Urceni koncentrace proteinu fluorescen¢ni metodou a metodou
Bradfordové v mikrotitracnich destickach

Teorie
Stanoveni celkovych proteinii

Celkové mnozstvi proteintl lze stanovit pomoci né€kolika metod, naptiklad: Hartree-Lowryho metoda, biuretova
metoda, bicinchoninova metoda, metoda Bradfordové a fluorescenéni metody. Posledni zminéna metoda je
zaloZena na reakci alifatickych aminti s barvivem fluorescaminem za tvorby fluorescen¢niho produktu. Méteni
muize byt ovlivnéno interferujicimi latkami (aminy, peptidy).

Meéreni fluorescence

Pokud prochazi monochromatické svétlo latkou, pak je jeho pivodni intenzita I, zeslabena na hodnotu I.
Veli€ina, ktera je imérné tomuto zeslabeni, je nazyvana absorbance A. Absorbance je definovana jako

A =log(ly/I) =¢€-c-1
kde ¢je molarni extinkéni koeficient, ¢ je koncentrace vzorku a | je délka optické drahy.

V pripadé, kdy excitujeme kontinudlnim svétlem o intenzité Iy, méfime intenzitu emitovaného zafeni 1. Intenzita
emise odpovida poctu emitovanych fotontl, ale prakticky nedetekujeme vSechny tyto fotony, a proto se intenzita
fluorescence udava v relativnich jednotkach. Méfteni intenzity fluorescence je pfimo Umérné mnoZstvi
fluoroforu, proto je vyuzivano ke stanoveni vazebnych konstant dvou molekul nebo ke sledovani kinetik
chemickych reakci.

Meéreni na mikrotitracnich destickdach

Obrazek 1: Mikrotitra¢ni desti¢ka s 96 jamkami.

Meéfeni na mikrotitracnich destickach piinasi mnoho vyhod jako napfiklad minimalni mnozstvi vzorku, soucasné
meéfeni koncentranich fad nebo méfeni né€kolikandsobného opakovani experimentu s malym casovym
nakladem. Dostupné mikrotitra¢ni desti¢ky jsou vyrobeny zejména z plastil, pticemz pro aplikace v UV oblasti
jsou vyZzadovany specifické vlastnosti. Desti¢ky jsou dostupné v n€kolika provedenich s riznym poctem jamek
(6 jamek, 12 jamek, 24 jamek, 96 jamek, 384 jamek...). Podle poctu jamek se nasledné odviji maximalni objem,
jenz je mozné do jamek nanést pipetou. V ptipadé 96 jamkové desticky je maximalni objem okolo 300 ul,
zatimco u 394 jamkové desti¢ky je maximalni objem pouze 100 ul.



Nastaveni automatického spektrometru Synergy MX

Automaticky spektrometr Synergy MX (BioTek Instruments, USA) umozituje méfeni absorbance, luminiscence
a fluorescence na mikrotitraénich destickach. Tento piistroj je dodavan spolu se softwarem Gen5'™. Program
Gen5 pracuje se dvéma pojmy: Protokol a Experiment. Protokol lze chapat jako templat pro méfeni a
Experiment jako samotné méfeni véetné ziskanych dat. Po otevieni se zobrazi, nasleduji dialogové okno:

Task Manager
R _—
r& Broorkmionts “3 Existing protocol...
Recent
I Frotocols 03112013.0rt -
BSA1-8.prt [
- Isial7-20.prt =
/N Seip Isa9-12.prt |
= Isial-4.prt
(9.‘ Help Isia5-8.prt
Isia21-24.prt -

Take3 Applcation:

Nucleic Acid Quantification
Protein A280

&

Obrazek 2: Dialogové okno, jeZ se zobrazi po spusténi programu Gen5.

Zde vytvoite novy protokol tlacitkem New. Nasleduje definovani procedury méfeni, jak je zobrazeno na obrazku
3.
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Obrazek 3: Okno pro nadefinovani jednotlivych kroki méfeni.

V horni ¢asti okna je umisténa rolovaci lista pro vybér typu desticky. Zde zvolte pfesny typ a pocet jamek
desticky, na které budou méfeni uskuteénéna.
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Obrazek 4: Rolovaci liSta pro vybér desticky.

Polozka ,,Read” v levé casti okna umoziuje zadani jednotlivych krokt, které budou provedeny v ramci daného
ukolu. Po kliknuti na tuto polozku dostanete dalsi okno, kde je mozné blize specifikovat méfeni. Pti zadavani

meéfeni fluorescence a absorbance jsou okna mirn¢ odli§nd, proto jsou uvedena nize.
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Obrazek 5: Okno pro definovani poZadované procedury pro méreni absorbance a fluorescence.



A - rolovaci okno pro vybér spektralniho méfeni.

B — nastaveni snimani spektra nebo métfeni na fluorescence v pevnych bodech. Méfeni v pevnych bodech
umoziuje nastaveni 6 riznych vinovych délek.

C — Rychlost snimani pro fluorescen¢ni méfeni.

D — Nastaveni vinové délky excitace a emise pro méfeni fluorescence.
E — Nastaveni pozice optiky.

F — Nastaveni elektronického zesileni signalu (parametr fotodiody).

G — Nastaveni rozsahu snimanych jamek.

Béhem zadavani procedury je mozné zvolit, které jamky budou zméfeny. Vybranou oblast je mozné vybrat
tazenim kurzorem mysi. Neni mozné vybrat dvé jamky, mezi nimiz je jina jamka.
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Obrazek 6: Vybrani méiené oblasti.

Jednotlivé kroky odsouhlaste pomoci OK tlacitek. Samotné méteni zahdjite kliknutim na bilou Sipku v zeleném
kolecku.
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Seznamte se s funkcemi piistroje a jeho nastavenim.

Pfipravte si roztoky proteinu pro kalibraci a dals§i nutné chemikalie.

Zméftte kalibracni fadu.

Urcete koncentraci neznamého proteinu, v¢etné stanoveni smérodatné odchylky tohoto méfeni.

Diskutujte ziskané vysledky.

Piipravte si boratovy pufr, pH 8,5: 0,75 g kyseliny borité a 1,2 g tetraboratu sodného do 50 ml vody.

Piipravte roztok reaktantu: 1,5 mg fluorescaminu do 5 ml 100% acetonu. Vyvarujte se kontaktu acetonu
s vodou (napiiklad mokré chemické sklo).

Nachystejte si roztok BSA o koncentraci 1 mg/ml a z n&j poté roztoky pro kalibraéni fadu podle nize
uvedené tabulky.

koncentrace albumin (ul) | voda (ul)
albuminu mg/ml

0 0 1000

0,2 200 800

0,4 400 600

0,6 600 400

0,8 800 200

1 1000 0

Do ¢&isté mikrozkumavky napipetujte 100 ul roztoku BSA nebo neznamého proteinu, nasledné ptidejte
1050 ul boratového pufru.

Dobie promichejte pomoci vortexu.
K proteinu v pufru za stalého tiepani piidejte 100 ul roztoku fluorescaminu.
Nechejte minimalné 2 minuty inkubovat. Postup zopakujte pro vsechny vzorky.

Nasledné pipetujte v dubletu 250 ul kazdého roztoku kalibracni fady a v tripletu 250 ul neznamého
vzorku do mikrotitraéni desticky.

Zméite fluorescenci (Aex=390 nM, A¢,,=465 nm).
Vytvoite kalibracni piimku.

Stanovte pfibliznou koncentraci neznamého proteinu.
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Pripravte si roztoky proteinu pro kalibraci a dalsi nutné chemikalie.
Zméftte kalibracni fadu.
Urcete koncentraci neznamého proteinu, véetn¢ stanoveni smérodatné odchylky tohoto méfeni.

Diskutujte ziskané vysledky.

Redénim si pfipravte &inidlo Bradfordové.

Nachystejte si roztok BSA o koncentraci 1 mg/ml a z n&j poté pipetujte v dubletu kalibraéni fadu podle
nize uvedené tabulky.

koncentrace albumin (ul) | voda (ul)
albuminu mg/ml
0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

1
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V tripletu pipetujte do mikrotitra¢ni desticky 2 pl neznamého vzorku s 8 pl vody.
Do kazdé jamky ptidejte 200 pl ziedéného ¢inidla Bradfordové.

Zméite absorbanci pii 595 nm.

Vytvortte kalibra¢ni pfimku.

Stanovte pfibliznou koncentraci neznamého proteinu.

Porovnejte piesnost méfeni obou metod a vysledek diskutujte.

Pristroje a pomiicky: automaticky spektrometr pro métfeni na mikrotitra¢nich destickach Synergy MX (BioTek
Instruments, USA), vortex, mikrotitra¢ni desti¢ka (96 jamek), pipety, kadinky.

Chemikalie: albumin z hovéziho séra (0,1 mg/ml), deionizovana voda, fluorescamin, kyselina borita, tetraborat
sodny, 100% aceton, ¢inidlo Bradfordové, roztok proteinu o neznamé koncentraci.



