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SUMMARY

Proteins are the basic building block of tissue, and are part of
enzymes and hormones regulating many important life proc-
esses. Changes in their concentration control the metabolic proc-
esses of the cell. Quantitative determination of the protein con-
tentis divided into indirect methods (e.g. Kjeldahl method) and
direct methods (buret method, Lowry, immunoenzymatic, formol
method, based on incorporation of dye in the range of ultraviolet
spectrophotometry, and based on the phenomenon of selective
absorption of radiation in the infrared range). One of the meth-
ods for the determination of protein content is the spectropho-
tometric method described by Bradford. The protein concen-
tration assay procedure utilizes the phenomenon of formation

STRESZCZENIE

Biatka sg podstawowym elementem budowy tkanek, wcho-
dza w sktad enzymoéw i hormondéw, regulujac wiele waznych
proceséw zyciowych. Zmiany ich stezenia kontroluja procesy
metaboliczne komérki. [losSciowe oznaczanie zawartosci biatek
podzielono na metody posrednie (np. Kjeldahla) i bezposred-
nie (biuretowa, Lowry’ego, immunoenzymatyczna, formolowa,
metody oparte na wbudowaniu barwnikdw, spektrofotometrii
w zakresie nadfioletu oraz oparte na zjawisku selektywnego
pochtaniania promieniowania w zakresie podczerwieni). Jednym
ze sposobow oznaczania zawartosci biatek jest metoda spektro-
fotometryczna opisana przez Bradford. Procedura oznaczenia
stezenia protein wykorzystuje zjawisko tworzenia sie kompleksu

WSTEP

Biatka naleza do podstawowych biopolimeréw wchodzacych
w sktad komérki. S3 podstawowym elementem budowy tkanek,
a ponadto wchodzg w sktad enzyméw i hormondéw, regulujac
wiele waznych proceséw organizmu. Zmiany stezenia biatek
kontrolujg procesy metaboliczne komérki [1]. Oznaczanie
ilosci biatka opiera sie gtéwnie na obecnosci w ich struktu-
rze atoméw azotu i przeprowadza sie metodami po$rednimi
oraz bezposrednimi.
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of the dye (Coomassie Brillant Blue G-250)-protein and colour
intensity is proportional to the protein content in the solution.
The aim of this study was to verify the usefulness of this
method for determining the protein content in THP-1 cells cul-
tured with extracts of nettle fruit stalks (Urtica dioica L.). Aque-
ous and alcohol extracts at two concentrations were used. It
has been shown that the spectrophotometric determination
of protein content by the Bradford method is an effective and
accurate method for determining the concentration of protein
in THP-1 macrophages.
The results indicate that this method can be recommended for
the determination of the protein content in other cell cultures.
Key words: THP-1 cells, protein, spectrophotometer.

barwnik (Coomassie Brillant Blue G-250)-biatko, a natezenie
barwy jest proporcjonalne do zawartos$ci biatka w roztworze.
Celem pracy byto sprawdzenie przydatnoSci tej metody
do oznaczania zawartoSci biatka w komérkach THP-1 hodo-
wanych z dodatkiem ekstraktéw z owocostanow pokrzywy
zwyczajnej (Urtica dioica L.). W badaniach wykorzystano wodne
i alkoholowe ekstrakty w dwdch stezeniach. Wykazano, ze spek-
trofotometryczne oznaczanie zawartosci biatka metoda Bradford
jest skuteczng i doktadng metoda okreslenia stezenia protein
w makrofagach THP-1.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze metode te mozna polecic do ozna-
czania zawartosci biatka w innych hodowlach komérkowych.
Stowa kluczowe: komoérki THP-1, biatko, spektrofotometr.

Metody posrednie (np. metoda Kjeldahla, Dumasa) polegaja
najczesciej na okresleniu zawarto$ci azotu i przeliczeniu go
na biatko, wykorzystujac odpowiednie wspétczynniki prze-
liczeniowe [2].

Do najczesciej stosowanych bezposrednich metod oznacza-
nia zawarto$ci biatka naleza: metoda biuretowa, Lowry’ego,
immunoenzymatyczna, formolowa, metody oparte na wbu-
dowaniu barwnikéw, metody spektrofotometrii w zakresie
nadfioletu oraz oparte na zjawisku selektywnego pochta-
niania promieniowania w zakresie podczerwieni [3, 4, 5, 6].
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Jedna z metod oznaczania zawarto$ci biatek jest metoda opi-
sana przez Bradford [7, 8]. Procedura oznaczenia stezenia pro-
tein wykorzystuje zjawisko tworzenia sie kompleksu barw-
nik-biatko. Wykorzystuje sie zdolno$¢ wigzania barwnika
Coomassie Brillant Blue G-250 (CBB-G250) z grupami amino-
wymi biatek za pomocg wigzan jonowych i hydrofobowych.
Z barwnikiem reaguja gléwnie reszty argininy, w minimal-
nym stopniu reszty histydyny, lizyny, tyrozyny, tryptofanu
i fenyloalaniny. Barwnik w §rodowisku kwasnym ma brunatne
zabarwienie, ktére po reakcji z biatkiem zmienia sie na bte-
kitne. Wigze sie z tym zmiana maksimum absorbancji z 465
na 595 nm. Natezenie barwy jest proporcjonalne do zawartos$ci
biatka w roztworze, a warto$¢ absorbancji jest proporcjonalna
do stezenia biatka. Jako wzorzec biatka stosuje sie albumine
bydleca. Liniowa zalezno$¢ absorbancji od stezenia biatka lezy
w zakresie 0,1-1,4 mg/mL.

Celem pracy byta ocena przydatnosci spektrofotometrycznej
metody oznaczania zawartosci biatek wg Bradford do ozna-
czania stezenia protein w komoérkach THP-1 hodowanych
z dodatkiem ekstraktow z owocostanéw z pokrzywy zwy-
czajnej (Urtica dioica L.).

METODY

Do przygotowania ekstraktéw wykorzystano owocostany
pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica L.) zliofilizowane w apa-
racie Alpha 1-2 LD plus (ci$nienie 0,735 mmHg, temperatura

-20°C). W celu przygotowania ekstraktu etanolowego 5 g suszu

przeniesiono do kolby o pojemnosci 500 mL i dodano 300 mL
70% etanolu. Mieszanine utrzymywano 3 godz. w tazni wodnej

(80°C) pod chtodnicg zwrotng, nastepnie schtodzono do tempe-
ratury pokojowej i przefiltrowano. Przesacz poddano 4-krotnej

ekstrakcji eterem naftowym. Alkohol odparowano na wyparce

rotacyjnej pod zmniejszonym ci$nieniem. Aby przygotowac

ekstrakt wodny do kolby o pojemnosci 300 mL, odwazono1g

suszu i wprowadzono 100 cm? destylowanej wody o temp. 90°C.
Kolbe zamknietg korkiem wytrzasano 10 min w temperaturze

pokojowej, po czym przefiltrowano. W celu odparowania roz-
puszczalnika przesacz poddano destylacji pod zmniejszonym

ci$nieniem w wyparce rotacyjnej. Suche ekstrakty przecho-
wywano w temp. —20°C.

W dos$wiadczeniu wykorzystano komérki THP-1 (ATCC, Roc-
kville, USA), ktére w iloéci 3x10° posiano na 6-dotkowych ptyt-
kach. W celu przeksztatcenia monocytéw w makrofagi do komoé-
rek dodawano po 100 nM PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate)
iinkubowano 24 h (37°C, 5% CO,). Po tym czasie komorki prze-
mywano 3-krotnie cieptym PBS i dodawano po 2 pg ekstraktu
wodnego lub alkoholowego z owocostandéw pokrzywy. Osta-
teczne stezenie w dotku ekstraktu wodnego wyniosto 15 ug/mL
(PW1) i 7,5 ug/mL (PW2), natomiast ekstraktu etanolowego
10 pg/mL (PA1) i 5 pg/mL (PA2). Kontrole pozytywna (K plus)
stanowity komorki hodowane z dodatkiem 2 pL. DMSO (dimety-
losulfotlenek), kontrole negatywng (K minus) bez dodatku tego
zwiazku. Po 48 godz. inkubacji (37°C, 5% CO_) komérki zdra-
pywano z ptytkii odwirowywano (4°C, 10 min, 1800 obr./min).
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Supernatant odrzucano, a otrzymana peletke komérek zamra-
zano w temperaturze —80°C. W kazdej probce zawarto$c¢ biatka
oznaczano w 3 powtdrzeniach [7]. Oznaczenia wykonano przy
uzyciu spektrofotometru Agilent 8453UV.

W celu wykonania krzywej kalibracji przygotowano roz-
twory biatka albuminy bydlecej (bovine serum albumin - BSA)
w 1M NaOH o stezeniach: 0,05 mg/mL; 0,10 mg/mL; 0,25 mg/mL;
0,50 mg/mLi1,00 mg/mL. Badane prébki zawieraty odczynnik
Bradford oraz roztwor albuminy bydlecej zmieszany w sto-
sunku 1:1. Ostateczne warto$ci stezenia wzorcéw BSA wyno-
sity: 0,025 mg/mL; 0,050 mg/mL; 0,125 mg/mL; 0,250 mg/mL;
0,500 mg/mL.

Pomiary absorbancji wzorcéw BSA przeprowadzono przy
dtugosci fali 595 nm. Jako prébke referencyjna stosowano roz-
twor niezawierajgcy BSA. Podczas pomiaréw spektrofotome-
trycznych stosowano kuwety kwarcowe o drodze pomiaru
wynoszacej 1 cm. Jako probke referencyjng (blank) uzyto mie-
szanine odczynnika Bradford z 1M roztworem NaOH, zmieszang
w stosunku objeto$ciowym 1:1. Probka badang byta mieszanina
odczynnika Bradford z roztworem préobki badanej w1 M NaOH,
zmieszana réwniez w stosunku objeto$ciowym 1:1.

Z wynikéw otrzymanych dla poszczegdlnych powtérzen
obliczono srednig oraz odchylenie standardowe wykorzy-
stujac wzory:

DY
Y=
gdzie:
X - $rednia arytmetyczna
X; - warto$¢ zmiennej i-tej jednostki
n - liczebno$¢ obserwowanej zbiorowosci

gdzie:
SD - odchylenie standardowe
X -$redniaarytmetyczna
X; - warto$¢ zmiennej i-tej jednostki (kolejna obserwacja w proébie)
n - liczebno$¢ obserwowanej zbiorowosci

Krzywa kalibracji oraz jej parametry statystyczne zostaty
wykonane z uzyciem oprogramowania UV-Visible ChemSta-
tion.

WYNIKI

Na rycinie 1 przedstawiono krzywa kalibracyjna roztworow
albuminy bydlece;.

Parametry statystyczne funkcji opisujacej krzywa kalibra-
cji roztworéw BSA zestawiono w tabeli 1.

Uzyskany wsp6tczynnik korelacji kwadratowej (R* = 0,97744)
jest bliski jednosci, co $wiadczy o bardzo dobrym dopasowaniu
danych doswiadczalnych do opisujacej je funkcji.

Na podstawie wykonanej krzywej kalibracji oraz otrzy-
manego rownania C = 0,6789-A'R (R - krotno$¢ rozcieniczenia
stosowana dla prébek badanych; R = 44) mozna, dokonujgc
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RYCINA 2. Widma Uv-Vis roztworéw wzorcowych albuminy bydlecej (BSA)

pomiaréw absorbancji (A) probek przy 595 nm, obliczy¢ zawar-
tos¢ biatka w prébce wyrazong w mg/mL.

Na rycinie 2 przedstawiono widma Uv-Vis badanych roz-
tworéw wzorcowych BSA o réoznym stezeniu. Przerywana linig
zaznaczono maksima absorbcyjne przy dtugosci fali 595 nm,
dla ktérego wykonywano pomiary absorbancji.

Zawarto$¢ biatka znajdujacego sie w badanych préobkach
komérek THP1 przedstawiono w tabeli 2.

Zawarto$¢ biatka w komérkach THP1 byta zréznicowana
w zalezno$ci od warunkéw hodowli. Najnizszg zawarto$¢ biatka
(5,58 mg/mL) stwierdzono w komérkach hodowanych z dodat-
kiem wodnego ekstraktu z owocostanéw pokrzywy o ste-
zeniu 15 pg/mkL, natomiast najwyzsza warto$¢ (7,70 mg/mL)
w kontroli pozytywnej (komérki THP-1 hodowane z dodatkiem
DMSO0). Niewielkie wartosci odchylenia standardowego $wiad-
cz3 o duzej powtarzalnosci prowadzonych oznaczen, wyniki
sg skupione blisko siebie i przede wszystkim ich rozrzut wokét
warto$ci $redniej jest niewielki.

WNIOSKI

1. Spektrofotometryczne oznaczanie zawarto$ci biatka
metoda Bradford okazato sie skuteczng i doktadna metodg
okreslenia stezenia protein w makrofagach THP-1.

2. Otrzymane wyniki badan wskazujg, Ze metode te mozna
poleci¢ do oznaczania zawartosci biatka w innych hodowlach
komoérkowych.
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TABELA 1. Parametry statystyczne krzywej kalibracji roztworéw albuminy
bydlecej

Nazwa wzorca Albumina bydleca

Liczba wzorcéw 5

Rownanie krzywej kalibracji C=k1*A

Wspotczynnik k1 0,6789 mg/mL

Odchylenie standardowe k1 0,05157 mg/mL

Odchylenie standardowe krzywej kalibracji 0,02161 mg/mL

Wspdtczynnik korelacji R? 0,97744

TABELA 2. Zawartos$¢ biatka w komérkach THP1 hodowanych z dodatkiem
ekstraktow z owocostanéw pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica L.)

Zawartos¢ biatka

symiol  powtg- "Rorbanc Sgleie  (ngint)
probki rzenie 5 _tocim (mg/ml) $rednia o
()
1 0,24623 7,3553
K minus 2 0,25884 7,7320 7,5253 0,1910
3 0,25069 7,4886
1 0,25850 7,7218
K plus 2 0,26057 7,7836 7,7044 0,0891
3 0,25469 7,6079
1 0,18097 5,4059
PW1 2 0,18363 5,4853 5,5880 0,2498
3 0,19660 5,8727
1 0,22787 6,8068
PW2 2 0,23877 71324 69886  0,1661
3 0,23523 7,0266
1 0,24790 7,4052
PA1 2 0,25249 7,5421 7,5479 0,1457
3 0,25765 7,6964
1 0,20071 5,9955
PA2 2 0,20349 6,0787 5,9904 0,0910
3 0,19741 5,8970
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