ULOHA &. 2

Stanoveni koncentrace proteintii pomoci BCA metody

Chemikalie:
- BCA Protein Assay Kit (Pierce / Thermo, Cat# 23225)
- rozsah stanovovanych koncentraci je 0,125-2 mg/mL
- Reagent A a Reagent B, jejich smichanim v poméru 50 dild reagentu A a 1 dil reagentu B
vznikne Reagent A:B, spotieba 3x200 uL na kazdy vzorek (blank, standard BSA, neznamy) +
rezerva
- MilliQ H20 a lyzacni pufr pouzity pro extrakci protein(
- vzorky (napf. homogenizovany buné&cény lyzat):
- spotfeba 3x10 uL + 10 uL (rezerva) = 40 uL
- vzorky je vhodné naredit:
- pfi pouZiti misky 9 cm2, 150 uL lyzacniho pufru a pfedpokladaném vytéZzku extrakce
30-60 ug proteinu/cm2:
(9 cm2 x 30 ug/cm2) / 150 uL = 1.8 mg/mL
(9 cm2 x 60 ug/cm2) / 150 uL = 3.6 mg/mL
=> oCekavana koncentrace proteint ve vzorku velmi pravdépodobné prekroci
koncentracni rozsah metody
- sniZzeni koncentrace sloZek lyza¢niho pufru, které mohou interferovat s metodou
stanoveni (zkontrolovat tabulku kompatibility!)
- uspora vzorku
- sada kalibraénich roztoka BSA (0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mg/mL, rozpusténo v MilliQ H20)
- spotfeba 3x10 uL + 10 uL (rezerva) = 40 uL
- kalibracni standard ve vodé je vhodné nafedit lyzacnim pufrem tak, aby podil lyzacniho pufru ve
vzorcich standardu odpovidal podilu lyza¢niho pufru v neznamych vzorcich nafedénych pro
stanoveni

Pomuicky:
- 1.5 mL mikrozkumavky, stojanek, 15 mL centrifugacni zkumavka

- automatické pipety (2-20 uL, 20-200 uL, 100-1000 uL)

- multikanalova pipeta 100-300 uL, rezervoar pro multikanalovou pipetu
- 96j PS mikrotitracni deska

- vortex, minicentrifuga, tfepacka na mikrotitraéni desky

- mikrodesti¢kovy spektrofotometr

Postup:

1) Redéni vzorku:
- Fedit vodou v poméru 1:4 (tzn. 1 dil vzorku a 3 dily vody, fedici faktor 0,25)
=> vzorky budou zfedény 4x
- do mikrozkumavky napipetovat 30 uL vody a pfidat 10 uL bunééného lyzatu
- kratce vortexovat a nasledné stocit

2) Redéni standardu:
- Fedit vodou v poméru 3:4 (tzn. 3 dily roztoku standardu a 1 dil lyzaéniho pufru, Fedici faktor 0,75)
=> standardy budou zfedény 1,33x
- Slepy vzorek (BLANK): do mikrozkumavky napipetovat 30 uL roztoku MilliQ vody a pfidat
10 uL lyzaéniho pufru
- Standardy BSA: do mikrozkumavky napipetovat 30 uL roztoku standardu BSA o pfislusné
koncentraci (0,25-2,5 mg/mL) a pfidat 10 uL lyzaéniho pufru
- kratce vortexovat a nasledné stocit



3) Priprava BCA reagencii:
- pfipravit Reagent A:B (michat v poméru 50 dili Reagentu A a 1 dil Reagentu B):

([blank + pocet standardl BSA + pocet neznamych vzorkd] x 3 x 200 uL) + 700 uL (rezerva)

Priklad: ((1 +7 + 10) x 3 x 200) + 700 = 11500 uL
11500 uL / 50 = 230 uL
=> Napipetovat 11500 uL Reagentu A a pfidat 230 uL Reagentu B => 11730 uL Reagentu A:B

3) Provedeni BCA stanoveni

3.1) Do mikrodesti¢ky napipetovat ve tfech opakovanich po 10 uL:
- blank
- BSA standardy

- neznamé vzorky
3.2) Pridat 200 uL Reagentu A:B do jamek se vzorky (pomoci multikanalové pipety)

3.3) Promichat na tfepacce 1 min
3.4) Inkubovat 30 min pfi 37°C
3.5) Zméfit absorbanci pfi 562 nm

4) Vypocet koncentrace proteint

Finalni ¢
c stdu = o
BSA | Redéni | SHYU | a4 A2 A3 |Prumeéri on | oy
(mg/mL) BSA A
(mg/mL)
0.0
(Blank) 0,75 0.000
0.250 0,75 0.188
0.500 0,75 0.375
0.750 0,75 0.563
1.000 0,75 0.750
1.500 0,75 1.125
2.000 0,75 1.500
2.500 0,75 1.875
alibraéni pfimka: A(562nm) = SLOPE * ¢ (mg/mL) + INTERCEPT
SLOPE (Smérnice):
Intercept:
Vzorek | Redéni | A1 A2 A3 c1 c2 cy |Prifmer| SD | Cvih
1 0,25
2 0,25
3 0,25
4 0,25
5 0,25
6 0,25
7 0,25
8 0,25
9 0,25
10 0,25







