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Abstrakt

V edloZzené bakatéké praci byla experimentélovérovana moznost vytieni nové
tlohy pro pokrgilé biochemické praktikum, tematicky zamné na studium vazby
nizkomolekularni latky (barviva) na makromolekuhoteinu.

Prvotnim zasmem bylo vtomto skru modifikovat existujici ulohu ,Studium
kinetiky dialyzy“. Vysledky experimeitale ukazaly, Ze fluorimetrické dfeni v podminkach
praktika je nedostataé reprodukovatelné a&eni absorbance malo citlivé.

Proto byla vytwena uloha nova: ,Vazba bromfenolové rfiath sérovy albumin®, ve
které je studovana stechiometrie této vazby porzeciJobova vynosu. Po optimalizaci

postupu byl vytvéen navod, ktery jeiflohou této prace.

Kli ¢éova slova fluorescein, bromfenolova mfdsérovy albumin

Abstract

In this submitted thesis the possibility of cregten new laboratory task for advanced
practical courses in biochemistry, concerning timeling of a low-molecular compound (dye)
to a protein macromolecule, was experimentallyfiesti

First intention was to modify the existing task aBssis kinetics" with a binding of
fluorescein to a protein. However, the experimeh@ve proved, that fluorescence
measurements of this kind are not reproducible he tonditions of practical courses
laboratory and absorbance measurements have |®iigign

Therefor a whole new task was created: "Bindingbmdmophenol blue to serum
albumin”, in which the stoichiometry of this bindims studied using so-called Job plot. After
the optimization of procedure a laboratory taskrudions were created, which are attached

to this thesis.
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Seznam pouzitych zkratek

BPB — bromfenolova mad

BSA — howzi sérovy albumin

ER — endoplasmatické retikulum

FA — mastné kyseliny

HSA — lidsky sérovy albumin

IgG — imunoglobulin G

IR — infratervena spektroskopie

LCFA — mastné kyseliny s dlouhyfatzcem

NMR — jadernd magnetick& rezonance



Tato bakal#ska prace vznikla zacalem vytvdgeni nové ulohy zabyvajici se vazbou
nizkomolekularni latky na makromolekulu proteindohi zabyvajici se vazebnou studii
dosud nebyla v ramci praktik izzena, festoze se jedna o praktické praevii pongrné
dulezité oblasti biochemie. Diky vazebnym studiim l|zéskat informace nadp

0 mechanismu vazby nebo struldyproteinu.

Nasim prvotnim zasmtem bylo obohatit Ulohu ,Studium kinetiky dialyzy vazbu
barviva na protein. Po provedeni stavajici tlomygsale zjistili, Ze fluorescéni meieni
neni dostaie citlivé ani resné. Resto jsme se rozhodlkipravit pro praktikum ulohu,
ktera by se rfla tykat vazby skterého barviva na protein a kterou bude nasiedazné

vyhodnotit spektrofotometricky.

Jako barvivo jsme zvolili bromfenolovou miga to z gkolika divodi: je levna, barva
jejiho roztoku je syta iip velmi nizké koncentraci, a prokazatelge vaze na albumin
(pozorujeme vyrazné zmy v jejim spektru fed navazanim na albumin a pam).

NasSim hlavnim uUkolem bylo optimalizovat postup ekpentu tak, aby ho bylo
mozné provest wase vyhrazeném pro praktikum a jeho vysledky cosnaejrji

vyhodnotit a interpretovat.

V nasledujicim fehledu problematiky jsou uvedenyleZité informace o albuminu,

jeho chemickych vlastnostech, pouziti a valrpandi na rgj.

Experimentalnicast prace je zakhena na provedeni samotného pokusu a wghio

navodu pro novou ulohu ,Vazba bromfenolové o sérovy albumin®.



1. Prehled problematiky

1.1  Albumin

Albumin je jednim z nejdéle znamych a nejvice pouzkanych protein Ma velmi
dulezité vyuziti v zakladnim vyzkumu a klinické pradie to majoritni rozpustny protein
krevni plazmy vSech safrc V organismu pini velké mnozstviulézitych funkci: je
transportnim proteinem mnohélezitych latek (mastné kyseliny, vitaminygié¢a), hraje
podpirnou roli v transportu thyroidnich a steroidnichrrhoni a vaze a detoxikuje
nekonjugovany bilirubitt 2. Déle slouZi jako rezervoar aminokyselin #ispiva asi 5%
aminokyselin pro periferni tk&n Napoméha téZ? udrzovat osmoticky tlak kive
Biosyntéza albuminu je velmi zavisla na mnoZstviirekyselin v Ele, a proto jeji
rychlost vyraza stoupa po kazdém jidfe

Na fyziologické funkce albuminu byl poprvéldadné bran Zetel v dok 2. swtové
valky, kdy se od r. 1942 intenzi¥rrozvijel na Harvardu program frakcionace krevni
plazmy. \Edci se v ramci tohoto programu zéiiti na nahrazeni krve plazmou, nebee
valeinych podminkach byl@zké krevni konzervy skladovat, a zard\wyla krev Zivots
dulezita @i oSetovani ragnych. Diky vyzkumu frakcionace bylo pro véah& (ely
vytvoreno velké mnoZstvi velmiistého, stabilniho albuminu zbavenéhouyia tento
program zaroue prispél k vytvoieni metodologie purifikace mnoha dalSich plazmatibk
proteini. Albumin byl posléze &r¢ piipravovan taktocisty, a tak se statastym

modelem pro studium chemie protéfh

1.1.1 Struktura albuminu
1.1.1.1  Primarni struktura a topologie albuminu
Roku 1975 byla publikovana kompletni aminokysel@osekvence haziho a

lidského sérového albuminu J. R. Brownem a jeholugpacovniky” >.

Vzapsti
publikoval aminokyselinovou sekvenci lidského altimB. Meloun a kdf'. Obs prace
obsahovaly zjigni, Ze albumin tvh jednoduchy peptidovyettzec o vice jak 580
aminokyselinach. Jak u lidského, tak WMo albuminu byla znadma jejich
aminokyselinova sekvencéide, nez struktura jejich cDNA

Howveézi sérovy albumin (Obr. 1) obsahuje 583 aminokysdidsky sérovy albumin
(Obr. 2) 585 aminokyselin. Oba typy albuminu majejrsé zastoupeni cysteinu

v molekulach a tvd stejny pdet disulfidovych nistki. Vyraznym rysem sa¥ho



albuminu je velmi nizky obsah tryptofanu, jen jed@io dva zbytky na molekulu. Oproti
»Lypickému® proteinu o podobném @i aminokyselin ma s&v albumin pondrné malé
zastoupeni methioninu, glycinu a isoleucinu. Naopajsteinu, leucinu, kyseliny
glutamové a lysinu obsahuji molekuly albuminu velkénozstvi. Velky poet
ionizovanych skupin (okolo 185 nabitych skupin nalekulu @ pH 7) napomaha dobré
rozpustnosti proteiftl.

Topologie albuminu je tuena deviti (resp. osmi aulp dvojitymi smykami
propojenymi disulfidovymi mistky. Dvojité smyky mohou byt dale uspadany do if
homolognich domén, z nichz kazdou fivdvé delSi smyky a oddluje ji od ostatnich
kratSi smyka. Homologni domény jsou obvyklgslovany |, Il a lll, p&itAno od N-
konce, picemz doména | obsahuje stRy 1 az 3, doména Il snigy 4 az 6 a doména lll
smyky 7 az 9 7. Kazda z albuminovych domén ma jinou funkci, covaeby ligand
ty¢e. Prvni d¥ smyky v kazdé domén(tj. 1, 2, 4, 5, 7 a 8) jsou seskupeny do subdomén
IA, 1A a lllA, smycky 3, 6 a 9 tvéi subdomény IB, 1IB a IlIB (viz. Obr. 2). Toto
rozckleni molekuly na jednotlivé domény a subdomény mg gyznam, ktery je dofe
patrny [ pohledu na strukturu odvozenou pomoci rentgenkstrni analyz'.

To, Ze je molekula uspédana do smigk propojenych ristky, mize gispivat
k odolnosti wi¢i denaturaci. Zaroweje molekula albuminu velmi flexibilnReverzibilni
rozbaleni molekuly, které nastavé poklesu pH pod 4, je vystiovano elektrostatickou
repulzi smyek ve chvili, kdy jsou pozitivi nabité.Disulfidové mistky mohou zabranit
vétSimu poskozeni sekundarni struktury, i kdyZz jeuallm vystaven nakmym
podminkam, jako nafklad 8 mol.I' mosoving nebo pH .

Albumin neobsahuje Zadné prosthetické skupiny algidslozky. Jako jeden z méla
plazmatickych proteiin neni za normalnich okolnosti glykosylovanjza ale dojit k jeho
glykaci (tj. neenzymovému navazani cukru, ¢asgji glukosy). Albumin sam je
bezbarvy, ale diky vysoké afigitnag. k hematinu nebo bilirubinu mohou mit jeho

koncentrované roztoky nazloutlou batu
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1.1.1.2 Terciarni struktura

Dlouho se pedpokladalo, Ze by molekula albuminuélen mit vysoce helikélni
strukturu. Krystalograficka analyza potvrdila, Z&% vykrystalizovaného albuminu
vytvari 28 oblastia-helixa. Zbytek molekuly je tvéen peptidovymietzcem s 10%
B-ot&ek!. VSechny ti domény jsou struktugnvelmi podobné, jak jiz bylo zméno,
kazda je rozélena na d¥ subdomény, které jsou tkemy ¥emi az ctyimi a-helixy
spojenymi dohromady dlouhym Usekentelixu. Subdomény IA, IB a A jsou sbaleny
tésné u sebe a tvd dohromady roz&nou hlavu molekuly, subdomény 1B, IIIA a IIIB

vytvéreji protahly ocdd.

1.1.2 Lidsky sérovy albumin
1.1.2.1 Biosyntéza HSA

Albumin je, podoba jako jiné plazmatické bilkoviny, syntetizovan wgh, nejprve
ve forme tzv. proalbuminu. Jeho biosyntéza je podobna jakdznych proteid:
transkribuje se usek DNA do mRNA, poté pfbbe translace na ribozomech v drsném
endoplasmatickém retikulu a vznikne novy proteimn fe genesen z drsného ER do
hladkého ER, z& putuje do Golgiho komplexu a z Golgiho aparafiespbugénou
membranu fechazi albumin do krevniho &u. Rozdilné oproti ostatnim protém je to,
e se netvid zadné depozity albuminu, ze kterych by bykippds poteby uvotiovar?.

Denre je syntetizovano asi 14 granalbuminu, coz odpovidéiplizn¢ jedné osmia
celkového mnozstvi proteinkteré vytvéi jatra. Jiné proteiny, napo- ap-globuliny jsou
syntetizovany v podokinvelkém mnoZzstvi za den jako albumin, jelikoz se @tkulaci
v krevnim olhu opotebi mnohem vice nez albumin, jejich koncentracéru g obvykle
mnohem niz&Y.

Albumin se v nej¥tSim mnoZstvi nachazi v krevni plagmv niz ma koncentraci
piiblizng 0,6 mmol.', miZzeme jej téZ vS8ak nalézt v tkanich &nich sekretecdH.
Nepatrné mnozstvi albuminuirqehazi hemoencefalickou bariérou do mozkomisniho

moku.

1.1.2.2  Albumin a proalbumin

Bylo zjiSttno, Ze rozdil mezi proalbuminem a albuminem tkuinalém Useku
peptidovéhdetizce na N-konci proteinu. V drsném endoplazmatickétikulu se nachazi
protein jest ve forme proalbuminu a na albumin jefgmenuje nejspiSe Golgiho aparét.
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Na rozdil od jinych proteiin neni albumin v Golgiho aparatu koncentrovan dikirave
kterych by byl transportovan ven zitky, ani glykosylovan. Neni znam aninbd, pra@
je albumin syntetizovan ve fogmproalbuminu, neltd nema enzymatickécinky jako
nag. trypsin, aby musel byt dasré inaktivovan, ani nepé¢buje pro-formu k vytvd@ni
disulfidovych mistka jako insulin, nebt je schopen je vytitt samostaté. Pro-forma je
tedy nejspisSe tuena kwili regulaci schopnosti vazat mnoho ligandbuice, nebo mize

byt jakymsi regulatorem syntézy albumfu

1.1.2.3  Zivotnost albuminu

Biologicky polatas albuminu je velmi dlouhy, kolem dvaceti dni. fbefenomén je
nejspiSe zfisoben jeho strukturou v podobmyek, ktera zaji€uje proteinu flexibilitu a
stabilitu, festoze je neustale vystaven cirkulaci krve. Podddtabilnim proteinem je i
imunoglobulin G (IgG). Obsahujétyii peptidovértettzce oproti albuminu, ale kazdy
z téchto trettzah je stej jako ten albuminovy td@n smykami propojenymi

disulfidovymi mistky. Biologicky pol@as IgG je asi 27 dff.

1.1.3 Vazba ligandi na albumin

Albumin ma unikatni vlastnost vazat mensi molekoigoha tyg. Diky struktue,
kterd je tvéena temi doménami, poskytuje mnoZzstvi mist, kam moholigeady vazat.
Interaguje s velmi Sirokym spektrem latek: nepgilrse vazou hydrofobni organické
anionty stedni velikosti, 100 az 600 Da dlouliéttzce mastnych kyselin, hematin a
bilirubin. Mensi a mé# hydrofobni latky, jako je tryptofan a kyselina adkova, jsou
vazany méa silng, avdak jejich vazba fite byt vysoce specificka V klinické praxi
hraje afinita albuminu k latkdm mnoha typelmi dilezitou roli, neb@ diky ni mize mit
protein vyrazny efekt na farmakokinetik&i>',

Pro mnoho endogennich latekedstavuje albumin rezervoar, odkud mohou byt
uvolovany ve velkém mnozZstvi diky rozpustnosti proteirkrevni plasm. Na druhou
stranu diky své reaktivitmize albumin navazat potenciélni toxiny a transpatge do

mist G&inku, kde $kodi organisrits
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1.1.3.1 Vazba mastnych kyselin
plazme nerozpustné a pi@buji fenase. Vazba FA na albumin m& praygbdobré také
vliv na stabilitu proteinu. Pokud nejsou na protgiavazany mastné kyseliny, je
nachylrgjsi viti degradaci proteasaffii

Albuminem je v organismu transportovdno 99,9% mastnkyselin s dlouhym
fettzcem (LCFA), pouze 0,1% LCFA se nachazi v krvi teréfikovand”. Mastné
kyseliny s dlouhymietzcem jsou vazany na albumin na Sesti mistedhndjsilngjSi
vazby jsou lokalizovany naiznych doménéach: prvni se nachazi mezi&ami 8 az 9,
druhd na smyce 6 atiteti na smyce 3. Kazdé zthto vazebnych mist obsahuje bazické

aminokyseliny, bd’ Arg nebo Ly§'.

1.1.3.2 Vazba iontovych ligand

Informace o vazb ionti na albumin jsou velice ukZité, nebdé nekteré ionty se
U¢astni biochemickych &l v organismu (CZ, Na', K*, Mg®" a dal$i) a navazanim na
protein se mze znenit jejich dalSi osud. Naopak ionty, které nejsélu vlastni, mohou
organismu po navazani na albumin Skodit, protaben@agf. zablokuji jeho vazebna mista
pro jiné dilezité latky. V nasledujicim iphledu jsou uvedenyékteré dilezité ionty

vazajici se na protein.

Médnaté a nikelnaté iontjsou vazany molekulami s&ho albuminu iznych druli
specifiteji a pevreji nez jiné kationty.

Médnaté ionty se vazou na N-konec proteinu, kdéitvelmi pevny chelatovy kruh
sa-NH, dusikem kyseliny asparagové, s dusikovymi atonwiiph dvou peptidovych
vazeb a 3-N imidazolového kruhu histidifuTato vazba byla studovana i na synteticky
piipravenych peptidech, jejichz faali aminokyselin odpovidalo N-konci molekuly
albuminu, a poté byla charakterizovana pomttiNMR®. Pii vazbs Cu** dochazi ke
spektralnimu posunu, ktery Ize pozorovat i pouhykenoe, protoZze z modrého roztoku
volnych ionfi se po pidani albuminu stane jaspurpurovy.

Nikelnaté ionty se stefnjako meéd’naté vazou na N-konec proteinu. Fivpredevsim
kruhow-planarni chelaty, ale asi 30% ligandu vyitvadktaedralni strukturu, ktera je men

stabilni. Roztok Ni" ionti navazanych na albumin ma Zlutou batvu
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V krevni plaznd je asi 10% rmdd’natych ioné navazano na albumintSina je
inkorporovana do ceruloplasminu. Nikelnatych iosé v plazmi vyskytuje velmi malo a

jejich transport je velmi pomafy:

Interakce vapenatych a h@&cnatych ion s albuminem byla studovana pé&me

dukladrg, neba se jedna o velmiiezité ionty pro organismus.

Asi 45% vapenatych iofitv krvi se vyskytuje vol&, 45% je vazano na plazmatickeé
bilkoviny, nefastji aloumin, a 10% tvii komplexy s malymi molekulami, jako je citrat
nebo fosfat. Vazba Gana albumin neni nijak specifickd, jeho afinita teinu se vdak
zvySuje po navazani mastnych kyselin na albumayricis-nenasycenycH.

Horecnaté ionty maji k alouminu o€oo mensi afinitu nez vapenaté a jejich mnozstvi
v organismu je asi polosii neZ vapenatych. Asi 45% Kfigionti je navdzano na

plazmatické proteiriy.

s

Zinek je kvantitative a biologicky nejdlezitéjSi nealkalicky kov transportovany
albuminem. Spolupracuje s vice jak 100 enzymy iinsalkohol dehydrogenasou), a asi
65% z jeho celkového mnoZstvi v organismu je vaziabou vazbou na albunfih Jeho
afinita k albuminu je ve srovnani ssénatymi nebo nikelnatymi ionty velmi nizRa
V roztocich o pH 6 - 8 se vaze na albumin v paml:1, s klesajicim pH klesa i zdanliva
disociani konstanta Zn-HSA/BSA.

V minulych letech byl provésh vyzkum vazby nejizrejSich ionfi a jejich vazby na
albumin, nap. skibrnych pomoci rovnovazné dialyzgi UV a Ramanovy
spektroskopi€”, kobaltnatych pomoci UV/VIS spektroskopte ytterbia(lll) a
gadolinia(lll) pomoci kompetitivni spektroskopfs komplexu platiny(ll) pomoci
cirkularniho dichroismt® a dalsich. Vysledky vyzkuinptinesly nejen nové informace o
tom, na jakowdst molekuly albuminu se ionty vaZou, ale i novernaiky o mozZnosti

vyuziti nekterych ionti kowva ¢i jejich komplexi v medicir.

1.1.3.3 Vazba barviv

Barviva jsou velmi oblibenymi ligandy, protoZe jsdokre viditelna acasto jejich
vazbu na protein doprovazi barevnaémm Ri stanovovani pH pomoci acidobazickych
indikatori miaze dojit k tzv. proteinové chylndikatoru, ktera je diskutovana v odstavci
1.3. U mnohych barviv jsou zndmy jejich aséniakonstanty (viz. Tabulka 1). Jednu
z nejsilgjdich vazebnych konstant mé sulfobromftaleins (& 1,7.16 M™), ktery se
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pouzival desetileti k titeni jaternich funkci. AZ mnohem pafdse ukazalo, Ze je to
toxicka latk&. Jina barviva nap pomahaji fi izolaci albuminu (Cibacron Blue), slouzi
jako znaky vazebnych mist na albuminu (trijodbenzB4thebo Ize diky nim stanovit
obsah proteiin v mazi (Coomassie Blué). Diky barevnosti komplexbarvivo-protein je

snadné stanovit vazbu spektrofotometricky.

Tabulka 1 — Disociani konstanty nékterych barviv ™"
Barvivo Ka(M?

Fenolov&iervei 2.8.1d

Bromkresolova zele| 7,0.10

Bromfenolova motl | 1,5.10
Sulfobromftalein 1,7.10
Methyloranz 2,2.10

Methylovacervaei | 2,2.16

1.2 Bromfenolova mad
1.2.1 Struktura a funkce

Bromfenolova motl (BPB) (3',3",5',5"-tetrabromfenolsulfoftaleing gouziva jako
acidobazicky indikator a také&igorovadni gelovych elektroforéz jako barvivo, diky

némuz niZzeme pozorovat pbéh elektroforézy.

Br ar

Hr Br
o 0 LN N
):/\)\{f Ij\ D¢
P SWPeL
Br c Br =

Br C Br

,| 504 ,fl 50;
Y =~

+ H*

Obr. 3 — Bromfenolova mod!*”

Chemickou povahou je BPB slaba kyselina {p¥ 3,85%"). Fi acidobazickych
titracich néni barvu v Gzkém rozmezi pH: 3 (Zluta barva) aZ(fisgova barva)®.
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Velmi zajimavou vlastnosti, jiz BPB vykazuje, je v.tz dichromatismus.
Dichromatismus je jev, kdy bar¢abarevny odstin dané latkyi(ejiho roztoku) zavisi na
jeji koncentraci a zaroviena tlougce vrstvy, ve které se latka nachadi. fozorovani
roztoku BPB bylo zji&no, Ze se jevi ndpv kadince vino¥ ¢erveny a ve zkumavce
naopak modry. Stejnou vlastnost ma inolyy olej (v silné vrst¥ v lahvi je ¢erveny,

v tenké vrstd v salatu zelenyy!. U wtSiny latek se tato vlastnost neprojevuje. Na

tlou&’ce vrstvy a koncentraci zavisi pouze jas a sytasiyh nengni se barva jako takova.

1.2.2 Vazba BPB na albumin

Existuje rekolik davodi, pra: je vazba BPB na proteiny potenciélmajimava — mize
piinést informace o strukte daného proteinu nebo jejich &macH® & mechanismu
vazby malych molekul barviva na protéth VyuZiva se také ke stanoveni protein
v mai nemocnych osdff’.

Vazby bromfenolové mdd na proteiny, potazmo albumin, je t&$tji studovana
spektrofotometricky. Spektrum BPB #fo dva vyznamné piky, jeden odpovida
protonované form barviva a druhy deprotonované (viz. Obr. 3). Vrpah o fizném pH
vzdy jedna z forem fgvaZzuje, tudiz se &i hodnota absorbance absorino maxima
obou piki. VInova délka absogmich maxim se s rostoucithklesajicim pH nezgni a ve
spektru se vyt isosbesticky bddf ™.

Ve spektru bromfenolové méd ve sngsi s albuminem v kyselém prostli
pozorujeme zrny spektra oproti volné BPB: zmi se vinova délka absampich maxim,
hodnoty absorbanci absérgch maxim i poloha isosbestického bBdu?. Vzhledem
k tomu, Ze reakce BPB s albuminem probiha v kysedéostedi, 1ze soudit, Ze komplex

BPB-albumin vznikne diky elektrostatické interakeézi proteinem a barvivetn %,

1.3 Proteinova chyba indikatoru

Proteinovou chybou oztiajeme jev, ktery se projevuje pagani proteinu do roztoku
acidobazického indikatoru. Tento jevike zn&né zkomplikovat situaci, kdyZz se ma
stanovit hodnota pH kolorimetricky. Naproztok neutrélnicervert ma bez fidani
globulinu pH 6,6. Poifidani gtiprocentniho globulinu se ale jeho pH jevi jak@.6\utno
dodat, Ze $ stanoveni pH pomoci pH metru se pgaani proteinu pH roztoku neutralni
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servers nezméni®Y. Ne vSechny proteiny ale gobi steji velkou chybu indikatoru.
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Prikladem takového proteinu jasty vajeny albumin, ktery az do 7% koncentrace ve
smssi s neutrélnéi fenolovoucgerveni proteinovou chybu negobujé™.

Podstatou proteinové chyby indikatoru je interaks®lych molekul barviva
s makromolekulami protein Existuji ¢tyfi mechanismy, kterymi lze vysilit vznik
tohoto jevu: (1) molekuly proteinu mohou poruSivmovahu mezi monomerni a dimerni
formou barviva, (2) pokud jsou molekuly proteinundikatoru op&né nabité, nize na
sebe proteirtast molekul indikatoru navazat a tim porusit rovdituy mezi bazickou a
kyselou formou barviva, (3) u shatinabitych molekul proteinu a indikatoruage dojit
ke vzniku komplex a silné elektrostatické repulzi a (4) spektra @bm barviva a barviva

navazaného na protein se mohou podstait®.

1.4 Fluorescein

Fluorescein je fluoroforni barvivo, které nfadu derivai a vyuzivA se v mnoha
oblastech lidsk&innosti. Poprvé jej syntetizoval Adolf von Baeyerosgitel Nobelovy
ceny za chemii zroku 1905 za vyzkum organickychvibaa hydroaromatickych
slouwtenin®!). Syntéza byla provedena tavenim resorcinolu gdnidem kyseliny ftalové
za katalyzy chloridem zigeatym®! (Obr. 4).

Toto barvivo slouzi jako kontrastni latka pro ampadii (tj. metoda vySébvani
cévnihoteciste pacienta, ktery trpi naponkologickym onemocmim). Ri vysokych
koncentracich rize byt procloveka toxicky®. Jeho derivaty Ize vyuZit také jako

kontrastni latky, nap v pritokové cytometrii.
HO 0 0
° 400
o HO OH =

Phthalic © :
Resorcinol

anhydride Fluorescein

Obr. 4 — Syntéza fluoresceint®

Sodna 8l fluoresceinu (tzv. uranin) je vyuzivdna v hydmjiopti urcovani
rychlosti a mapovani vodnich tibkjako jsou nap podzemnieky. Roztok uraninu se
nalije do feky a diky fluorescenci je mozné sledovat jeji tBlazdji je uranin

biologicky odbourafi®.
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1.5 Popis fFistroje SPEKOL 11
SPEKOL 11 je jednopaprskovy spektrofotometr, vylogvemikroprocesorovou

technikou. Ve spojeni séficimi ndsadami seifstroj pouziva k réfeni transmitance,
absorbance, kinetickych reakci, fluorescence, makamise a dalSich.iBtroj se sklada
ze zdroje z#eni, niizkového monochromatoru a detektorderd, kterym jsou vakuova
fotonka citliva na modrou (340 — 620 nm) a vakuésté@nka citliva nacervenou (620 —
850 nm). SPEKOL je schoperefit v rozsahu vinovych délek 340 — 850 nm v inteaval
nm. K méfeni extinkce se umigje kyveta se vzorkemijmo do drahy paprsku
vychézejiciho ze zdroje a na fotonku dopadéerdav dhlu 188 V pripads mereni
fluorescence je fiima draha od kyvety k fotonce zactoa a odrazem od zrcadel se
dostava pouze #éni emitované od kyvety v Ghlu 9@ excitanimu paprsku. Do drahy
emitovaného paprsku se umg filtry dodané vyrobcem.

Pro nefeni absorbance se pouziv&iy nastavec, jen jeeba nastavit poZzadovanou
vinovou délku, vlozit kyvetu s referémim vzorkem a na hodnotu absorbance tohoto
vzorku @istroj vynulovat. Poté se ziifi absorbance pozadovaného vzorku.

Pti méfeni fluorescence jedba pouzit @ici nastavec FK na SPEKOL 11, nastavit
poZadovanou vinovou délku, viozit sekundarni filtr drzdku na gfici nasad a vlozit
kyvetu s referetnim vzorkem nebo standard fluorescence dodavangbegm. R
relativnim ngfeni fluorescence &ime transmitanci vzortk a proto relativni fluorescenci
standardui referer®niho vzorku polozime rovnu 100. Poté sesmelativni fluorescence
pozadovaného vzorkd.

Vzhledem ktomu, Ze ifstroj nema stabilizovany zdroj &la, je nutné zr¥it
absorbancki relativni fluorescenci stejného vzorku alespikrat a pro vyhodnoceni
pouzit pamérné hodnoty. Mezi jednotlivymi #tenimi je také vhodné neustéale
kontrolovat absorbanci refer@riho vzorku rovnu O, ffipadré relativni fluorescenci

standardu rovnu 100.

1.6 Metody studia vazby liganif®

V sowasné dob se pouziva velké mnozstvi fyzikéhohemickych a biologickych
metod pro meni a studium vazby ligadd Kazda zd&chto technik je zaloZena na
nékterém z nasledujicich postup(1l) stanoveni koncentrace volnéhéippdré vdzaného
ligandu, (2) detekce z¥ny fyzikalné-chemické nebo biologické vlastnosti navazaného

ligandu nebo (3) detekce 2ny fyzikalné-chemické nebo biologické vlastnosti receptoru.
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(1) NejpouzivanjSi metodou, kterafpdchazi stanoveni koncentrace volného ligandu,
je rovnovézna dialyza,ébhem niz se ®ii distribuce ligandu mezi dvfaze, z nichZ pouze
jedna obsahuje protein. ®ifaze jsou od sebe o8ldny semipermeabilni membranou.
Misto membrany je mozné pouzit vzajemrmemisitelné kapaliny, jejichZz rozhrani nahradi
membranu. Alternativnimi metodami jsou ultrafilteacebo gelova filtrace.

(2) Po navazani ligandu na protein &esto znéni fyzikalné-chemické vlastnosti
ligandu a tato z®na se projevi modifikaci spekter mnoha ityfzmeénou frekvence,
amplitudy nebo obojiho). Pro deni zneény vlastnosti navazaného ligandu Ize pouzit
nejen UV/VIS spektroskopii, ale i NMR, IRi fluorescerni neieni. Pokud nedojde
k vyrazné zminé spektra vazaného a volného ligandu, nevime, kulikekul ligandu se
navazalo na protein. Podil ligandu v navazanémusfavize vypaitat podle nasledujici
rovnice:

A =aAp + (1 —a)As,

kde A je absorbance, index b oZog vazany ligand a index f volny ligand. Hodnoty
Ap a A je nutno zjistit experiment&in

(3) Vazbou ligandu na protein seihe znenit celarada vlastnosti proteinu. Techniky
detekce d&chto zmén nejsou pouzitelné obegnprotoZze jejich pouZziti je zavislé na
vlastnostech proteinu, ale zardvdiky nim Ize ziskat jiny ndhled na komplex ligand-
receptor. Diky dmto metoddm se Ize dasmlét, na které konkrétni misto na proteinu se
ligand navaze. fikladem &chto technik je réfeni biologické aktivity, osmotického tlaku

nebo pouziti spektroskopie.

1.7 Grafické znazor@ni experimentalnich dat

Pfi zjiStovani vazby ligandu na protein pelbujeme znat mnozstvi navazaného
ligandu (ozn. jako B), které je funkci koncentrae#ného ligandu (ozn. jako [L]), tj.
B = g([L]). Ziskan& experimentalni data mohou brgfigky znazorsina mnoha zjsoby,
Z nichz jsou ne&pstjSi asi ti: (1) ptimy linearni vynos, (2) semilogaritmicky graf a (3)
Scatchardv vynos.

(1) Nejjednodussi grafické znazem vazby je linearni vyneseni B proti [L]. Na Obr.
5 je jasw vidét, Ze g vySSich koncentracich ligandu B je hodnota [Lth&é konstantni,
z ¢eho lze usoudit, Ze protein je saturovan ligandsevyhodou tohoto vynosu je, Ze
velké mnozstvi experimentalnich lioge namakano na sob v blizkosti osy y a neni

dohe rozpoznatelné, kterym hodnotam na ose x nalezi.
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Obr. 5 — Ptiklad linearniho vyneseni B proti [L]?): vazba leucinu-isopropylmalat

synthasou

(2) Pokud vyneseme B jako funkci log [L],udeme zjistit pdet vazebnych mist na
receptoru. Z pevazneé wtsSiny grafi, kde je vynesena B proti log [L], tuto informade a
ziskat nelze, nelokiivka nedosahne hodnoty asymptoty, tj. Uurbwaturace. Velkou
vyhodou tohoto vynosu je, Ze jsou v grafu jednétlbody rovnorérné rozprosteny, na
rozdil od gimého linearniho vynosu. Analogii tohoto vynoswijsidobazické titkani
kiivky.

28].

Obr. 6 — Priklad semilogaritmického vyneseni B proti log [L}™; vazba iontu

kyseliny laurové na HSA
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(3) Zvlastnosti Scatchardova vynosu je vyneseni]Bia svislé ose a B na vodorovné
ose. Jeho vyhodou je (pro jednoduchy systém idemtic vazebnych mist) linearita.
Pris&ik s osou y udava hodnotu as@ciakonstanty a fiseiik s osou x limitni hodnotu
B. Tento vynos ma al¢adu nedostatk které mohou vést ke zkresleni vyslédk
experimentu.Casto se prokladaji vynesené bodiimkou, festoze z&uy vyvozené
z tohoto linearniho prokladani byvaji chybné. Jbrd@roto srovnavat informace ziskané
Scatchardovym vynosem jéStse semilogaritmickym vyhodnocenim, nébee tim
vyvarujeme zbyténych chyb. Pokud body nelezi ¥imce, ale tvéi konkavni Kivku,
muze to znamenat nasledujici: (a) molekula receptodiude nebo vice vazebnych mist
s rozdilnou afinitou, ktera se ale n@rhs rostoucim nasycenim proteinu ligandem, nebo
(b) afinita vazebnych mist kligandu klesa s rostou nasycenim. Scatchardovym

vynosem se tyto informace ale nedaji zi$Rat

Obr. 7 — P¥iklad Scatchardova vynosi®; vazba diazepamu na benzodiazepinovy

receptor

1.7.1 Jobiv vynos®!

Johiv vynos je pouzivan k tiovani stechiometrie vazbyiprazebné studii. Celkova
molarni koncentrace proteinu a ligandistavaji po celou dobu experimentu konstantni,
meéni se pouze molarni zlomky slozek &mn Mg¢titelna veltina, ktera je urérna tvorke
komplexu, je vynesena proti molarnimu zlomku jede&lozek. Maximum vzniklériwky

koresponduje se stechiometrii vazby.
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2.

Material a metody

2.1 Pouzité chemikalie afistroje

Lidsky albumin (20% roztok}. vyr. 17-1182, Sevac (Ustav sérdavacich latek
0.p. Praha)

Citronan sodny p. a., LACHEMA

Kyselina citronova bezvoda p. a., LACHEMA
Modi bromfenolova, LACHEMA

Fluorescein, LACHEMA (zasobni roztok, 0,002%)
Fyziologicky roztok (zasobni roztok, 0,5% NacCl)
Destilovana voda

Dialyzatni trubice ,Kalle*

Magneticka miché&a s michadlem

pH metr ATI Orion 370

Spektrofotometr SPEKOL 11 s fluores¢rfim nastavcem FK, VEB Carl Zeiss Jena
Spektrofotometr HP 8453

Konduktometr Radelkis

2.2 P#iprava roztol a vzorki

2.2.1 Zasobni roztok bromfenolové modti (BPB)

a)

b)

Navazka BPB (10,28 mg) byla rozpésa ve 200 pl NaOH (0,5 mol.d a
koncentrace upravena 30 ml destilované {8dy/ysledna koncentrace roztoku byla
4,56.10" mol.I,

Z tohoto zésobniho roztoku bylytipraveny n&ednim v pufrech roztoky BPB o
koncentracich 1,2.10a 4,56.10 pro optimalizani pokusy vazby BPB na albumin.
Déale byl gipraven zasobni roztok o koncentraci 5'1@ol.I* (9,94 mg BPB bylo
rozpuséno v 200 pl NaOH a doptno vodou na vysledny objem 30 ml), ktery byl
zredsnim na vyslednou koncentraci 51fnol.I* pouZit pro stanoveni vazby BPB na

albumin pomoci Jobova vynosu.
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2.2.2 Citratovy pufr
Zasobni roztoky kyseliny citronové a citronanu s&tmbyly gipraveny nasledowin
- 5,88 g dihydratu citronanu bylo rozptrid v 200 ml destilované vody (za
vzniku roztoku o fiblizné koncentraci 0,1 mol.dfi)
- 3,84 g bezvodé kyseliny citronové bylo rozgastv 200 ml destilované vody (za

vzniku roztoku o fiblizné koncentraci 0,1 mol.diy*".

Pri piipraw pufri o pozadované hodriopH bylo postupovano dle Tabulky 2. Po
smiseni roztok bylo pH kontrolovano pH metrem a Yipad® poteby upraveno na
pozadovanou hodnotuipavkem roztoku kyseliny nebo soli.

Pro gipravu pufru o pH 3,3 byl pouZzit postup jako pihdgppavu pufru o pH 3,2,
které bylo upraveno pouzitim roztoku soli.

Tabulka 2 — Pufr o sloZeni kyselina citronova — aibnan sodny*"

PH | Viyseiina(cm®) | Ve (cm’)
3,0 8,20 1,80
3,2 7,75 2,25
3,4 7,30 2,70
3,6 6,85 3,15
3,8 6,35 3,65
4,0 5,90 4,10
4,2 5,40 4,60
4,4 4,95 5,15
4,6 4,45 5,55

Pozn.: Vyseina= 0bjem 0,1 M roztoku kyseliny citronovégV= objem 0,1 M roztoku citronanu
sodného

2.2.3 Priprava roztoki pro kalibra éni Fadu fluoresceinu

Zasobni roztok fluoresceinu &nkoncentraci 2.18%. Pro dosaZeni poZadované
koncentrace jsme jej fedili fyziologickym roztokem nebo vodou.

Koncentrace fluoresceinu po eaéni vodou byly nasledujici: 1500.£01000.1C,
500.10°% 250.10°% 200.10°% 150.10°% 100.10°, 50.10° 40.10°,20.10° 10.10°,5.10°,4.10
®2.10%a 1.10°%.
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Koncentrace fluoresceinu poieekni fyziologickym roztokem iy hodnoty 500.1¢,
250.10°,100.10°,50.10°% 20.10° 10.10%a 5.10°%.

2.2.4 Priprava roztoki lidského albuminu

Pavodni 20% roztok lidského albuminu bylieeén na koncentraci 8.196 tak, Ze
bylo rozpu&no 20 pul 20% albuminu v 50 ml citratového pufrutd $0. Do lekovky bylo
odebrano 10 ml tohoto roztoku, 5 mlg pipetovano do dalSi Iékovky a ty rozptrst v 5
ml pufru o pH 3. Touto dici fadou bylo postupovano aZ ke koncentraci 1,562%4.0
V Tabulce 3 jsou uvedeny koncentrace jednotlivyzbrii v % a mol.dri.

TentyZ postup byl aplikovantippouZiti citratovych pufr o pH 3,3 a 3,6. Pufry byly
piipraveny podle navodu v odst. 3.2.2 (jen byl zvySelkovy objem z 10 na 50 ml).

Pfi vytvareni nové ulohy pro biochemické praktikum byl roztBlSA pripraven
nasledovi: bylo ndedno 0,75 ml 20% HSA 44,25 ml citradtoveho pufru o @E3.
Roztok albuminu rél vyslednou koncentraci 5.Famol.I™.

Tabulka 3 — Koncentrace lidského albuminu v % a madm™

Cislovzorku| w (%) |c (mol.dm?)
1 8.10° 1,19.10°
2 4.10° 5,97.10°
3 2.10° 2,99.10
4 1.10° 1,49.10°
5 5.10% 7,46.10°
6 2,5.10* 3,73.1¢°
7 1,25.10° 1,87.10°
8 6,25.100 | 9,33.10°
9 3,125.10 | 4,66.10°
10 1,5625.1¢ | 2,33.10°

2.2.5 Priprava vzorku fluoresceinu pro dialyzu

Bylo smichano 25 ml 0,002% roztoku fluorescein s12 0,5% roztoku NaCl a nalito

do gipravené dialyzéni trubice.
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2.2.6 Priprava vzorka BPB v pufrech o nizném pH

Citratové pufry o pH 3,0 az 4,6 bylyipraveny dle Tabulky 2 (tj. od kazdého 10 ml).
Z kazdého roztoku byly odebrany 2 ml a smichanyl16@ pul BPB o koncentraci
4,56.10" mol.dm”.

2.2.7 Priprava vzorki lidského albuminu s BPB pro spektrofotometrické sanoveni
vazby barviva na protein

Lidsky albumin byl need®n na vysledné koncentrace podle odst. 2.2.4. Doétax
vzorku bylo gidano 500 pl roztoku BPB, wipadt pufru o pH 3,0 il roztok pidané
BPB koncentraci 1,2.10 mol.I*, v pufrech o pH 3,3 a 3,6 byla koncentrace BPB
4,56.10° mol.I™,

Pro vyhodnoceni pomoci Jobova vynosu jsifigravili vzorky bromfenolové mail a
albuminu o shodné koncentraci 5°1fnol.I*, zasobni roztoky HSA a BPB jsniedili

pufrem o pH 3,3. Hpravili jsme jedenact vzotko slozZeni viz. Tabulka 4.

Tabulka 4 — SloZeni roztoki pro Jobiav vynos

Cislo vzorku Viisa (M) Vers (m)

(c=5.10° mol.I") | (c=5.10° mol.I*%
1 0 5,0
2 0,5 4,5
3 1,0 4,0
4 1,5 3,5
5 2,0 3,0
6 2,5 2,5
7 3,0 2,0
8 3,5 1,5
9 4,0 1,0
10 4,5 0,5
11 5,0 0
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2.3 Studium kinetiky dialyzy fluoresceinu

Bylo postupovano igsré podle navodu na ulohu ,Studium kinetiky dialyzyfop
Pokrailé praktikum z biochemie 1. Naijgtroj SPEKOL 11 byl pdan fluorescetni
nastavec FK a byly pouzity kyvety pro fluoresteinméreni. Excit&ni vinova délka byla
nastavena narfstroji stejnym zpsobem jako p méieni absorbanci, emisni vinova délka
byla vyfiltrovana pomoci tyrkysového filtru. Jaktasdard byl pouZzit skleémy hranol
o konstantni fluorescenci dodavany vyrobcem. Haalpeho relativni fluorescence byla
nastavena naristroji jako 100% (byla g¥ena jako transmitance).

P pouzivani nastavce FK je nutné davat pozor, aiweta se vzorkem nezapadia p
meieni @ilis zprudka a nedoslo Kipadnému vyliti nsfeného roztoku.

Dialyza byla provedena nasledujicimugpbem: do dialyzai trubice bylo nalito
25 ml 0,002% fluoresceinu a 25 ml 0,5% roztoku Na@libice byla poniena do 500 ml
destilované vody a po celou dobu bylo dialyzatemch@no. Pomoci sondy
konduktometru byla gfena konduktivita dialyzatu a po 18 minutach odatleu dialyzy
také relativni fluorescence a absorbance dialyzatu.

Byla mefena relativni fluorescence a absorbance rdzthloresceinu pro kalibeai

zavislost o koncentracich uvedenych v odst. 2.2.3.

2.4 Méieni absorgnich spekter (spektrofotometr HP)

Jako slepy vzorek byla pouzita destilovana voddo Byastaveno rozmezi vinovych
délek od 350 do 650 nm vipact kalibratnich roztok BPB od 350 do 700 nm \ipack
vazby BPB na albumin. Absorbandiigtroj zn®ftil vzdy po zngné vinové délky o 1 nm.
Pro n&teni byly odebrany do kyvety cca. 2 ml vzorku.

Pri meéfeni vzorki pro Joliiv vynos bylo pouZito stejné nastavertisproje, ale jiné

vzorky (viz. odst. 2.2.7).
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3. Vysledky a diskuse

3.1 Dialyza fluoresceinu a NaCl

V prvni ¢asti experimentalni prace jsme se 2#élinna moznost rozsit stavajici ulohu
z Pokrailého praktika z biochemie I. Uloha nese néazev ¢g&tm kinetiky dialyzy* a
provadi se ve dvou modifikacich: 1. konduktometickledovani mibéhu dialyzy
fyziologického roztoku a 2. fluorimetrické studiudnalyzy roztoku fluoresceinu. Gt
jsme rozgit ulohu 2. tak, aby umdibvala studium vazby barviva (v naSerfippct
fluoresceinu) na albumin. K tomu by bylo zafedti provést dialyzu pro¢kolik roztoki
s odliSnou koncentraci proteinu, nutnou podminkakétije, aby dialyza probihala
prakticky do dosazeni rovnovahy.

Proto jsme se zaftili na zjistovani, (1) nakolik je postup &feni fluorescence na
pristroji SPEKOL s nastavcem FKgsny a reprodukovatelny (tj. zda by bylo moznéaakt
ziskanych dat vyuZzit pro porovnani dialyzy miznych koncentracich proteinu) a (2) zda
se i provedeni dialyzy fluoresceinu postupem pouzivany praktiku soustava

dostateng priblizi k rovnovaze.

3.1.1 Méreni kalibraéni krivky fluorescence fluoresceinu

Kalibragni kiivku relativni fluorescence fluoresceinu v zavislog koncentraci jsme
metili opakovarg pro mizné koncentrace fluoresceinu. Tatfivka by nela vykazovat
linearni zavislost, aby se z ni daly co nejsgadmecist hodnoty, a zarovieby meéla byt
vytvoiena pro nizSi hodnoty fluorescence fluoresceinuleddm k nizkym hodnotam

fluorescence dialyzatu vzniklého dialyzou.

Na Obr. 8 jsou vynesena #meieni, prvni (1) pro koncentrace fluoresceinu 5.5
5.10° % (feckno vodou), druh& (2) pro koncentrace 2187 2.1¢ % (feckno
fyziologickym roztokem).

Kiivka ozn&end jako (1) se jevi linearni (je proloZena pratilaci gimkou). AvSak
pii stejnych hodnotach koncentrace vzonro kivky (1) a (2) nejsou stejné hodnoty
relativni fluorescence. Nepatrny vliviie mit to, Ze vzorky pro &eni Kivky (1) byly
rozpusény ve Zedkném fyziologickém roztoku a praikkku (2) ve vod. Vyrazrgjsi roli
ale budou hrat podminky, za jakych byly hodnotgieny — @i méieni Kivky (1)

v laboratdi nebyla zapnutad&tSina gFistroja, tudiz nedochazelo k tak vyraznému kolisani
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napsti v siti jako g mefeni Kivky (2), které bylo provasho v dokE, kdy probihala
praktick& cvéeni pro KATA. | ges lineérni zavislost je tatdikka pro kalibraci dialyzétu
jen stZi pouzitelna, protoZze koncentrace vzbrkou mnohem vyssi, nez jakych lze

dosahnout p dialyze.

Hodnoty koncentraci profivku (2) jsou pomdrné vysoké, tato Hvka nejprve terst
linearre vzrasta a pi vyssich koncentracich klesa.ukeme tedy fedpokladat, Ze u takto
koncentrovanych roztdék dochézi k jevu tzv. samozh&Seni fluorescence. &unace
vzorki jsou ogt mnohem vysSSi, nez jakych Ize dosahnotitdalyze. Navic nevime,
nakolik je neéteni gesné, kdyz relativni fluorescence dosahuje hodhdoéem 300%, a

nakolik je linearni odezvatistroje.
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Obr. 8 — Zavislost relativni fluorescence na koncdraci fluoresceinu;

(1) koncentrace fluoresceinu 5%0az 5.10' %, fedtno roztokem NaCl;
(2) koncentrace fluoresceinu 2:24% 2.10° %, fectno vodou

Vysledky dalSiho gfeni relativni fluorescence pro nizsi koncentraaeréésceinu
(1.10° az 210%, redsno vodou) jsou uvedeny na Obr. 9. Na kalibfakiivce jsou

> v s

patrné vyrazné odchylky od linearity, zejména py&3i koncentrace fluoresceinu.
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Obr. 9 — Zavislost relativni fluorescence na koncdraci fluoresceinu; koncentrace
fluoresceinu 1.18 a2 2.10%, redtno vodou

3.1.2 Méreni kalibraéni krivky absorbance fluoresceinu

Toto nefeni jsme nejprve provedli pro vzorky o nizkych kemcacich 1.18 aZ
2.10%%. V&tsina absorbancéthto vzorki ale néla zapornou hodnotu. ivodem mohla
byt skuténost, Ze kyvety pro fluorescé&m mereni pouzivané v praktiku obsahuji
nesistoty, které fluoreskuji a nedaji se odstranitstdi@evana voda v kyvétméla relativni
fluorescenci 0,7%). Vzhledem k zapornym hodnotansodianci se jevi &feni
absorbance pro takto nizké koncentrace fluorescaiatné negesné a dale jsme se jim
nezabyvali.

Sestrojili jsme jestjednu kalibréni kiivku zavislosti absorbance vzdriluoresceinu
na jejich koncentraci, tentokrat pro vy3si hodnkoncentraci 2.10 az 2.16 % (viz.
Obr. 10). Tato zavislost je sice linearni, ale lartcace &chto vzorki jsou mnohem vyssi,

nez jakych se dérpdialyze dosdhnout. Pro naSeérani se také neda pouzit.
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3.1.3 Méieni absorbance a fluorescence odebiraného dialyzatgase

Hodnoty relativni fluorescence dialyzatu vip¢hu dialyzy v zavislosti n&ase jsou
znazorgny na Obr. 11. Ziskan&ikka je téngi linearni a za dobu, za kterou byla dialyza
provadna, hodnoty relativni fluorescence stale rostou. deatedy pedpokladat, zZe

rovnovazne rozéleni koncentrace fluoresceinu (M 332) mezi dialyzatem a retenatem

1,6 -
1,4 -
1,2 -

1,0

0,6
0,4
0,2

0,0

0,0000

Obr.

nastane mnohem pagd

Absorbance odebiraného dialyzatu (viz. Tabulkasbyjvelmi nizké a SPEKOL se
ukazal jako plis malo gesny pistroj, aby dokazal fiesre¢ zmefit malé rozdily mezi

absorbancemi takto malo koncentrovanych razftkoresceinu.

10 — Zavislost absorbance fluoresceinu na koratraci fluoresceinu
koncentrace fluoresceinu 2:187 2.10°%, fedno vodou

Tabulka 6 — Hodnoty absorbance dialyzatu ¥ase

t(min) | A t(min) | A

18 0,002| 108 0,009
33 0,002 123 0,009
48 0,006| 138 0,010
63 0,004 153 0,014
78 0,008| 170 0,014
93 0,007| 180 0,014
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Obr. 11 — ZAavislost relativni fluorescence odebiragho dialyzatu na¢ase dialyza
smesi fluorescein-fyziologicky roztok v pogru 1:1

3.1.4 Konduktometrické stanoveni kinetiky dialyzy

Toto meteni jsme provadi z divodu kontroly pébéhu dialyzy. Pomoci naéhenych
hodnot jsme sestrojili graf zavislosti konduktivifyalyzatu natase (viz. Obr. 12). Podle
grafu je Zejmé, Ze dialyza na patku probihala rychleji nez na konciérani, nebé
kiivka ke konci ndieni tak vyrazaé jako na jeho z&tku. Z toho Ize soudit, Ze pokud jde o
nizkomolekularni slateninu, jako je NaCl, dosfa soustava pad@ch hodinach jiz téut

k rovnovaze.
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200 — yo 801.84107 46.42192
Al -754.0939 +5.88754
1 t 67.67388 +1.37562
100
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Obr. 12 — ZAvislost konduktivity odebiraného dialyatu na ¢ase dialyza
fyziologického roztoku ve sési s fluoresceinem v pafru 1:1
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3.1.5 Dialyza fluoresceinu a NaCl - shrnuti

Konduktometrickym stanovenim kinetiky dialyzy fylagického roztoku jsme zjistili,
Ze soustava dnem ti hodin dospla ténei do rovnovahy. R fluorimetrickém
vyhodnoceni dialyzy fluoresceinu jsme ale zjistik, po tech hodinach je§tk rovnovéze
fluoresceinu nedoSlo a nedalo se odhadnout, kdgksstane. Vzhledem k omezené &ob
trvani praktika ale nelze vyragnprodlouzit dobu ndteni. Kron€ toho je fluorimetrické
meieni malo pesné a vysledky ziskané na SPEKOLu by nebylo mpangit pro analyzu
vazebnych kvek. Spektrofotometrické vyhodnoceni je vzhledenvekmi nizkym
koncentracim fluoresceinu v dialyzatu velmi fegmé, hodnoty absorbanci jsotili
nizké a citlivost fistroje v tomto fipact nedostaténa. Pro dely praktika tedy nelze tuto

Ulohu adaptovat.

3.2 Vazba bromfenolové mdidna albumin

Alternativni moznosti bylo postavit zcela roulohu zanmstenou na studium vazby
barviva na protein. Byloi¢ba vybrat barvivo, které po navazani na protetnirbarvu,
aby bylo mozné experimenty vyhodnotit spektrofottiaky. Pro tento experiment jsme
vyuzili informace z literatury (viZ*®), kde je popisovana vazba BPB na albumin a s nf

souvisejici spektra.

V dalSich experimentech jsme zkoumali vazbu BPB alaumin a vysledky
vyhodnotili graficky pomoci Jobova vynosu. Vzorlkgyrje ngfili na spektrofotometru HP
a pak také na SPEKOLu.

3.2.1 Porovnani polohy isosbestického bodu BPB v roztod¢ico raizném pH a ve
smési s albuminem

Absorgni kiivky pro roztok BPB v oblasti pH 3,0 — 4,6 jsou egeny na Obr. 13. Jak
je patrné, se zvySujicim se pH klesa hodnota ahsoeb v kratkovinn&asti spektra
(absorgni maximum zde ®ni tvar i efektivni hodnotu afppH 4,6 téndt zanika).
Naproti tomu absokmi maximum v dlouhovinné oblasti se pouze miposunuje k delsi
vinové délce (z 592 na 594 nm), ale vyrase zvySuje jeho intenzita. Systém vykazuje
isosbesticky bod ip 499 nm, jeho fFitomnost ukazuje na fakt, Ze¢teni realg odrazi
pirechod mezi kyselou a bazickou formou BPB a nenvoého dalSimi faktory.

Obdobré vypadaji absormi kiivky BPB také po navazani tohoto barviva na albumin

(Obr. 14), pouze se p&kud neni polohy absorgnich maxim. ZvySovani koncentrace
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albuminu vede k podobnym zmam ve spektrech jako zvySovani pH (Obr. 13). Tgo
je zakladem tzv. proteinové chyby BPB (jako aciditieho indikatoru) a vyuziti BPB
pro stanoveni proteirnv ma:i.

T T T T T T T T T T —
350 400 450 500 550 600 650
A (nm)

Obr. 13 — Zavislost absorbance na vinové délce ra#tia BPB o nizném pH;
koncentrace BPB konstantni (c = 1,22400l.I"), pH 3,0; 3,2; 3,4; 3,6; 3,8; 4,0; 4,2;
4,4 a 4,6 (ptadi podle stoupajici absorbande)=592 nm)
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Obr. 14 — Smés HSA a bromfenolové modi v pufru o pH 3,3; koncentrace BPB
konstantni (¢ = 4,56.10mol.I'"), koncentrace HSA 1,19.£05,97.10, 2,99.10,
1,49.10', 7,46.10 a 3,73.1¢ mol.I"  (poradi podle klesajici absorbancé p=603
nm)
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3.2.2 Porovnani spekter BPB navazané na albumin v pufrech razném pH

Abychom mohli provést vazbu BPB na albumin v ptaktimuseli jsme optimalizovat
podminky pokusu. Nejprve jsme vychazeli z informadteratury, kde byla pouzita BPB
o koncentraci ¢ = 1,2.10mol.I'* a pufr o pH 3,3.

Pro naSe rieni jsme zvolili pufry o pH 3,3, 3,0 a 3,6. Na eipenty v roztocich o
pH 3,0 jsme pouzili BPB o koncentraci ¢ = 1,2°¥fol.I"*, pro roztoky o pH 3,3 a 3,6
jsme koncentraci BPB zvysili na ¢ = 4,56°1Mol.I"}, protoZze fi niZz8ich hodnotach
koncentrace BPB nebyly absonp kiivky tak dol¥e rozliSené.

Také koncentrace albuminu v jednotlivych roztodeHisily. V roztoku o pH 3,0 byly
koncentrace albuminu 2,99:i@7 1,87.18 mol.I*, v roztocich o pH 3,3 a 3,6 jsme
koncentraci HSA zvysili, a to na 1,19:1@7 3,73.18 mol.I". ZvySeni koncentraci HSA
jsme provedli, nebdjsme se clti vyhnout situaci patrné na Obr. 15 — absoipkiivka
odpovidajici koncentraci albuminu 1,87%Mol.I"* se jiz neprotina v isosbestickém bod
a je proti ostatnim posunuta &mam dofi, jako by v roztoku zadny albumirifpmen
nebyl.

Pri vySSich koncentracich albuminu a BPB dosahujogidai maxima kivek vysSich
hodnot absorbanci (Obr. 14 a 16), coz je vykgrpro néreni na SPEKOLu v praktiku.
Pri pH roztoku 3,0 a 3,3 jsou absoénd maxima kivek v dlouhovinné oblasti odpovidajici
jednotlivym koncentracim albuminu dale od sebepe IébzliSené. # pH 3,6 jsou krom
piku odpovidajicimu koncentraci 1,19%ol.I"* viechny piky #li§ blizko sebe.

Z toho vyplyva, Ze nejlepsi pro tento experimenpgaiziti pufru o pH 3,0 az 3,3 a
koncentraci albuminu ¥adech 10 az 10° mol.dm? a koncentraci bromfenolové miod
kolem 5.10° mol.I",
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Obr. 15 — Smés HSA a bromfenolové modi v pufru o pH 3,6; koncentrace BPB

konstantni (c = 4,56.10mol.I'"), koncentrace HSA 1,19.£05,97.10, 2,99.10,

1,49.10, 7,46.1¢ a 3,73.1G mol.I*  (poradi podle klesajici absorbanct p=603
nm)
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Obr. 16 — Snés HSA a bromfenolové modi v pufru o pH 3,0; koncentrace BPB
konstantni (¢ = 1,2.10mol.I"), koncentrace HSA 2,99.10 1,49.10, 7,46.1C,

3,73.10° a 1,87.10 mol.I* (potadi podle klesajici absorbandé =603 nm)
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3.2.3 Vyhodnoceni vazby BPB na albumin pomoci Jobova vysa

Johiv vynos se pouzivaipzjiStovani pordru, v imz se d¢ latky na sebe vazou.
Smes latek A a B jako celek mé stale stejnou celkokoncentraci (A + B), ficemz se
meéni molarni pondr obou slozek. # spektrofotometrickém vyhodnoceni je na ose y
vynesena absorbana# jgji zmeéna) a na ose x molarni zlomek jedné ze slozek.

Vyhodnoceni jsme provéll pro sneés BPB a lidského albuminu o koncentraci
c (BPB) = ¢ (HSA) = 5.18 mol.I" v pufru o pH 3,3. Nejprve jsme dfili jednotlivé
vzorky na spektrofotometru HP a pro vyhodnoceniejsrybrali hodnoty absorbanctip
vinové délce 603 nm, ktera odpovida abgommu maximu (viz. Obr. 17).

Pii pH roztoku 3,3 je vi&, Ze maximum Jobovy fikwky odpovida por&ru
albumin:BPB 1:4. Pro srovnanfippH 8,0 ma tento po#n hodnotu 1:2%. Z toho plyne,
Ze v gitomnosti BPB v aniontové forén(v kyseléem pH) je navazano na albumin

v priméru vice molekul BPB nez v bazickém pH.
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Obr. 17 — Zavislost absorgniho maxima smési BPB a HSA na molarnim zlomku
BPB; ¢ (BPB) = ¢ (HSA) = 5.1 mol.I', A = 603 nm, HP, body pro ilustraci
proloZené kivkou

3.2.4 Ovéreni postupu vyhodnoceni vazby BPB na albumin pomodbbova vynosu
pro biochemické praktikum
Jak jiz bylo uvedeno, pro vyhodnocenéieni na spektrofotometru HP jsme vybrali
vinovou délku 603 nm, kterd odpovida absoaipmu maximu. Toto maximum je ale
pongrné ostré. ProtoZze nafigtroji SPEKOL nelze nastavit vinovou délku s takov

presnosti a nastaveni seize liSit mezi jednotlivymi fstroji, provedli jsme &kolik
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meieni @ odliSnych hodnotach vinové délky, abychonxidl, zda je n&feni v tomto
rozsahu vinovych délek dostate ,robustni®.

Meéfreni na SPEKOLu jsme provedli pro vinové délky 5883 a 605 nm. iP
porovnani obrazk18, 19 a 20 zjistime, Ze se mezi sebou vyjanelisSi i presto, Ze jsme
meiili absorbance vzork pokazdé f jiné vinové délce. Je tedy vhodné nastavit na
pristroji vinovou délku kolem 600 nm, abychom ziskptidobné vysledky jako na
spektrofotometru HP. (Pozn.: Body na obrazkach198a 20 jsou proloZenytikkou jen

pro ilustraci, nejedna se o experimentaliivku.)
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Obr. 18 — Zavislost absorgniho maxima snési BPB a HSA na molarnim zlomku
BPB; ¢ (BPB) = ¢ (HSA) = 5.10 mol.I", A = 603 nm, SPEKOL, body pro ilustraci
proloZené kivkou
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Obr. 19 — Zavislost absorgniho maxima smési BPB a HSA na molarnim zlomku
BPB; ¢ (BPB) = ¢ (HSA) = 5.10 mol.I", A = 599 nm, SPEKOL, body pro ilustraci
proloZené kivkou
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Obr. 20 — Zavislost absorgniho maxima snési BPB a HSA na molarnim zlomku
BPB; ¢ (BPB) = ¢ (HSA) = 5.10 mol.I", A = 605 nm, SPEKOL, body pro ilustraci
proloZené kivkou

3.2.5 Vazba bromfenolové modi na albumin — shrnuti

Poda&ilo se nam nalézt nejvhodsi koncentrace albuminu a bromfenolové ad
nejvhodrgjSi pH pufru pro spektrofotometrické stanoveni waZzBPB na albumin a

vyhodnoceni pomoci Jobova vynosu. Po pfi@mi vzorki na SPEKOLu se také ukézalo,
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Ze pistroj dokaze it s dostatenou gresnosti. Tento pokus se jevi jako vhodny pro

provedeni v ramci Pok&dého praktika z biochemie I.

4. Zavwr

Stavajici uloha z Pokédeho praktika z biochemie se ukazala jako nevhopra
rozSteni o vazbu fluoresceinu na albumin, nélm@ni dostate¢ citliva a nefeni na
SPEKOLuU neni tak ifesné, jak by bylo p&tba. Pesnost fistroje je @i meéieni
fluorescence ifliS zavisla na kolisani nafh v siti a pro mifeni absorbanci je zase

zapotebi pongrné vysoké koncentrace vzorku.

Vazba BPB na albumin a jeji vyhodnoceni pomoci ¥alhgnosu se naopak jevi jako
vhodné pro praktikum, protoZze koncentrace vigslou dostaténé pro citlivost pistroje a
u meteni absorbanci nedochazi k tolika vykgv kvili kolisani nagti v siti. | gresto je

vhodné vzorek prostit tiikrat a z €chto ti hodnot vypditat piméer.

Teoreticky by také bylo mozné realizovat v prakttlhié experiment, dikyemuz by
bylo mozné ukéazat rozdily v poloze isosbestickébduba absofmiho maxima BPB ied
a po navazani albumin, ale ne na spektrofotomeREK®L. Spektrofotometr SPECORD
by se dal fi této pilezitosti vyuZzit Iépe, protozZe je schopen pétitrabsorbanceipvice

vinovych délkach najednou.

Priloha bakaléské prace obsahuje navod na novou ulohu pro Ribdkrpraktikum

z biochemie | ,Vazba bromfenolové moda sérovy albumin®.
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Svoluji k zagj¢eni této prace pro studijnic€ly a prosim, aby bylgadre vedena evidence

vypujcovatet.
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adresa
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Priloha 1 — Navod ulohy pro Pokrdilé praktikum z biochemie |

Vazba bromfenolové madna sérovy albumin

Princip ulohy

Albumin mé& unikatni vlastnost vazat mensi molekoigoha tyd. Diky struktue, ktera je
tvorena temi doménami, poskytuje mnozstvi mist, kam moholigeedy vazat. Interaguje
s velmi Sirokym spektrem latek: nejsijnse vazou hydrofobni organické aniontyesini
velikosti, 100 az 600 Da dloultéttzce mastnych kyselin, hematin a bilirubin. Menghére
hydrofobni latky, jako je tryptofan a kyselina adbava, jsou vazany mérsilng, avsak jejich
vazba niiZze byt vysoce specificka

Bromfenolova motl (BPB) se pouziva jako acidobazicky indikator avber pii provadni
gelovych elektroforéz.Chemickou povahou je BPB slaba kyselina {pk 3,85). Ri
acidobazickych titracich &ni barvu v Uzkém rozmezi pH: 3 (Zlutd barva) az @i&ova
barva).

Po navazani barviv natkteré proteiny mizeme pozorovat zajimavy jev, zvany proteinova
chyba indikatoru. Tento jev e zn&né zkomplikovat situaci, kdyZ se mé stanovit hodnota
pH kolorimetricky. Nap. roztok neutralnicerver® ma bez fidani globulinu pH 6,6. Po
pridani gtiprocentniho globulinu se ale jeho pH jevi jak®.6Ne vSechny proteiny ale
zpasobi stejd velkou proteinovou chybu indikatorufiladem takového proteinu j&sty
vajeiny albumin, u kterého se az do jeho 7% koncentvacengsi s neutralnti fenolovou
cerveni proteinova chyba neprojevuje

Pri zjiStovani vazby ligandu na protein pelbujeme znat mnozstvi navazaneho ligandu (ozn.
jako B), které je funkci koncentrace volného ligar{dzn. jako [L]), tj. B = g([L]). Ziskana
experimentalni data mohou byt graficky zndzoammnoha zjsoby, z nichZ jsou n&gsgjsi

asi ti: (1) ptimy linearni vynos, (2) semilogaritmicky graf a @gatchardv vynos. Jednou z
dalSich moznosti, jak graficky znazornit experinddmitdata, je Jaly vynos.

Johiv vynos je pouzivan k tiovani stechiometrie vazbyipvazebné studii. Celkova molarni
koncentrace proteinu a liganduistavaji po celou dobu experimentu konstantndninse
pouze molarni zlomky slozek $Bi. Méfitelna veltina, ktera je urérna tvorké komplexu, je
vynesena proti molarnimu zlomku jedné ze sloZzekxiMam vzniklé Kivky koresponduje se
stechiometrii vazby.

Pomiicky a chemikalie

- Bromfenolova motl (M, = 667), ho¥zi (M, = 66 000) nebo lidsky (M= 67 000)
sérovy albumin, kyselina citronova a citronan so@ny pipravu pufru, destilovana
voda, 0,5 mol:t roztok NaOH

- Ké&dinky pro gipravu z4sobnich roztékodmerné vélce, Iékovky, automatické pipety,
sklerené kyvety

- Spektrokolorimetr SPEKOL 11, pH metr
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Pracovni postup

1) Pripravte zasobni roztok bromfenolové miochavazte na analytickych vahactegre
priblizné 10 mg barviva, rozptite ve 200 pl 0,5 M NaOH arigejte destilovanou
vodu, aby vysledny roztok hkoncentraci 5.18 mol.I™.

2) Pripravte zasobni roztoky kyseliny citronové a ciaon sodného o fplizné
koncentraci 0,1 mol} v dostaténém mnoZstvi (potm 21,01 g GHgO7.H,O na 1 |
vody a 29,41 g §Hs507Naz.2H,0 na 1 | vody).

3) Ze zésobnich roztdkkyseliny citronové a citronanu sodného namichpjté o pH
mezi 3,0 az 3,3 (poén roztoki kyseliny: soli asi 8:2). Postupujte tak, Ze negorv
odlijete pozadované mnoZstvi roztoku kyseliny ai solpodle paieby dotitrujte
roztokem kyseliny nebo soli na poZzadované pH.

4) Pripravte roztok albuminu o koncentraci 5°1Gnol.I* a objemu 45 ml. Protein
rozpou&¥jte v piipraveném pufru.

5) Ze z&sobniho roztoku BPB odeberte takovy objemstabyiskali roztok o vysledné
koncentraci 5.1® mol.I* a objemu 45 ml. Odebrany objem zasobniho roztoku
rozpou&¥jte v piipraveném pufru.

6) Namichejte do Iékovek 11 roztbk nasledujicim slozeni:

Cislo vzorku | Vapumina (mMl) | Vaps (M)
1 0 50
2 0,5 45
3 1,0 4,0
4 15 3,5
5 2,0 3,0
6 2,5 2,5
7 3,0 2,0
8 3,5 1,5
9 4,0 1,0
10 45 0,5
11 5,0 0

7) Na SPEKOLu nastavte vinovou délku 603 nm agiten absorbanci jednotlivych
vzorka. Jako slepy vzorek pouZzijte destilovanou vodu,odtenci kazdého vzorku
zneite tikrat a pro vyhodnoceni pouzijte jejichipmérnou hodnotu.

Vyhodnoceni

Zpraimérované hodnoty absorbanci vyneste do grafu pro&monu zlomku jedné ze slozek.
Maximum vzniklé Kivky koresponduje se stechiometrii vazby.
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