Uloha 4 — Kvantitativni stanoveni bilkovin.
Princip ulohy

jméno:

obor: datum provedeni:

neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu
abcde fgh (zakrouzkujte)

prilohy protokolu: 3x kalibracni pifimka (stanoveni bilkovin fotometricky v UV oblasti, stanoveni
bilkovin Folinovou metodou, stanoveni bilkovin bicinchoninovou metodou).

OKRUHY K PRIPRAVE

Absorbujici slozky bilkovin. Absorpcni spektrum bilkovin. Principy metod stanoveni bilkovin.
Struktura aminokyselin. Lambertiv-Beertiv zakon. Chemické vypocty.

PRINCIP ULOHY

A. Spektrofotometrické stanoveni bilkovin v UV oblasti.

Aromatickd jadra aminokyselin tyrosinu a tryptofanu, které jsou obsazeny v bilkovinach, silné
absorbuji UV zafeni s absorpénim maximem v oblasti vlnovych délek 275 az 290 nm, fenylalanin
absorbuje slabgji s maximem v okoli vinové délky 260 nm (silnou absorpci v okoli vinové délky
260 nm vykazuji nukleové kyseliny). Celkova koncentrace bilkovin ve vzorku se proto velmi ¢asto
stanovuje spektrofotometricky na zaklad¢ absorpce pti vinové délce 280 nm, je-li k dispozici vhodny
standardni vzorek.

Absorpci bilkovin 1ze méfit i pfi kratSich vinovych délkach (napt. 235 nm), kde UV svétlo siln¢ absorbuji kromé
tryptofanovych a tyrosinovych zbytkd také postranné fetézce fenylalaninu, histidinu, methioninu a cysteinu
arovnéz peptidové vazby. Absorpce bilkovin pfi velmi kratkych vinovych délkach (kolem 200 nm) je méné
zavisla na jejich aminokyselinovém slozeni, zejména pii 205 nm absorbuji velmi silné¢ peptidové vazby.
K dispozici je vSak nutné mit velmi Cisté vzorky (v této oblasti spektra absorbuje mnoho riznych latek
vcetné necistot v destilované vodg).

B. Stanoveni koncentrace bilkovin Folinovou metodou.

Metoda je =zalozena na oxidaci postranniho fetézce tyrosinu v molekulach bilkovin
fosfomolybdenanem a fosfowolframanem za vzniku barevnych produkti (sloucenin pétimocného
molybdenu a wolframu) s absorpénim maximem pii vinové délce 745 nm, jejichz koncentraci lze
stanovit fotometricky. Je citlivéj$i nez biuretovd metoda a lze ji vyuzit pro analyzu vzorkl
obsahujicich fadové desetiny miligramu proteinu v ml.

Metoda byla k riznym ucelim dale modifikovana (podle Lowryho, podle Hartree a Lowryho), tyto
modifikace se vyznacuji jesté vyssi citlivosti a dodavaji se komercné v setech pro rutinni stanoveni ve
vyzkumu i praxi.

C. Stanoveni koncentrace bilkovin bicinchoninovou metodou.

Poprvé byla tato metoda popsana P. K. Smithem v roce 1985. Jejim principem je tvorba Cu® iontd,
které se tvoii v alkalickém prostfedi jako redukéni produkt vlivem pfitomnosti tyrosinovych
a tryptofanovych zbytkGi v molekuldch bilkovin. Méd’né ionty se pak detekuji kyselinou
bicinchoninovou (BCA), se kterou tvofi barevny komplex s absorpnim maximem pri 562 nm.
Vyhodou metody je obecné vyssi tolerance ke slouCeninam, které interferuji v Lowryho metodé,
a soucasn¢ je jen malo citliva k detergentiim a denatura¢nim ¢inidliim (mocovina, guanidin).
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Prakticka cast A. Spektrofotometrické stanoveni bilkovin v UV oblasti.

PRAKTICKA CAST A.
Spektrofotometrické stanoveni bilkovin v UV oblasti.

Material a vybaveni:
2,5 mmol.I"! roztok fenylalaninu (Phe), 0,25 mmol.I"! roztok tyrosinu (Tyr), 0,1 mmol.I! roztok tryptofanu

(Trp)

standardni roztok bilkoviny - hovézi sérovy albumin (BSA) (2,5 mg.ml")

neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu (obsahuje BSA o neznamé koncentraci)

hovézi krevni sérum (KS)

fyziologicky roztok (0,9 % chlorid sodny)

zkumavky, pipety, davkovace, odmeérné barnky 10 ml a 50 ml, vortex, fotometr, UV-propustné kyvety

Postup:

Fotometrické stanoveni bilkovin v UV oblasti. Standardni roztok BSA (2,5 mg.ml') zied'te tak, Ze
4 ml standardniho roztoku BSA doplnite v odmérné bance fyziologickym roztokem na objem 10 ml
a dobte promichate. Stejnym zplisobem zied’te vzorek BSA o nezndmé koncentraci. Vzorek krevniho
séra zied'te tak, ze 0,25 ml KS doplnite v odmérné baiice fyziologickym roztokem na objem 50 ml
a dobie promichate. Podle tabulky pfipravte jednak sadu roztokdl vzorki o znamych koncentracich
BSA ksestrojeni kalibracni zavislosti (zkumavky 1-6), dale 2 paralelni zkumavky se ziedénym
roztokem BSA o neznamé koncentraci (zkumavky 7-8) a 2 zkumavky se zfedénym roztokem KS
(zkumavky 9-10). Obsah zkumavek promichejte na vortexu. Obsah zkumavky ¢. 1 (fyziologicky
roztok — nulova koncentrace bilkoviny) pouZijte jako slepy vzorek.

pipetovany objem
zkumavka | zfedény ziedény Y i . vypoctena
& standardni | nezngmy | Zedeny | fyziol o pgny Az
roztok vzorek roztok KS roztok [mg.ml ]
BSA [ml] [ml] [m] [mi]
1 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0 0,000
2 0,4 0,0 0,0 1,6
3 0,8 0,0 0,0 1,2
4 1,2 0,0 0,0 0,8
5 1,6 0,0 0,0 0,4
6 2,0 0,0 0,0 0,0 D Ao
7 0,0 2,0 0,0 0,0 >
8 0,0 2,0 0,0 0,0 )
9 0,0 0,0 2,0 0,0 0
10 0,0 0,0 2,0 0,0 )

Zmeite absorbanci roztokd ve zkumavkach 2-10 pfi vlnové délce 280 nm proti slepému vzorku
(zkumavka ¢.1). MéFeni provadéjte v plastovych kyvetich pro UV oblast. Presahuje-li absorbance
nékterého ze vzorkd hodnotu 0,8, vzorek zied’te v poméru 1:1 fyziologickym roztokem a namétenou
hodnotu absorbance vynasobte dvéma. Vysledky uvedte do tabulky.

Studium absorpéniho spektra bilkovin. Prostudujte absorpéni spektra roztokt fenylalaninu, tyrosinu,
tryptofanu a zfedéného standardniho vzorku BSA v oblasti vinovych délek 230-300 nm, ktera jsou
uloZena v pocitaci. Pro kazdou latku odecététe vinovou délku Amax absorpéniho maxima, dale hodnoty
absorbance Amax v absorpénim maximu, zapiSte si koncentraci latky ¢ a ze ziskanych dat vypocitejte
hodnoty € milimolarnich nebo miligramovych absorp¢nich koeficientt (délka optické drahy v kyvete
je vzdy 1 cm). Ziskana a vypoctena data uved'te do tabulky.
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Prakticka cast A. Spektrofotometrické stanoveni bilkovin v UV oblasti.

Amax [IlIl’l] Y Anmax €
(uved’te fyzikalni rozmér!)
Phe mmol.]"!
Tyr mmol.]"!
Trp mmol.]"!
BSA mg.ml’!
Vyhodnoceni:

Vypocitejte koncentrace BSA ve zkumavkach €. 2-6, vysledky dopliite do tabulky. Vypocitejte primér
absorbanci ve zkumavkach ¢. 7-8 a 9-10 a dopliite do tabulky.
Sestrojte kalibracni graf (zavislost Asso na koncentraci BSA ve zkumavce). Z rovnice kalibracni
ptimky, kterou zobrazite v grafu, pak vypocitejte koncentraci BSA ve ziedéném neznamém
vzorku a ve ziredéném krevnim séru (vypocet uved’te nize):

Vypocitejte, kolikrat byl zfedén pivodni neznamy vzorek pfi ptipraveé zfedéného nezndmého vzorku
a kolikrat bylo zfedéno krevni sérum.

Redéni neznamého vzorku: krat

Redéni krevniho séra : krat

Timto faktorem vynésobte koncentraci BSA ve zfedéném neznamého vzorku a ve zfedéném krevnim
séru, abyste ziskali koncentraci BSA v ptivodnim neznamého vzorku a v krevnim séru.

Vysledek:
koncentrace BSA v neznamém vzorku: c= mg.ml”’
koncentrace bilkovin v krevnim séru: c= mg.ml!
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Prakticka cast B. Stanoveni koncentrace bilkovin Folinovou metodou.

PRAKTICKA CAST B.
Stanoveni koncentrace bilkovin Folinovou metodou.

Material a vybaveni:

standardni roztok bilkoviny — hovézi sérovy albumin (BSA) (2,5 mg.ml!)

neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu (obsahuje BSA o neznamé koncentraci)
hovézi krevni sérum (KS)

fyziologicky roztok (0,9 % chlorid sodny)

5 mol.I'! hydroxid sodny

Folinovo ¢inidlo (roztok fosfomolybdenanu a fosfowolframanu)

zkumavky, pipety, davkovace, odmeérné barnky 10 ml, vortex, fotometr, kyvety

Postup:

Standardni roztok BSA (2,5 mg.ml') zfed'te tak, Z¢ 1ml standardniho roztoku BSA doplnite
v odmérné baiice fyziologickym roztokem na objem 10 ml a dobie promichate. Stejnym zpisobem
zied'te nezndmy vzorek BSA. Vzorek krevniho séra zied’te tak, ze 0,2 ml KS doplnite v odmérné
bance fyziologickym roztokem na objem 10 ml, dobfe promichate, a ztakto nafedéného roztoku
odeberete 1 ml, ktery v dalsi odmérné bance doplnite fyziologickym roztokem na objem 10 ml
a promichate. Podle tabulky pfipravte jednak sadu roztokd vzorkli o znamych koncentracich BSA
k sestrojeni kalibracni zavislosti (zkumavky 1-6), dale 2 paralelni zkumavky s roztokem BSA
o neznamé koncentraci (zkumavky 7-8) a 2 zkumavky ze ziedénym roztokem KS (zkumavky 9-10).
Obsah zkumavek promichejte na vortexu. Obsah zkumavky ¢. 1 (fyziologicky roztok — nulova
koncentrace bilkoviny) pouzijte jako slepy vzorek.

pipetovany objem
zkumavka | zfedény ziedény v ik . vypoctena
¢. standardni | neznamy ziedény fyziol. c¢(BSA) Azas
roztok vzorek roztok KS roztok [mg.ml!]
BSA [ml] [ml] [mi] [m]
1 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0 0,000
2 0,4 0,0 0,0 1,6
3 0,8 0,0 0,0 1,2
4 1,2 0,0 0,0 0,8
5 1,6 0,0 0,0 0,4
6 2,0 0,0 0,0 0,0 D Azs
7 0,0 2,0 0,0 0,0 0
8 0,0 2,0 0,0 0,0 )
9 0,0 0,0 2,0 0,0 >
10 0,0 0,0 2,0 0,0 )

Poté do vSech zkumavek 1-10 pipetujte vzdy 0,2 ml 5 mol.I"! NaOH, promichejte na vortexu, pridejte
0,3 ml Folinova cinidla a opét promichejte. Po 5 minutach stani pii laboratorni teploté zméite
absorbanci pfi vlnové délce 745 nm proti slepému vzorku (zkumavka ¢.1). Méfeni provadéjte
v béZnych plastovych kyvetach. Presahuje-li absorbance nékterého ze vzorkd hodnotu 0,8, vzorek
zied'te v poméru 1:1 fyziologickym roztokem a namétenou hodnotu absorbance vynasobte dvéma.
Vysledky uvedte do tabulky.
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Prakticka cast B. Stanoveni koncentrace bilkovin Folinovou metodou.

Vyhodnoceni:

Vypocitejte koncentrace BSA ve zkumavkach ¢. 2-6, vysledky dopliite do tabulky. Vypocitejte pramér
absorbanci ve zkumavkach ¢. 7-8 a 9-10 a dopliite do tabulky.

Sestrojte kalibracni graf (zavislost A7ss na koncentraci BSA ve zkumavce). Z rovnice kalibracni
pfimky, kterou zobrazite v grafu, pak vypocitejte koncentraci BSA ve ziedéném neznamém
vzorku a ve ziredéném krevnim séru (vypocet uved’te nize):

Vypocitejte, kolikrat byl zfedén pivodni neznamy vzorek pfi ptipraveé zfedéného nezndmého vzorku
a kolikrat bylo zfedéno krevni sérum.

Redéni neznamého vzorku: krat

Redéni krevniho séra: krat

Timto faktorem vyndsobte koncentraci BSA ve ziedéném nezndmého vzorku a ve ziedéném krevnim
séru, abyste ziskali koncentraci BSA v ptivodnim neznamého vzorku a v krevnim séru.

Vysledek:
koncentrace BSA v neznamém vzorku: c= mg.ml!
koncentrace bilkovin v krevnim séru: c= mg.ml”’
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Prakticka cast C. Stanoveni koncentrace bilkovin bicinchoninovou metodou.

PRAKTICKA CAST C.
Stanoveni koncentrace bilkovin bicinchoninovou metodou.

Material a vybaveni:

standardni roztok bilkoviny — hovézi sérovy albumin (BSA) (2,5 mg.ml ™)

neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu (obsahuje BSA o neznamé koncentraci)

hovézi krevni sérum (KS)

fyziologicky roztok (0,9 % chlorid sodny)

roztok A (0,1 % kyselina bicinchoninova, 2 % Na,CO3.H»0, 0,16 % monohydrat vinanu sodného, 0,95 %
NaHCO;3, pH 11,25 upravené NaOH)

roztok B (5 % CuS04.5H,0)

mikrozkumavky 1,5ml a 2ml, pipety, davkovace, kadinky 50 ml, fotometr, kyvety, termoblok

Postup:

Smichejte v kaddince 35 ml roztoku A s 0,7 ml roztoku B, ¢imz vznikne roztok C. Standardni roztok
BSA (2,5 mg.ml") zied'te tak, Ze smichate ve 2 ml mikrozkumavce 0,6 ml standardniho roztoku BSA
s 0,9 ml fyziologického roztoku a dobfe promichate. Stejnym zplisobem zied’'te neznamy vzorek BSA.
Vzorek krevniho séra zied'te nasledovné: 0,2 ml KS doplite v odmérné baiice fyziologickym
roztokem na objem 10 ml a dobfe promichejte, z takto zftedéného KS poté odeberte 1 ml, ktery v dalsi
odmérné bance doplite fyziologickym roztokem na objem 10 ml s naslednym promichanim. Podle
tabulky pfipravte jednak sadu paralelnich roztokli vzorkli o znamych koncentracich BSA k sestrojeni
kalibracni zavislosti (mikrozkumavky 1-11), dale 2 paralelni mikrozkumavky s roztokem BSA
o neznamé koncentraci (€. 12-13) a 2 paralelni mikrozkumavky se ziedénym roztokem KS (¢. 14-15).
Obsah mikrozkumavek promichejte na vortexu. Obsah mikrozkumavky €. 1 (fyziologicky roztok —
nulova koncentrace bilkoviny) pouZijte jako slepy vzorek.

pipetovany objem
Mikrozkumavka | ziedény zfedény Y i . vypoctena
(2.0 ml) standardni | neznamy ziedény | fyziol. c(BSA) Ase J Ase
¢. roztok vzorek roztok roztok [mg.ml ']
1 0 0 0 200 0,0 0,000 0,000
2 20 0 0 180
3 20 0 0 180
4 40 0 0 160
5 40 0 0 160
6 60 0 0 140
7 60 0 0 140
8 80 0 0 120
9 80 0 0 120
10 100 0 0 100
11 100 0 0 100
12 0 100 0 100 0
13 0 100 0 100 ’
14 0 0 200 0 )
15 0 0 200 0 )

Poté do vSech mikrozkumavek 1-15 pipetujte vzdy 1,6 ml roztoku C a promichejte na vortexu. Po 30
minutach inkubace pii 60 °C v termobloku a nasledném zchladnuti vzorki za laboratorni teploty
po dobu 5 minut zméfte absorbanci pfi vinové délce 562 nm proti slepému vzorku
(mikrozkumavka ¢.1). Méfeni provadéjte v béZnych plastovych kyvetach. Piesahuje-li absorbance
nékterého ze vzorkd hodnotu 0,8, vzorek zied’te v poméru 1:1 fyziologickym roztokem a namétfenou
hodnotu absorbance vynasobte dvéma. Vysledky uved’te do tabulky.
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Prakticka cast C. Stanoveni koncentrace bilkovin bicinchoninovou metodou.

Vyhodnoceni:

Vypocitejte koncentrace BSA roztokti ¢. 2-11, vysledky dopliite do tabulky. Vypocitejte pramér
absorbanci vSech roztokt véetn¢ neznamého vzorku BSA a vzorku krevniho séra.

Z prvnich 6 hodnot absorbanci sestrojte kalibracni graf (zavislost Ase na koncentraci BSA). Z rovnice
kalibra¢ni ptimky, kterou zobrazite v grafu, pak vypocitejte koncentraci BSA v neznamém vzorku
a ve ziredéném krevnim séru (vypocet uved’te nize):

Vypocitejte, kolikrat byl zfedén pivodni neznamy vzorek pfi ptipraveé zfedéného nezndmého vzorku
a kolikrat bylo zfedéno krevni sérum.

Redéni neznamého vzorku: krat

Redéni krevniho séra: krat

Timto faktorem vynasobte koncentraci BSA ve zfedéném neznamého vzorku a ve zfedéném krevnim
séru, abyste ziskali koncentraci BSA v ptivodnim neznamého vzorku a v krevnim séru.

Vysledek:
koncentrace BSA v neznamém vzorku: c= mg.ml!
koncentrace bilkovin v krevnim séru: c= mg.ml”’

Souhrn vysledku:

koncentrace bilkoviny ve vzorku BSA o nezniamé koncentraci

zjisténa fotometricky pri A=280 nm: c= mg.ml!
zjisténa Folinovou metodou c= mg.ml!
zjisténa bicinchoninovou metodou c= mg.ml!

koncentrace bilkoviny v krevnim séru

zjisténa fotometricky p¥i A=280 nm: c= mg.ml!
zjisténa Folinovou metodou c= mg.ml!
zjisténa bicinchoninovou metodou c= mg.ml”’

Pokuste se o vysvétleni rozdili mezi vysledky stanoveni koncentraci bilkoviny v tomtéz vzorku
riznymi metodami. Kromé piipadnych experimentalnich chyb hledejte pfi¢iny v chemickych
principech jednotlivych metod. Kterou z pouzitych metod povazujete za nejpresngjsi?
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Kontrolni list

KONTROLNI LIST
jméno:
obor: datum provedeni:
neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu
abcde fgh (zakrouzkujte)
ULOHA 4A
Zkumavka ¢. Aazsgo Zkumavka €. Aoso
1 0,000 6
2 7
3 8
4 9
5 10
Podpis vedouciho cviceni:
7\‘max [IlIl’l] C Amax
Phe mmol.I"!
Tyr mmol.]"!
Trp mmol.]"!
BSA mg.ml’!
Podpis vedouciho cviceni:
ULOHA 4B
Zkumavka ¢. Ass Zkumavka ¢. Ass
1 0,000 6
2 7
3 8
4 9
5 10
Podpis vedouciho cviceni:
ULOHA 4C
Zkumavka €. Ase Zkumavka ¢. Ase Zkumavka €. Ase
1 0,000 6 11
2 7 12
3 8 13
4 9 14
5 10 15

Podpis vedouciho cviceni:




