte do 16 mikrozkumavek s objemem 2 ml 100 pl jednotlivych kalibracnich roztokd 1-6
nebo neznamého vzorku 1 nebo 2.

Smichejte v kadince 35 ml roztoku E s 0.7 ml roztoku F, ¢imz vznikne roztok G.

Do 2 ml mikrozkumavek s kalibra¢nimi roztoky a vzorky 1 a 2 pridejte 1.8 ml roztoku G. U
kazdého kalibracniho roztoku a vzorku bude méreni provedeno dvakrat (viz. tabulka ve
vysledcich).

Smési nechte inkubovat po dobu 30 minut pfi 60 °C.

Smeési nechte chladnout na laboratorni teplotu po dobu 5 minut.

Zmérte absorbanci kalibracnich roztok( a neznamych vzorkd 1 a 2 pfi 562 nm, pficemz
blank je destilovana voda. V pfipadé, Ze absorbance vzorku bude vyssi nez 1, redte 1:1
vodou a zmérte znovu. Pfi méreni kalibracnich roztok( a vzorkd 1 a 2 pouzijte jinych kyvet.

P¥i méreni kalibracnich roztokd muzZete pouZit stejné kyvety v pfipadé, Ze budete mérit

evvs
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Vysledky:
1. Doplrte tabulku:

Vysledna koncentrace
albuminu (ug.ml™)

A562

Primér

Vzorek 1

Vzorek 2

2. Sestrojte kalibracni kfivku pro albumin (zavislost Asg; na koncentraci albuminu v ug.ml"l),

kdy body prolozte regresni primkou (linearni regrese):
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3. Zkalibra¢ni piimky odectéte koncentraci proteinu v neznamém vzorku 1 a 2 (ug.ml?) a
doplnte do tabulky.

Vzajemné porovnejte zjisténé koncentrace proteinu v neznamém vzorku 1 a 2:

Porovnejte vysledky pro neznamé vzorky zjisténé podle rtiznych metod:
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