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Reagencia obsahuje farbivo zloZenia
3-[N-etyl-N-/3-metyl-4-4-/4-etoxyanilino/
/fenyl]l-<2~-metyl-4 (N-etyl~N=-{3-/sédium sul-
fonato/fenyl metyl))aminofenyl>/metylén-2,5
" cyklohexadién-1l-ylidén/)amoniobenzén sulfo~
nat. V 1 1litri vodného roztoku obsahuje
250 aZ 300 mg farbiva, 0,85 aZ 0,95 mdélu
kyseliny chlorovodikovej, 0,15 aZ 0,20 mélu
chloridu sodného a 0,15 az 0,20 mélu viac-
sytného alkoholu, napriklad monoetyléngly-
kolu alebo glycerinu.
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Vynadlez sa tyka stabibizovanej reagencie na stanovenie
‘'koncentracie proteinov v biologickych tekutinach

Laboratérna prax pri purifikdcii a izolacii proteinov ako
diagnostické potreby klinickej praxe c¢asto vyZaduju rychle a
presné stanovenie koncentracie proteinov vo vodnych roztokoch a
to s pomerne vysokou citlivostou a pokial moZno s pouZitim
minimdlneho objemu analyzovanej vzorky. Uvedené priame kritérid v
poslednych rokoch splnuje metdda zaloZend na tvorbe farebného
komplexu proteinu s vhodnym farbivom. Takymto farbivom je napr.
3-[[N-etyl-N-/3-metyl-4-/4-/4-etoxyanilino/fenyl]-<2-metyl=-4-{N-
-etyl-N-[3-/sdédium sulfonato/fenyl metyl]} aminobenzén sulfonat
Coomasie® brillant blue G-250 /Color Index &. 42655/, u ktorej
pozoroval ako prvy A.H.Reisner a spol /Reisner A.H., Nemes P. a
Bucholz G.: Anal. Biochoem. 64/1975/ 509/, Ze existuje v dvou
farebnych formdch. Oxidova leukoforma v kyslom prostredi cCervena,
ktorda se meni na modru adsorbciou proteinu v rovnakom prostredi.
Tento poznatok vyuZil M.M.Bradford a vypracoval metédu na
stanovenie bielkovin vo vodnych roztokoch kyseliny fosforecnej s
pridavkom ethanolu. /Bradford M.M.: Anal. Biochem. 72, /1976/
248/. Zistilo sa vsak /Spector Z.: Anal. Biochem. 86/1978 142/, Ze
reakény roztok farbiva je pri skladovani nestdly a preto ho treba
v dvojtyZdennych intervaloch korigovat, &o Jje pre rutinnu
prevadzku nevitané. TaktieZ sa zistilo, Ze zavislost absorbancie
na koncentracii proteinu nie je pri pouzZitej metdde lineadrna
/Sedmak H.J. a Grossbery S.E.: Anal. Biochem. 79 /1977/ 544/, ¢o
pri analytickej metdéde nevitanym momentom.

Uvddzané nedostatky rie$i stabilizovand regencia podla pri-
hlasky vyndlezu, ktorda md4 podstatne vysSiu stabilitu pri sklado-
vani a zavislost adsrobancie na koncintrécii meraného proteinu je
prisne linedrna v rozsahu do 2,0 g. —. ,

Podstata vyndlezu spoc¢iva v tom, Ze reagencia na stanovenie
koncentracie proteinov v Dbiologickych tekutinédch obsahuije
0,000285 aZz 0,000342 mdélu farbiva 3~[[N-etyl-N-/3-metyl-4-/-4-/
4-etoxyanilino/fenyl ]-<2-metyl-4{N-etyl-N-[3-/sédium sulfondto /
fenyl metyl]}aminofenyl>metylén-2,5-cyklohexydién-1-ylidén/]]imé-
niobenzén sulfonat, 0,85 aZ 0,95 mélu kyseliny chlorovodikovej,
0,15 az 0,2 mélu chloridu sodného a 0,15 az 0,2 mélu
etylénglykolu alebo glycerinu v litri vodného roztoku.

Zistilo sa, Ze najvhodnejsia kyselina v ktorej sa najrych-
lejSie rozpusta uvedené farbivo a vytvara oxidovani leuko-formu
cervenej farby je kyselina chlorovodikova. Rovnako sa zistilo, Ze
najvyssia citlivost zafarbenia do modra pridavkom proteinu sa do-
sahuje vo veImi dzkom rozsahu koncentricie kyseliny chlorovodiko-
vej pri optimadlnej koncentracii farbiva. So stipajicou koncentra-
ciou kyseliny pri konsStanej koncentracii farbiva citlivost fareb-
nej reakcie na proteiny klesd a maximdlna citlivost sa_dosahuje
v koncentraénej oblasti kyseliny 1,175 aZz 0,195 mél.1 *, éo je
niZsia ako v doteraz publikovanych pracach. V uvedenom koncent-
rac¢nom rozsahu podla postupu stanovenia pritomnost 10 mg proteinu
pésobi zmenu absorbancie aZ 0,65 aZ 0,75.

Pridavok viacsytnych alkoholov a chloridu sodného do reak-
¢ného roztoku urychluje ustalovanie rovnovahy tvorby farebného
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komplexu farbiva s proteinom. Rovnovdha sa podla navrhovaného
postupu ustaluje do 5 minit. Okrem toho pritomné alkoholy a chlo-
rid sodny zvysSuje atabilitu reakéného zasobného roztoku, takie
nie je potrebné citlivost roztoku tak &asto kontrolovat. Zistilo
sa, Ze zésobng roztok podla vyndlezu i po 3 mesiacoch skladovania
pri 15 aZ 30 °C mal rovnaki citlivost ako roztok &Gerstvo pripra-
veny. Rovnako sa zistilo, Ze pri priprave reakéného roztoku je
ddlezity spdsob rozpustania farbiva. 0d spésobu rozpistania zavi-
si podstatne rychlost jeho rozpustania a ustalovania rovnovahy
leuko-formy farbiva.

Priklad 1

250 mg farbiva 2zloZenia 3-[[N-etyl-N-/3-metyl-4-4-/4-etoxy-
anilino/fenyl]-2<-metyl-4-{N-etyl-N-[3-/sédium sulfonato/fenyl-
metyl]} aminofenyl>/metylén-2,5 cyklohexadién 1-ylidén/] amonio-
benzén sulfonat Coomasie brillant blue G-250 sa rpzpustilo v
roztoku pozostavajiceho z 80 ml koncentrovanej kyseliny chlorovo-
dikovej /36 az 37% /, 160 ml destilovanej vody, 10 g chloridu
sodného a 10 ml ethylénglykolu. Po rozpusteni farbiva sa reakény
roztok doplnil destilovanou vodou na celkovy objem 1 liter a pre-
filtroval sa cez filtracény papier, aby sa odstrdnili nerozpustné
zbytky farbiva, resp. nerospustné necistoty. Takto pripraveny
roztok, ktory je zasobny roztok, ktory sa pred pouzZitim na stano-
venie proteinov riedi destilovanou vodou v pomere 1 objemovy diel
zdsobného roztoku a 4 diely destilovanej vody. Po zamieSani je
roztok pracovny, moZno hned pouzit na meranie koncentracie prote-
inov v roztokoch. Absorbancia pracovného roztoku oproti vode pri
vlinovej dlZke 595 nm bola 0,370. Pri merani koncentrécie protei-
nov v kontrolnych vzorkdch napr. ludského krvného proteinu s de-
klarovanou koncentraciou 66,7 g/l /100 nl séra sa zriedi s 3,2 ml
destilovanej vody/. Potom sa do suchej kolorimetrickej kyvety
mikropipetou naddvkuje 2 x 1 ml pracovniho roztoku na stanovenie
proteinov, ¢im sa reakény roztok sucasne dostatocne premiesa.

Reakény roztok sa okamZite zafarbi na modro a zmeria sa ab-
sorbancia v intervale od 2 do 5 minut, kedy je absorbancia maxi-
mdlna. V tomto pripade bola absorbancia oproti vode 1,115, t.j.
po odpoc¢itani pozadia 0,745. Kalibracénd krivka absorbancie v za-
vislosti od koncentracie proteinu je 1linedrne v celom rozsahu od
0,2 do 2,0 g/ proteinu.

Obdobné vysledky sa ziskali pri pouziti séra hovadzieho al-
buminu, namerané hodnoty boli v ramci reprodukovatelnosti metédy.

Priklad 2

Postup ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze 300 mg farbiva
sa rozpusta v roztoku pozostavajiceho 2z 85 ml koncentrovanej ky-
seliny chlorovodikovej a 170 ml destilovanej vody, 15 g chloridu
sodného a 15 ml glycerinu. Hotovy zdsobny roztok po zriedeni na
pracovny roztok mal absorbanciu 0,420. Kontrolné séra davali pri
rovnakych koncentrdciach bielkovin zrovnatelné absorbancie ako
v priklade 1.

Vyndlez mad pouZitie vSade tam, kde sa pracuje s roztokami
proteinov a to tak vo vyskume i priemyslovej aplikacii v rdéznych
odvetviach biotechnolégie ako klinickej diagnostike.
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PATENTOVE  NAROKY

Stabilizovand regencia na stanovenie koncentricie proteinov
v biologickych tekutindch s obsahom farbiva 3-[[N-etyl-N-/3-me-
tyl-4-4-/4-etoxyanilino/fenyl]-<2-metyl-4{-etyl-N-[3-/sédium sul-
fonato/fenylmetyl]} aminofenyl>/metylén-2,5cyklohexadiénl-ylidén
/1lamoniobenzém sulfonat, vyznacdujici sa tym, 2Ze v 1 litri
vodného roztoku obsahuje 0,000285 aZ 0,000342 mélu farbiva, 0,85
az 0,95 mélu kyseliny chlorovodikovej 0,15 aZ 0,20 mdélu chloridu
sodného a 0,15 az 0,20 mélu viacsytného alkoholu, napriklad
monoethylénglykolu alebo glycerinu.
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