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(54) Spésob stanovenia koncentracie bieltkovin v biologickych materidloch

Vyndlez ss t¥kd aspOsobu steanovenis koncen-
trécie bielkovin v biologickych materidloch.
PodTa vyndlegu ss postupuje tak, Ze vhodné
farbivo s vyhodou Coomasie Blue G .I.
42655) sa rogpust{ v metanole, pridaji sa
kyseliny s vfhodou kyselina chldrovodikové,
alebo kyselina chloristd, pripadne kyselina
fosforednd o koncentrécii 0,25 a% 0,8 m01/1
@ chlorid sodny na potladenie adhézie na
sklenné &¢asti meracej kyvety. Do takto pripra-
veného reak&ného roztoku sa pridd rosztok
obsshujici bielkovinu, ktord spbsobuje po-
sun sabsorp&ného pdsu a zvySenie hodnoty
absorbancie meraného roztoku. Zvyienie
absorbancie je imerné koncentrécii pritomnej
bielkoviny.

Vyndlez mé vyuZitie predovietlym v kli-
nickej diegnostike pri atanoveni bielkovin
v r8znych telovych tekutindch, no mbZe sa
vyu%it 1.v priemyslove]j prexi pri medei-
operadnej kontrole pripravy bielkovinovych
substrétov.
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Prinhléska vyndlezu sa tyka spSsobu stanovenia koncentrdcie bielkovin v biologickgch
materidloch ako v mo¥i, liivore, krvnom sére a dalsfch tekutindch predovietkym v pod-
mienkach zdkladného s aplikoveného vyskumu a v rutinnej analytickej prevédzke.

V dotersjiej laboratiornej prexi sa pre stanovenie koncentrécie bielkovin pouZiva kla-
sickdé metdde podls Lowryho s fenolovym Folinovym Zinidlom Lowry O. H., Rosebrough N. J., Farr
‘A. L., Randall R, J.? J. Biol. Chem. 193 (1951) 265 pre vy%3ie koncentrdcie be?nd biureto-
vé reakcim (Rose 1833) alebo podlm Extona (Real Laxikon der Medizin, Urben and Schwanzenberlk,
" Minehen 1966, s. 206, E 274). V poslednej dobe sa objavil rad technik zaloZenjch na tvorbe
farebnfch komplekov medzi farbivom a bielkovinou Bradford M. M.: Anslyt. Biochem. 72 (1976)
248; Sedmek J. J., Grossberg S. E.: Analyt. Biochem. 79 (1977) 544; Spector T.: Analyt.
Biochem. 86 (1978) 142.

Tieto metody si zaloZené na spektrofotometrickom stanoveni koncentrécie farebndho
komplexu farbiva s bielkovinou. Farbivo je v kyslom prostredf v oxidovanom stave, pri vzni-
ku komplexu s proteinom ss farbivo redukuje priZom dochddza k posunu absorbaninéhc maximea
@ k podstatnému ndrastu v hodnote sbsorbancie. Ako farbivo sa v silasnosti vyuffva Coomasie
brillant blue G-250, Zo je identické s farbivom Serva Blue G (Color Index ¥. 42655) a che-~
micky je to 3- [N-etyl-N-/3-metyl-4-/4~(4-etoxyanilino)fenyl] - <2-metyl~4~ {N—etyl-N- (3~
~(s6dium sulfonéto)fenyl netyl]} sminofenyl> /metylén-2,5-cyklohexadién-1~ylidén/ ]| iménio-
benzén sulfondt.

Oproti klasickym metddsm pouZitie techniky tvorby farebného komplexu uvedeného farbi-
va 8 bielkovinemi mé vyhodu v rychlosti prevedenia analyzy, nevyhoda je vsak vysokd adhezi-
vita farbiva k stendm meracfch kyviet. Vysokd citlivost metddy sa projevuje ako vyhoda
pri stenoven{ v mo¥i resp. likvore, kde staéf k analyze aj 10 ml vzorky, znemoZnuje viak
siZasne analy¥su vzoriek s vysokou koncentrdciou proteinov (krvné sérum, plazma).

Uvedené nedostatky rie¥i spdsob stanevenia koncentrdcie bielkovin v bidlogickych me-
teridloch a to jednak upravou prostredia analyzovanej tekutiny, jednak modifikéciou Etruk-
tiry ferbiva.

Podstate vyndlezu spoliva v tos, e v prvom stupni sa priprav{ roztok 3-[[N—ety1-N-
~/3-metyl-4-/[4-(4~etoxyanilino)fenyl] - < 2-metyl-4~{N-etyl-N-[3~(sédium sulfonéto)fenyl
natyl]} nninoetyl:>/nety1én-2,5 dimetyl-2,5 cyklohexndién—l-ylidén/ﬂ iméniobenzénsulfo-
nétu alebo 3-[ N-hydroxyetyl-N-/3-metyl-4-/[4-(4-etoxyanilino)fenyl]~ <2-mety1-4-{N—hydro-
xyetyl-N-[3-(sédium aulfonéto)fenylletyl]}aninofenyl> /metylén-2,5-dimetyl-2,5-cyklohexa-
dién-1-ylidén/] iméniobenzénsulfondtu alebo 3-[N-etyl-N-/3-hydroxymetyl-4-/ [4-(4~etoxyani-
lino)fenyl]- <2-hy&roxynety1-4—{N-etyl-N—[3—(36d1un sulfonéto)fenyl letyl]} aminofenyl>
/metylén-2,5 dihydroxyuetyl—Z,5-cyklohexﬂdién-l-ylidén/I]iméniobenzénsulfonétu o koncentré-
cii 20 aZ 100 mg v 100 ul metanolu, potom sa pridd 100 ml roztoku kyseliny chlorovodikovej
o koneentrdcii 2,5 a% 8 mdl/1 alebo kyseliny chloristej o koncentréeii 0,3 aZ 1 mél/1 ale-
bo kyseliny fosforelnej o koncentréeii 0,8 a% 2 mdl/1 a nekoniec aa pridé 800 ml roztoku
chloridu sodného o konecentrdeii 2 aZ 5 mmél/l, nado sa v druhom stupni k 25 8% 300 objemo-
vym dielom pripraveného reakdného roztoku pridd jeden objemovy diel vzorky rozpusteného
proteinu a po 5 mindtach reskcie pri izbovej teplote sa zmeria absorbancia pri 560 a%

620 nm, ktorej hodnota je prismo mernd koncentrdcii meraného proteinu.

Za podmienok podla vyndlezu moZno pripravit &inidlo k stanoveniu proteinov prakticky
bez adherivity farbiva na steny sklennych predmetov, a to jednsk v ddsledku. rozpustenia
farbiva v metanole, jednek v d8sledku nehradéenia hydrofdbnych alkalickyeh skupin hydrofil-
nejiimi hydroxyalkylovymi skupinemi. Priprava &inidla k stanoveniu proteinov v biologickych
tekutindeh podla vyndlezu umo¥nuje stanovenie koncentrécie proteinu ntelen v ich zriedenych
rogtokoch napriklad v mo¥i, likvore, na ktoré je doteraz obmezené vyulitie farebnej reakcie
medzl farbivom @ bielkovinou, ale v zdvislosti od koncentrdcie pouiitej kyseliny aj v kon-
centrovenfch rogtokoch proteinov, krvnom séru, plazme. Pre stanovenie koncentrécie proteinov
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v tychto prostrediach je vhodné péuiit pri priprave &inidla roztok koncentrovanejej mine-
rélnej kyseliny, tek ako Je uvedené v prikladoch.

Priklad 1

8inidlo ne stenovenie proteinov sa pripravi rozpustenfm 20 mg 3~ N-hydroxyetyl-N/3-
-metyl-4-~/ 4-/4-etoxyanilino)fenyl ~ 2-metyl-4- N-hydroxyetyl-N- 3-(s6dium sulfonéto)fe-
nylmetyl sminofenyl /metylen-2,5-dimetyl-2,5-cyklohexadién-1-ylidén iméniobenzénsulfo-
nétu v 100 ml metanolu, na&o sa priddé 100 ml kyseliny chldrovodfkovey 6 m6l/1 a 800 ml
chloridu sodného 2 mmél/l. Pridanim 50 ml roztoku slbuminu hovédzieho séra (5 g/100 ml)
v chloride sodnom 1 nnél/l k 3 ml &inidla sa zmen{ hodnota absorbancie po 5 mindtach pri
teplote miestnosti o 0,42 (merané pri 620 nm). Linedrny rozsah pre siancvenie koncentré-
cie proteinov je za uvedeného usporiadania zabezpeleny v rozsahu 0,2 ai 6 mg proteinu vo
vzorke s koeficientom varidcie 2,4 % pre n = 10,

Priklad 2

Tek ako je uvedené v priklade 1 s tym rozdielom, %e k priprave &inidla sa pou¥ije
100 mg 3-[N-etyl-N-/3-metyl-4-/[4-{4~etoxyanilino)fenyl] - 2-metyl-4-{N-etyl-K~[3-(sd-
dium sulfonéto)fenylmetyl]}eminofenyi> /netylén—Z,5~dinetyl-2,5~cyklohexadién—l-ylidén/}imém
niobenzénsulfondtu v 100 ml metanolu a pridd sa 100 ml kyseliny chlérovodikovey 2 mol/l a
800 ml chloridu sodného 5 mmél/l. Pridavkom 30 mg imunoglobulinu G v 100 ml vzorky k 3 ml
takto pripraveného &inidla dochddza k zmene absorbancie pri 18 °c po 5 mimitach o 0,37
jednotiek sbsorbencie (merané pri 595 nm) linedrny rozssh stanovenia koncentrécie Jje za-
bezpedeny od 5 a% 50 ug imoglobulinu 8. Keeficient varideie 3,16 $ pren = 10,

"Priklad 3

Tek ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze -k priprave Zinidle sa pouZije 40 ng 3-N-etyl-
-N—/3—hydroxylety174—/[4&etoxyanilin61feny1]— (2-hydroxymety1~4—{N-ety1—N-E3~/sédium sul-
fonéto)fenylnetyﬂ}'aminofenyl/ﬂ metylén-2,5-dihydroxymetyl-2,5-cyklohexadién~i~ylidén/
{méniobenzénsulfondtu v 100 ml metsnolu a 100 ml kyseliny fosforednej 0,3 mél/l & 800 ml
chloridu sodného 2 mmdl/1. Takto pripravené ¥inidlo 3 ml reaguje so vzorkou 36 ug albuminu
Tudského séra v 20 ml rostoku:chloridu sodného 1 mmél/1 pri teplote miestnosti 23 °c po
dobu 5 mimit ze tvorby farebného komplexu o hodnote absorbencie 0,193 pri 560 nm. Koefi-
cient varidcie pren = f5 Je 2,12 %.

Prf{klad 4

Tak ako je uvedené v priklade 3 s tym rozdielom, %e sa pouZije k priprave &inidla
kyselina fosforedné o koncentrdcii 2 mél/1. Takto pripravené &inidlo (2,5 ml) reaguje s 3 mg
feritinu v 100 ul vzorky za vzniku farebného komplexu o hodnote absorbancie ©,315 pri
560 nm. Koeficient varidcie pre n = 10 je 3,85 &.

Prikledg 5

Tak ako je uvedené v priklade 1 s tym rozdielom, Ze namiesto kyseliny chldérovodikove]
sa poufije kyselina chloristé o koncentrdeii 0,3 mél/1. Pridavkom 25 jug Tudskej pankreaticke]
(2lfs smyldsy predistenej do kry¥talického stavu v 50 ml vzorky sa zmen{ hodnots ebsorbancie
po 5 mindtach a pri teplote miestnosti o 0,262 pri 620 nm. Koeficlent varidcie 2,35 % pre
n = 15, )

Priklaa 6

Tek ako je uvedené v priklade 1 s tym rozdielom, Ze namiesto kyseliny chlorovodikove]
se pouiijé.kyselina chloristd o koncentrdcii 1 mol/l, Pridanim 50 ml roztoku albuminu
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hovadsieho séra (5 8/100 ml) v chloride sodnom | mmél/l k 3 ml &inidle sa gmeni absorbancia
pri 620 nm o 0,48. Koeficient varidcie pre n = 10 je 3 %. '

Vyndlez md vyuZitie v¥ade, kde je potrebné stanovit rychlo a presne obsah bielkovin.
‘Zv1é¥t vihodné je tito metodu wyukit v klinickej biochémii pri stesnoveni bielkovin v bio-
logickych tekutindch pre diagnostické ii%ely. Dé sa vyufit 1 v premyslovej praxi pri medzi-
operafnej kontrole najma substrétov obsahujicich vodorozpustné bielkoviny.

PREDMET VYNKLEZU

,Sp8sob atanovenia koncentrécie bielkovin v biologickych materidloch pomocou absorbancie
vyznaleny tym, %fe v prvom stupni ss pripravi roztok 3- [N-etyl-N-/3-metyl-d4-/[4-(4~etoxyani-
1ino)fenyl]- {2-metyl-4-{N-etyl-N-[ 3-(sédium sulfondto)fenyl metyl]}eminoetyl) /metylén-
-2,5-dimetyl-2,5 cyklohexadiéns1-ylidén/Jiméniobenzénsulfonétu alebo 3-[N-hydroxyetyl-N-/3-
~metyl-d4-/ 4-(4—etoxyanilino)feny;]-<:2~nety1-4-{ N-hydroxyetyl—ﬂ-[}-(sédiun sulfondto)-
:enylnetyl] nminofenyI>/metylén-2,S-dinetyl—Z,5-cyklohexadién-1-ylidén/]]iméniobenzénsulfo-
_ndtu alebo 3-[IN-etyl-N—/3-hydroxynety1-4-/E@-otoxyanilino)fenyl]-<2-hydroxynetyl—4—{n—etyl-
—N—[}-(sédiuﬂ sulfondto)fenyl metyl]} eminofenyl > /metylén-2,5 dihydroxymetyl-2,5-cyklo-
hcxndién-l-ylidénv’ﬂ iméniobenzénsulfondtu o koncentréeii 20 % 100 mg v 100 ml metanolu, po-
tom sa pridd 100 ml roztoku kyseliny chlérovodfkovej o koncentrdcii 2,5 a¥ 8 w61/l alebo
kyseliny chloristej o koncentrécii 0,3 aZ 1 mdl/l alebo kyseliny fosfore¥nej o koncentrdcii
0,8 a% 2 m0l/1 @ nekoniec sa pridd 800 ml roztoku chloridu sodného o koncentrdcii 2 a¥
5 mmdl/1, nedo sa v druhom stupni k 25 aZ 300 objemovym dielom pripravenédho reakZného roz-
"tolu pridéd jeden objemovy diel vzorky rozpusteného proteinu a pe 5 mimitach reakcie pri
igbove]j teplote sa zmesia obsorbancia pri 560 a% 620 nm, ktorej hodnota je priamo tmernd
koncentrdcii meranéhc proteinu.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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