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Uputstvo za pripremu uzoraka za snimanje na spektrometru cirkularnog
dihroizma i opticke rotacijske disperzije

Priprema proteinskih uzoraka

Koncentracija:

Preporucena koncentracija proteina zavisi od veliine proteina, debljine kivete, kao i i tipa
merenja. Za standardna 'FAR UV CD' snimanja sekundarne strukture proteina slede¢e koncentracije
se preporucuju:

0.2 mg/ml konc. proteina u kiveti debljine 1 mm
0.02 mg/ml konc. proteina u kiveti debljine 10 mm

ili koncentracija se racuna prema dole navedenoj formuli:
mol/L=115/(MW*7000)*10/debljina kivete (mm)

e koncentracija uzorka proteina za shimanje je obrnuto proporcionalna debljini kivete, tako da
snimanje u Kiveti debljine 1 mm zahteva 10 puta koncentrovaniji uzorak u odnosu na snimanje
uzorka proteina u Kiveti debljine 10 mm.

e za proteine koji su a-helikoidalne strukture uglavnom je potrebna duplo manja koncentracija za
snimanje, dok je za proteine u ¢ijoj strukturi preovladava B-plo¢ica uglavnom potrebna duplo veca
koncentracija.

e pre snimanja pozeljno je i proveriti apsorbanciju uzorka u kiveti debljine 1cm na spektrofotometru,
pozeljna apsorbancija je izmedu 0.6 i 0.8 na A = 280 nm.

Izbor pufera:

Pravilan odabir pufera je veoma vazan za precizna CD merenja jer apsorbancija rastvaraca
moze interferirati sa CD signalom. Idealno je da rastvara¢ ne apsorbuje ni na jednoj talasnoj duzini
u rasponu talasnih duzina od 180 — 260 nm u kojem se snimaju 'FAR UV CD' spektri proteina. U
prisustvu jona hlora CD signal se gubi na talasnim duzinama manjim od 200 - 195 nm $to otezava
procenu sekundarnih struktura ali prisustvo hlorida ne interferira sa pikovima na talasnim duzinama
A =208 i 222 nm koji su karakteristi¢ni za o. — heliks i piku na A = 218 nm koji je karakteristian za
B — nabranu strukturu.

e Puferi koji ne sadrze hloride su pozeljni ( poZeljno je ne koristiti NaCl, Tris...) ali je tolerantno ako
se hloridi nalaze u jako niskim koncentracijama.



Za pripremanje pufera ne koristiti vodu koja je dugo stajala u polietilenskim bocama jer moze
sadrzati tragove aditiva koji poti¢u od polimera.

10 mM K3PO, je dobar izbor uglavnom za sva snimanja, niske koncentracije perhlorata, Tris-a,
NasPO, i borata se mogu tolerisati.

sulfati” ili fluoridi su pozeljni kontrajoni jonima hlorida koji jako apsorbuju na niskim talasnim
duzinama.

DTT, BME ili EDTA mogu biti prisutni u niskim koncentracijama ( < ImM ).

Imidazol jako apsorbuje u dalekoj UV oblasti. Milimolarne koncentracije imidazola umanjuju
apsorbanciju koja poti¢e od mikromolarnih koncentracija proteina.

Pufer moze sadrzati do 20 % glicerola ali pri ovoj koncentraciji merenje je ograni¢eno na talasnu
duzinu do 200 nm.

SDS, Chaps i oktil-glikozid su 'razumno’ transparentni deterdzenti. Izbegavati Triton-ske deterdzente
jer imaju tendenciju da brzo oksiduju i formiraju jedinjenja koji apsorbuju u UV oblasti.

pH Tris pufera zavisi od temperature, Sto ga Cini loSim izborom prilikom pracenja toplotne
denaturacije proteina.

Za pracenje denaturacije proteina potrebno je koristiti ultracistu ureu ili guanidin.

Filtriranje uzoraka:

Filtriranjem uzoraka i pufera kroz filtre precnika pora 0.22 ili 0.45 um uklanjaju se Cestice

prasine, mikrobi, agregati proteina i ostale ¢estice koje mogu ometati CD signal.



