Datum: . Anton Repko
50.3.2007 Gelova chromatografia BCHPV /2
Uvod

Gelova chromatografia umoznuje delit bielkoviny podla velkosti molekul, ktora u globular-
nych bielkovin odpoveda molekulovej hmotnosti. Mengie molekuly sa Tah&ie adsorbuji na
Castice gélu a prechadzaju kolénou pomalSie. Velké molekuly prechddzaju medzerami medzi
Casticami gélu a eluuju rychlejsie. Zavislost eluéného objemu V' a molekulovej hmotnosti je

dané vzorcom
M=a-e

kde a a b st nejaké kladné kongtanty, ktoré uré¢im z dat ziskanych kalibraciou aparattary
hovidzim séroalbuminom a cytochréomom C.

Ulohou bolo uré¢it molekulovt hmotnost vzorku bielkoviny “O”. Eluovana bielkovina je
bezfarebna, preto ju treba v jednotlivych frakcidch uréit Lowryho metdédou. Orientacne sa
vSak da urcit obsah bielkovin meranim absorbancie pri 280 nm.

Lowryho met6da vyuziva Folinovo fenolové ¢inidlo, ktoré poskytuje s tyrozylovymi zbyt-
kami bielkovin modrofialové zafarbenie, ktoré sa meria spektrofotometricky pri 500 nm.

Aparatiara

Chromatograficki koléna s gélom Sephadex G-100 a elu¢nym roztokom NaCl 0,15 M
Automaticky zbera¢ frakcii + stojan s kalibrovanymi skumavkami

Automaticka pipeta do 1 ml, delena pipeta 5 ml, kadicky

Protein 5 mg

Lowryho metoda: Folinovo fenolové &inidlo, 2% NasCOgs v 0,1 M NaOH, 0,5% CuSOy4 v
1% (CHOHCOO)2Nag, hovidzi séroalbumin.

Postup

5 mg neznidmeho proteinu “O” som rozpustil priamo v eppendorfovej skimavke v 0,2 ml
elu¢ného roztoku NaCl. Tento roztok som aplikoval na povrch gélu v kolone, nechal vsiak-
nat a prevrstvil elué¢nym roztokom. Nasadil som chromatografickti hlavu spojent hadickou
so zasobnou Erlenmayerovou bankou so zasobnym roztokom. Prvych 5,5 ml som zachytaval
do odmerného valca. Nastavil som zberac frakcii na 15 minitovy interval, ¢im sa v kalibro-
vanych skimavkach zachytévalo po cca 2,5 ml. Na frakcidch som hned meral absorbanciu
pri 280 nm. V 9. skiimavke uz klesla absorbancia na p6vodnt hodnotu. Po 12. skumavke
som nechal kvoli vycisteniu gélu eluovat este 10 ml roztoku NaCl, ktory som uz nemeral.
Kalibrdcia Lowryho metddy

Pripravil som si 20 ml zriedeného Folinovho fenolového ¢inidla 1:1 s destilovanou vodou.
Pripravil som roztok C zmieSanim 75 ml roztoku 2% NasCOg3 v 0,1 M NaOH a 1,5 ml 0,5%
CuSO4 v 1% (CHOHCOO)sNas. Rozpustil som 5 mg hovidzieho séroalbuminu v 10 ml
vody a odpipetoval do oznacenych skumaviek po 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 ml a doplnil
destilovanou vodou na 1 ml. K tymto roztokom som pridal po 5 ml roztoku C, zamiesal,
nechal stat 10 minut, pridal po 0,5 ml Folinovho ¢inidla, rychlo premiesal a nechal stat 30
minat. Potom som zmeral absorbanciu jednotlivych roztokov pri 500 nm (spektrofotometer
nulovany 1. roztokom) a vyniesol kalibra¢ny graf 1. Pre Standardy s 0,8 ml a 1 ml uz
absorbancia nerastla linedrne. Odmeral som si orienta¢ne absorbanciu kalibra¢ného roztoku
séroalbuminu pri 280 nm - 0,390, to znamenad, 7e Lowryho metoda je pouzitelné pre roztoky



bielkovin s absorbanciou pri 280 nm do 0,390 - % = 0,234 (ekvivalentné 0,6 ml kalibratného
roztoku zriedeného na 1 ml, u ktorého bola este absorbancia timerna koncentracii).
Lowryho metdda u frakcii

Zvysenda absorbancia pri 280 nm bola u skiimaviek 3 az 8 (nepresiahla vsak 0,234), z ktorych
som odobral po 1 ml (+ slepéa vzorka s 1 ml elu¢ného roztoku) a postupoval analogicky ako

pri kalibracii.

Vysledky

Kalibracné parametre a graf gélovej chromatografickej kolony:

Graf 1: Kalibra¢nd krivka chromatografickej kolény
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Kalibracia Lowryho metody:
¢ [mg/ml] | 0,05 | 01 | 02 | 03 | 04 | 05

Asoo | 0,105 | 0,184 | 0,318 | 0,447 | 0,505 | 0,555
Graf 2: Kalibra¢na priamka Lowryho metédy
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Frakcie z gélovej chromatografie:

¢, | v+ | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10 | 11| 12
AV ml [ 40 | 22 | 22 | 24 [ 26 | 27 | 25 | 27 | 28 [ 28 | 27 | 26
V [ml] 95 | 11,7 | 13,9 | 163 | 18,9 | 21,6 | 24,1 | 26,8 | 29,6 | 324 | 35,1 | 37,7
Asso 0,037 | 0,034 | 0,087 | 0,158 | 0,133 | 0,143 | 0,206 | 0,128 | 0,036 | 0,029 | 0,039 | 0,037
Asoo 0,080 | 0,205 | 0,196 | 0,274 | 0,402 | 0,296

Graf 3: Absorbancia frakcii
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Najvysgia koncentriacia enzymu bola vo frakcii ¢islo 7, ¢o odpovedé eluénému objemu
medzi frakciou 6 a 7 (vzhladom na symetriu vrcholu): 23 ml. Po prepocte podla kalib-
ratného grafu 1 vychadza pre neznamy protein molekulovd hmotnost zhruba 65000 g/mol.
Koncentracie proteinu v meranych frakcidach podla tabulky frakcii a grafu 2:

cor. | AV |ml] | Asp0 | ¢m [mg/ml] | m [mg]
3 2,2 0,080 0,027 0,06
4 24 0,205 0,119 0,29
5 2,6 0,196 0,113 0,29
6 27 0,274 0,170 0,46
7 2,5 0,402 0,265 0,66
8 27 0,296 0,186 0,50

Spolu to dava 2,3 mg, ¢o znamend, 7e kolénou presla iba polovica poévodnej navazky.

Zaver

Gelova chromatografia sa ukézala ako nie prili§ vhodna metoda separéacie proteinov (Siroky
rozptyl elu¢nych objemov), straty boli tiez zna¢né, ¢o v8ak moZno vysvetlit nizkomoleku-
larnou primesou vo vzorke. O presnosti z hladiska stanovenia molekulovej hmotnosti som
sa nemal moznost presvedcit, pravdepodobne by v8ak bola presnej§ia SDS elektroforéza.



