POROCILO: 2. vaja — Dolo¢itev stevila prostih in disulfidno vezanih Cys v proteinu

Vaje iz predmeta: Struktura proteinov

Namen dela:
- izdelava umeritvene krivulje za kvantitativno dolocCitev Cys
- dolocitev Stevila prostih Cys v nativnem in denaturiranem proteinu

- dolocitev Stevila vseh Cys v denaturiranem in reduciranem proteinu
Pripravi raztopine Cys z c= 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1 mM
8 epruvet, v vsako:
2,3 ml 10M uree v 0,5M Tis/HCI (pH=8)
0,1 mL Ellmanovega reagenta v etanolu
0,5mL vode in po 0,1mL standardnih raztopin Cys, v slepi vzorec vodo
10 min inkubacije pri sobni T in merjenje A4, proti slepemu vzorcu
NariSi umeritveno krivuljo

Metode in delo:
- umeritvena krivulja:



0,6 mL proteina z c=10mg/mL (v slepo probo damo vodo)
2,3 mL 0,5M Tris/HCI (pH=8)
0,1 mL Ellmanovega reagenta
Inkubiramo 10min pri sobni T in merimo A4:> proti slepemu vzorcu
Iz umerivene krivulje dolo¢i Stevilo prostih Cys

- dolocitev Stevila prostih Cys v nativhem proteinu

0,6 mL proteina z c=10mg/mL (v slepo probo damo vodo)
2,3 mL 10M uree v 0,5M Tris/HCI (pH=8)
Inkubiraj na sobni T 15 min in dodamo 0,1mL 6mM Ellmanovega
reagenta
Inkubiramo 10min, merimo Aui»
Iz umeritvene krivulje doloc¢imo Stevilo prostih Cys v
denaturiranem proteinu

- dolocitev Stevila prostih Cys v denaturiranem proteinu



K 0,2mL proteina dodamo 0,4mL 10M
uree v 0,5M Tris/HCI (pH=8) in 0,04mL 0,5M DTT
Inkubiraj 20 min pri sobni temperaturi
Dodaj 0,6 ml 20% TCA, premeSamo
Pustimo 5 min pri sobni temperaturi
Centrifugiramo (14000min™) 3min
Supernatant zavrZzemo
Oborino popovnamo, speremo z 1mlL
10%TCA,meSamo, centrifugiramo
Supernatant zavrZzemo
Ponovimo spiranje Se enkrat
Oborino raztopimo v 1ml 8M uree v 0,15M
acetatnem pufru (pH=3) pri T=37C°
Raztapljamo 15min,obasnom meSamo
Preostanek odcentrifugiramo
0,1ml supernatanta razredci z 0,9 mL 8M uree
v acetatnem pufru (pH=3)
Izmeri A,g proti 8M urei v acetatnem pufru pH=3
- dolocitev Stevila vseh Cys v proteinu



V 2,3mL 10M uree v 0,5M Tris/HCI (pH=8)
Dodaj 0,1mL 6mM Ellmanovega reagenta
In toliko 8M uree, da bo Cproteinay=0,1mg/mL Na koncu dodamo protein
Slepi probi namesto proteina damo 8M ureo v 0,15M acetatnem pufru (pH=3) in merimo A4,
proti slepi probi

Rezultati:
- umeritvena krivulja

C(mM A412 A A412 B A412 C POV])I‘EE].G N(cys) [mol]
)
0,3 0,150 0,139 0,135 0,141 3,010
0,6 0,368 0,371 0,285 0,341 6,010°
0,9 0,470 0,479 0,447 0,465 9,010
1,2 0,578 0,628 0,600 0,602 12,010
1,5 0,797 0,770 0,780 0,782 15,010°
1,8 0,895 0,962 0,939 0,932 18,010
2,1 1,045 1,090 1,151 1,090 21,010°




Umeritvena krivulja
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- mnoZina proteina pri dolocitvi prostih Cys
Ciproteina) = 10mg/mL

Mr = 66400g/mol

V(prmema) = O,GITIL

_clVv _0,01g/mll0,6mL

n__o= = =0,0903umol
(proteind My 664009 / mol H

- Stevilo prostih Cys v nativnem proteinu
Ay = 0,180



Ay, _ 0,180

n(Cys) =
(©s) 51902 51902

= 0,0347 umol

Ns _ 0,0347 umol _

= 0,384
0,0903mol

w . . . n .
Stevilo Cys v nativnem proteinu = * (proteind

- Stevilo Cys v denaturiranem proteinu
A412 = 0,163

A,, _ 0163
51902 5,1902

n(Cys) = =0,0314umol

n(Cys) _ 0,0314'[m70[ _

=0,348
Stevilo Cys v denaturiranem proteinu = N proteina 0,0903umol
- mnoZzina proteina za dolocitev vseh Cys
C(proteina) — O, 1H1g/ mL
V(konéni) = 3ml
Mr = 66400g/mol
c L 2
n(pmtema) — (proteina) (proteina) — 0,0001g/ml Bml — 4’518nmol
Mr 66400g / mol
- mnoZina vseh Cys
A412 = 0,905
A 0,905
n(Cys) = —2_ =2 = 0,174 umol
(Cys) 51902 5,1902 Hm
Ncys) _ 0,174 umol — 3851
Stevilo Cys v denaturiranem proteinu = N(proweing  0,004518mol

Diskusija:

Pri dolocevanju Cys v nativhem in denaturiranem proteinu smo dolocili v obeh primerih manj
kot polovica Cys na protein. Ta rezultat bi lahko vzeli, kakor da ni nevezanih Cys v naSem
proteinu. Ker pa smo pri dolo¢evanju vseh Cys dolocili ravno 38,5 Cys na protein, bi rekel, da
je v proteinu 38 Cys, ki so povezani z disulfidnimi vezmi in en Cys, ki ni vezan. To pa zaradi
~0,4 nevezanega Cys na protein. Ce nevezani Cys nebi bilo, potem bi moral biti rezultat bliZje
nicli.

Rezultati:

Stevilo nevezanih Cys v proteinu je 1. Stevilo vseh Cys v proteinu je 39, izmed katerih je 38

povezanih z disulfidnimi vezmi.

Odgovori na vprasanja:



6. Rezultati pri denaturiranim in nativnim proteinom niso enaki. Pri nativnem proteinu
imamo na povrsini nevezane Cys, medtem ko so v notranjosti vecinoma vezani Cys.
Ko mi protein denaturiramo, se notranji nevezani Cys, katerih je obi¢ajno manj,
obrnejo navzven, tisti, ki so bili zunaj pa se lahko zakrijejo v notranjost. To potem
povzroci zmanjSanje Stevila Cys v denaturiranem proteinu.

7. Po rezultatih gledano, naj bi nebi bilo prostih Cys, medtem ko je vseh Cys ravno 38,5
iz Cesar pa lahko sklepamo, da ker pri prostih Cys dobimo nekaj manj kot 0,5 Cys in
pri vseh 38,5, da je en Cys prost, medtem ko je disulfidno vezanih 38. Disulfidnih vezi
je torej 19.



