Opravny listek diplomové prace PiF UK (Bc. Marie Belhajova: Vyznam V-ATPasy

v rezistenci k cytostatikiim a moznosti jeji inhibice, Praha 2016)

1. Strana 37, Stanoveni Kkoncentrace proteini testovanych neuroblastomovych
bunéénych linii metodou dle Lowryho, doplnéné sloZeni roztokii pro stanoveni

koncentrace proteini

Koncentrace proteinti analyzovanych vzoru byla stanovena metodou dle Lowryho
za pouziti soupravy pro stanoveni koncentrace proteinti od firmy Bio-Rad (USA), kde
vyrobce piesné slozeni roztoki z komerénich dtvodd neuvadi. Principem této metody je
interakce proteinti s méd’natymi ionty (biuretova metoda) za vzniku svétle modrého
komplexu. Po inkubaci je pfidano fenolové cinidlo (Folin-Ciocalteau), Které obsahuje
kyselinu fosfomolybdenovou a fosfowolframovou. Tyto se redukuji zbytky proteinti (Tyr,
Trp, Cys) a poskytuji syt¢ modré zbarveni, které je méfeno na spektrofotometru pti
750 nm. [74] Nejprve byly vzorky proteini ptipravenych dle kapitoly 3.2.5 8x fedény
destilovanou vodou. Do mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 5 pl pfislusného vzorku,
standardu sérového hovéziho albuminu (BSA) o koncentraci 0; 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1;
1,5; 2 a 2,8 mg/ml. ,,Slepym* vzorkem o koncentraci BSA 0 mg/ml byla destilovana voda
a pufr RIPA. Do kazdé jamky se standardem ¢i vzorkem bylo pfidano 25 pl roztoku A’
(1000 pl reagentu A (pravdépodobné médnaté ionty) a 20 pl reagentu S), a poté bylo
ptidano 250 pl reagentu B (fenolové c¢inidlo). Mikrotitraéni desticka byla umisténa na
laboratorni tfepacku Labnet Gyro Twiester (USA) a inkubovana po dobu 15 min pfi
opatrném michdni pti laboratorni teploté. Nasledné byla meéfena optickd denzita na
spektrofotometru Molecular Devices VERSA max (USA) pii vinové délce 750 nm.
Zjisténa data byla vyhodnocena softwarem SoftMax Pro.
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