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1. Plazma és szérum

A vérplazma tulajdonképpen a vér jellegzetes szalmasarga szinti sejt kozotti allomanya, amely
91% -ban vizet, 7%-ban fehérjéket és 2%-ban egyéb, oldott anyagokat tartalmaz (pl. szerves
vegyiiletek, ionok, bomlastermékek, stb.). A fehérjekomponensek tilnyomoé része szérum
albumin, valamint globularis fehérjék. A globularis fehérjék tovabb csoportosithatok al -, 02
-, valamint § — és gamma globulinokra. (1. abra). A plazma minden esetben tartalmazza a
véralvadasi komponenseket ¢és a fibrinogént iS. Amennyiben plazmara van sziikség akkor a
vérvétel soran véralvadasgatloval kezelt csovet alkalmazunk, majd a mintakat
lecentrifugaljuk. A feliiluszo lesz a plazma. A szérum ezzel ellentétben fibrinogén és
véralvadasi faktorok nélkiili plazma, amely véralvadés utan az alvadék felett 6sszegytilik. Ha
szérumra van sziikség kezeletlen (nativ) csovet haszndlunk és hagyjuk megalvadni a vért. A
vérvétel manapsag specialis vakuumos mintavétellel torténik, specidlis csovek segitségével (2.
abra).
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1. Abra: A vérplazma fobb fehérje komponensei

2. Abra: Vérvételhez alkalmazott vaikuumcsovek centrifugalas utin.
Kék ,,kupak”: Citrat antikoagulanst tartalmazé cs6; Voros kupak: Nativ csé
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2. Globulinok kis6zasa vérszérumbdl - ammonium-szulfatos precipitacié

Ha vérszérumot amménium-szulfattal félig telitiink, a globulinok kicsapddnak, de az
albumin oldatban marad. A gyakorlat soran a szérumglobulinokat kis6zzuk, majd
centrifugalassal szepardljuk. A feliilusz6 tartalmazza majd az albumint, a csapadék pedig a
globulinokat. Elvalasztas utan a csapadék 0,9%-os NaCl oldatban visszaoldhato.

3. Albumin sémentesitése gélsziiréssel

Az ammonium-Szulfatos precipitacié soran a plazma albumin ¢és globulin frakciojat
elvalasztjuk. Az albumint a precipitacido soran hasznalt sotdl gélszliréses kromatografiaval,
Sephadex G25 gravitacios gélsziiré oszlopon valasztjuk el. A Sephadex egy gélsziirésre
hasznalt keresztkotott dextran gélgyongy markaneve, melyet a Pharmacia cég dobott piacra. A
név ,,Separation Pharmacia dextran” nevekbdl képzett mozaikszo. A ,,25” azt jelenti, hogy
10g széraz gyongy 25g vizet képes megkotni, mikdzben a ,,G” a gélszlirésre utal. A
keresztkotések szama befolyasolja a vizmegkotési képességet, sok keresztkotés szilardabb
terméket ad, ami csokkenti a kotott viz mennyiségét. A Sephadex G25 frakcionaldsi zonaja
1000 5000 Da molekulatomeg kozotti; kizarasi molekulatomege: 5000 Da (5 kDa). Az
albumin molekulatomege: 66 kDa. Az albumin nem képes belépni a gélagy szemcséibe, igy
onnan kizarodik. Azaz a gyakorlaton méretkizarasos kromatografiat végziink.

A gélsziirés soran, az oszlopon NaCl oldatot aramoltatunk, frakciokat szediink. Késébb a
frakciok fehérjetartalmat Biuret reakcioval, a sotartalmat turbiditasi méréssel hatarozzuk
meg. A gyakorlaton hasznalt eszkdzoket, anyagokat a 3. abra mutatja be.
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3. Abra: A szérumfehérjék oszlopkromatografias elvalasztasa soran, a gyakorlaton alkalmazott
késziilékek, anyagok, eszkozok
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4. Fehérjetartalom meghatarozasa kiilonb6z6 technikakkal

Biuret reakcio

A Biuret reakcié tulajdonképpen egy peptidkotések kimutatasara hasznalt kémiai teszt. A
réz(Il) ion lugos oldatban ibolyaszinii komplexet képez a fehérjemolekulaval a peptidkotés
nitrogénatomjan keresztiil. A szin intenzitasa, ¢s a komplex abszorpcioja, spektrofotométerrel
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aminosavak mennyisége aranyos a jelen 1évd peptidkotések szaméval. Minimum harom
aminosav hosszisagu peptidlanc sziikséges a pozitiv, mérhetd szineltolddashoz. Szamtalan
laboratériumi teszt épiil az eljarasra (pl. BCA vagy Lowry tesztek). A gyakorlat soran a
szérum, a gélszlirés soran szedett frakciok, valamint a visszaoldott globulin frakcio
fehérjetartalmanak meghatarozasahoz hasznaljuk.

Albumin meghatarozasa bromkrezolbiborral

A bréomkrezolbibor (BCB, BCP - 5',5"- dibrom - 0 - krezolszulfoftalein) egy specialis pH
indikatorfesték. Az elsddleges funkcioja mellett diagnosztikai laboratériumokban albumin
meghatarozasra hasznaljak. Megfeleld savas pH-n az albuminhoz specifikusan kotddik,
mikdzben megvaltozik a szine (z6ld). A BCP albumin esszé kifejezetten kiilonb6zo bioldgiai
mintdk albumin meghatdrozasara szolgdl. Az eljaras a bromkrezolbibor komplexképzd
tulajdonsagat hasznalja ki. A keletkezd szines, stabil komplex, amelynek abszorbanciaja
gyakorlaton bromkrezolbibor reagenst hasznalunk az albumin specifikus kiméréséhez
szérumbol.

5. A kromatografias frakciok sotartalmanak meghatarozasa turbiditasi méréssel

A frakcidk sotartalmat barium kloridon (BaCly) alapul6 turbiditasi méréssel hatirozzuk meg.
A turbiditas egy folyadék zavarossaga, melyet egyedi részecskék nagy szama okoz, amely
jelen esetben barium szulfat csapadék lesz. A vizsgalt frakcidkban az ammonium-szulfat és a
barium-klorid reakcidba 1€p, €és barium-szulfat csapadék jelenik meg, melynek mennyisége
(és az oldat opalossaga) az ammonium-szulfat mennyiségétdl fligg:

(NH4)QSO4 + BaCl,— 83.8044‘ 2NH,CI

A frakciok sotartalmat szabad szemmel vizsgalva, keresztekkel, 6tfokozatu skalan értékeljiik
(+ - ++++4).

6. A frakciok fehérjetartalmanak és sotartalmanak osszehasonlitasa- a
somentesités hatékonysaga



A frakciok Biuret reakcidval meghatarozott fehérjemennyiségeit és a frakcidkhoz tartozo
turbiditasi eredményeket egy grafikonon abrézoljuk (4. abra), majd kiszdmoljuk a visszanyert
fehérje mennyiségét.
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4. Abra: A szérumfehérjék oszlopkromatogrifias elvalasztisinak eredménye, az egyes frakciok fehérje és
sotartalmanak abrazolasa (fiktiv adatok!)

7. Szérumfehérjék elektroforézise cellul6z acetit membranon

A gyakorlaton a tisztitott albumin és gamma globulin mintakat, valamint a szérum mintat
visziink fel a cellul6z acetat membranra. A gyakorlaton hasznalt késziiléket az 5. abra mutatja
be.

5. Abra: A gyakorlat soran alkalmazott elektroforézis késziilék

A celluldz acetdit membranon a plazmafehérjék elvalasztidsa elsGsorban Gssztoltés alapjan
torténik, igy az azonos frakcidokban el6forduld fehérjék molekulatomege igen eltérd lehet. Az
alkalmazott futtato puffer pH-ja 8,6, ezért az elvalasztando fehérjék toltése negativ, azaz a
katod (- polus) kozelébe vissziik fel a mintakat a membranra és az andd (+ poélus) felé
mozognak 6ssztoltésiiknek megfelelden eltérd sebességgel.



A futtatds utan a membrant amidofekete festékkel festjiik, majd az eredményt értékeljiik. A 6.
abra egy futtatdsi eredményt abrdzol. Az amidofekete egy specialis aminosav specifikus
festék, amelyet fehérje kimutatasra hasznéalunk, kiilonb6z6 membranokon.
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6. Abra: A szérumfehérjék membran elektroforézissel torténé elvalasztasanak eredménye

8. Klinikai vonatkozasok

Az albumin a vérplazma legnagyobb mennyiségben eléforduld fehérjéje. Fontos szerepet
jatszik az ozmotikus viszonyok és a pH fenntartasaban, kulcsfontossagu tapanyagok
széllitasaban (pl. szabad zsirsavak, epesavak, bilirubin, kalcium, magnézium, stb.),
antioxidans és antikoagulans hatast. Diagnosztikai szempontbdl indikatora kiilonb6z6 maj és
vese betegségeknek, alultaplaltsagnak, fehérje vesztéssel jard enteropatianak. A szokottnal
nagyobb mennyisége a vizvesztést jelenthet.

A globulinok vizsgélata diagnosztikai szempontbdl szintén nagyon fontos példaul multiplex
mieloma, immunrendszeri betegségek, anémia, limfoma esetén. A szérumfehérjék csoportjait,
diagnosztikai jelentdségiiket az 1. Tablazat foglalja Gssze. Tovabbi informaciokért lasd a
kovetkez6 publikaciot: O’Connell T.X. et al.. Am Fam Physician.; 2005, 71:105-12.
(http://www.aafp.org/afp/2005/0101/p105.pdf).



Albumin 3,8-5,0 Tapanyagok transzportja; | Vizvesztés. Vese vagy majkarosodas;
szoveti fejlédés, gyulladas; nem megfelelé
regeneracio. tapanyagellatas.

al - Globulinok 0,1-0,3 Legfontosabb aza -1 - Gyulladassal egybekotott Majkdrosodas; velesziletett
antitripszin, gyulladasos betegségek (kronikus és tidétagulat (emfizéma - ritka
folyamatok indikatora. akut). megbetegedés).

a2 - Globulinok 0,6-1,0 Gyulladasos folyamatok Vesekarosodas; gyulladdssal | Majkarosodas; nem megfeleld
indikdtora. egybekotott betegségek tapanyagellatas; vorésvértestek

(kronikus és akut). szétesése.

B- Globulinok 0,7-14 Szallitasi folyamatok; Anémia; mieloma multiplex; Nem megfelelé
immunreakciok. magas koleszterin szint. tapanyagellatas; majcirrozis.

y- Globulinok 0,7-1,6 Immunreakciok, Rheumatoid arthritis; Immunrendszer
autoimmun betegségek fertézés; majcirrozis; rendellenessége; immunhiany.
indikatora. gyulladasos megbetegedés;

mieloma multiplex; limféma.

1. Tablazat: A szérumfehérjék csoportjai, normal értékek, az eltérések diagnosztikai értelmezése




KIEGESZITO ELMELETI ISMERETEK

Az emberi vér

A vér az emberi szervezet specializalt szovete, amely egyrészt a sejtek mitkddéséhez
sziikséges tapanyagokat, valamint az oxigént szallitja; masrészt felelés az anyagcsere
bomlastermékeinek transzportjaért is, valamint a szén-dioxid eltavolitasaért. A keringésben
talalhat6 5 liter vér megkozelitdleg 8% a teljes testtomeget figyelembe véve.

A ver osszetétele

Szovettani szempontbol a vér folyékony kotdszovet, amely koriilbeliil 45%-ban alakos
elemekbdl (sejtek, sejtszerii képzodmények) és 55% vérplazmabol all. Az alakos elemek
haromfélék: vérlemezkék, fehérvérsejtek és vorosvértestek (7. abra) Nagyrészt specialis
funkcié ellatdsara specializalodtak, nem képesek hosszabb életre és reprodukciora. A
vérlemezkék a véralvadas fontos szerepldi, a fehérvérsejtek az immunrendszer részei, a
vorosvértestek hemoglobint tartalmazva az oxigén szallitasaért feleldsek.
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7. Abra: Az emberi vér Gsszetétele és az 6sszetevok hozzavetéleges mennyisége
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Fehérje tisztitasi és elvalasztasi modszerek

S

A fehérje tisztitas és elvalasztas a célfehérje funkciondlis, szerkezeti és interakcids
vizsgalatanak esszencialis 1épése. Ekkor valasztjuk el a fehérje alkotérészeket a nem fehérje
elemekt6l, valamint a célfehérjét a tobbi fehérjétdl is. A tisztitasi folyamat tobb elvalasztasi
modszer sorozata, ahol a cél egy adott fehérje izolalasa egy komplex elegybdl (pl. sejtekbdl,
szovetekbol, teljes szervezetekbdl), vagy elvalasztdsa szennyezddésektol. Az elvalasztasi
eljaras altaldban a fehérje méretét, fiziko-kémiai sajatsagait, toltését, specifikus kotddését
vagy bioldgiai aktivitasat hasznalja ki.

A tisztitasnak lehet preparativ és analitikai célja. Elsé esetben a cél az adott fehérje minél
nagyobb mennyiségli és tisztasag kinyerése. Analitikai célbol is valasztunk el fehérjéket,
ekkor példaul a kiilonbozé fehérjék egymdashoz viszonyitott mennyiségének, az esetleges
izoformdk megjelenitése is 1ényeges lehet.

Kisozas és kiilonbozo oldhatosag

Fehérjék nagy mennyiségben torténd kinyerésének egyik modja és altaldban a tisztitas elsd
1épése a reverzibilis ammoénium — szulfatos ((NH;),SO,) kisozas (precipitacié), amely olcso
¢és hatékony modszer. Az eljaras soran emelkedd koncentracidban adagoljuk az ammoénium —
szulfatot, majd centrifugalassal szétvalasztjuk a kiillonbozd frakcidkat. Elméleti alapja az,
hogy magas s6 koncentracional a fehérjék nem aggregaldodnak, ugyanakkor a felszini toltések
semlegesitddnek, a molekuldk Osszekapcsolodnak, igy nagy komplexek képzddnek. A nagy
mennyiségll so csokkenti a fehérjék hidrat burkat, elsdésorban a globularis fehérjékét, igy azok
hamarabb kicsapddnak. Az eljards visszafordithatd, a proteinek visszaoldhatoak. A
precipitacidhoz alkalmazott s6 egy kovetkezo tisztitasi lépés soran eltavolithato. Ilyen 1€pés
lehet a dializis, vagy a gélsziiréses kromatografia.

Gélsziiréses kromatogrdfia

A gélsziiréses vagy méret-Kizarasos kromatografia soran kiilonb6z6 molekuldkat (pl.
nukleotidok, peptidek, fehérjék) valaszthatunk el méretiik alapjan. A molekulak a pordzus
gyongyokbdl allo gélagyon aramolnak at. A kisebb molekuldk képesek a szemcsék porusaiba
hatolni, hosszabb utat tesznek meg, tehat lassabban aramolnak at a géldgyon. A nagyobb
molekuldk nem képesek behatolni, a szemcsék kozott mozognak, igy gyorsabban képesek
keresztiiljutni, hamarabb nyerhetdk ki, azaz gyorsabban eludlodnak. A molekulak
haromdimenzios szerkezete és a mérete dontd az elvalasztas soran (8. abra).

A gélagyat alkotd makroszképos gél gyongyok szintetikusan moddositott poliszacharid
(dextran) molekuldk. A lancok kereszt kotve alkotjak a specialis haromdimenzios szerkezetet.
A kotések gliikoz alegységek hidroxil csoportjain jonnek létre epiklorhidrin segitségével. A
vizes koriilmények kozott duzzadt gélt altaldban oszlopba toltve alkalmazzuk, ez képviseli az
oszlop allé fazisat, még az aramoltatott puffer, amely az eluens is egyben lesz a mozgé fazis.
Az ataramlott mozgd fazis frakcidiban jelennek meg a kiilonbozd elvalasztott komponensek.
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8. Abra: A gélsziiréses kromatogrifia elve

A gélsziiré oszlop térfogati viszonyai

Az oszlopot kiilonboz6 térfogati viszonyokkal jellemezhetjik. A teljes térfogat (Vi) az
oszlop teljes térfogata, a szemcsék kozotti teret és a szemcsék polusainak térfogatat is
beleszamitva. A Kizarasi, vagy Kkiilsé térfogat (Vo) a szemcsék koriil talalhatd
folyadékmennyiség, egyenld egy olyan molekula elucios térfogataval, ami a gél legnagyobb
poérusméreténél is nagyobb, tehat csak a mobil fazison halad keresztiil, vagyis a gélbdl teljesen
kizarédik. Kizarasi molekulatomegnek nevezziik azt a molekulatomeget, amely feletti
moltdmeggel rendelkezd molekuldk nagyobbak a pdlusméretnél, ezért nem képesek behatolni
a gélszemcsék belsejébe. A belsoé térfogat (Vs, Vi) a szemcsék belsé terét Kkitoltd
folyadékmennyiség, egyenld az 4all6 fézis térfogatidval, vagyis a gélszemcséken beliili
folyadék térfogataval, ami teljes egészében csak olyan kis molekulak szamara hozzaférhetd,
melyek szabadon, akadaly nélkiil kozlekednek ki és be a gél legkisebb porusain is. A Vs
értékét nem egyszerii meghatarozni, ezért V-V, értékkel helyettesithetjiik, amiben benne van
a gél anyaganak térfogata is. (9. abra).

Kizarasi, vagy Teljes térfogat (V,) Belsé térfogat (V; V)
kiilsé térfogat (V,) (VeVo)

9. Abra: A kromatografias gélagy folyadékterei
9



A gélsziiréses kromatografia analitikai szempontbdl alkalmas molekulaméret meghatarozésra,
valamint kiilonb6z6 anyagok elvalasztasara, somentesitésre és puffer cserére is.

A dializis

A dializis soran a molekuldkat oldatban valaszthatjuk el féligateresztd hartyan at torténd
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iranyabol az  alacsonyabb  koncentracioji  felé, amig nem  kovetkezik be
koncentraciokiegyenlitodés. Az aramlast a féligatereszté hartya poérusmérete befolyasolja,
amely kiilonboz6 diffuzids mintdzatot hoz 1étre, meghatarozza, hogy mi képes rajta athaladni.

A dializis alkalmas kis molekulak, szennyezdk eltavolitdsara, somentesitésre és puffercserére
IS.

Az elektroforeézis

Az elektroforézis kiilonbozé részecskék folyadékban torténd aramlasa térben allandd
elektromos mezdében. Ezt a részecske felszine és a koriildtte 1évo folyadék kozotti toltottség
okozza. A pozitiv toltési részecskék (kationok) mozgasa kataforézis, a negativ toltéstiek
(anionok) 4aramldsa anaforézis. Ez az alapja kiillonb6z6 méretli és toltésii molekuldk
elvalasztasanak. A technika a fehérjék elvalasztasa soran azt a tulajdonsagot haszndlja ki,
hogy a negativ toltésti fehérjék a pozitiv polus iranyaba mozognak (10. abra).

10. Abra: Az elektroforézis elve

Az elvalasztas torténhet kiillonb6zo gélekben vagy membranok feliiletén az elvélasztando
mintdk tipusatdl (RNS, DNS, fehérje) vagy az elvalasztas céljatol fiiggéen (analitikai,
preparativ).

Fehérjék kvantitativ analizisé¢hez altaldban poliakrilamid gél elektroforézist (PAGE)
alkalmaznak, amely tisztabb elvalasztast és pontosabb felbontést biztosit. [lyenkor a fehérjék
egy gélen keresztiil vandorolnak, biztositva a molekulatomeg alapjan torténd elvalasztast.

Celluloz acetdat membran elektroforézis

A celluloz acetit membran elektroforézis elsésorban kiilonb6z6 multimer fehérjék
izoformainak elvalasztasara hasznalatos eljaras, mivel minden izoforméanak mas lesz a bruttd
toltése, koszonhetdéen a kiilonb6z0 aminosavaknak. Elvalasztaskor a nativ fehérje toltést
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alkalmazza, amely az izoelektromos ponton (pl) alapul. A hordoz6 feliilet egy részben vagy
teljesen O-acetilezett nedvszivo, vizben nem o0ldodo celluléz membran.

S

Az elvalasztandd mintdt a celluloz acetdt membranra, kozepére cseppentik, majd az
elektroforetikus cellaban megfeleld pH-ji pufferbe meritve, fesziiltség ala helyezik. Azok a
fehérjék, melyek izoelektromos pontja nagyobb, mint a puffer pH-ja, a pozitiv pdlus irdnyaba
vandorolnak, melyeknek kisebb, a negativ polus felé vandorolnak. Osszességében pozitiv
toltést fehérjék tehat a katod, negativ toltéstiek az anod iranydba mozdulnak.

Diagnosztikai technikak

A szérumfehérjék elektroforézise

Orvosi diagnosztikdban a fehérje elektroforézist 4altaldban a vérszérum fehérjéinek
részletesebb vizsgalatara hasznaljak.

A szérum fehérje elektroforézis (SPEP, SPE) globulinokra specializalt vizsgalati mddszer.
A levett vérbdl szdrmazo plazmat membranon (vagy gélen, esetleg kapillarisban - folyékony
allapotban), a mar ismertetett modon elektromos erétérben elvélasztjdk méret €s toltés
alapjan, majd a membrant megfestik. Az 6t 4altaldban SPEP analizis soran megfigyelt
fehérjecsoport: szérum albumin, o-1 globulinok o-2 globulinok, B- globulinok és v-
globulinok.

Szétvalasztaskor az albumin és a globulinok aranya altalaban megegyezik, de az albumin,
mint molekula kisebb és konnyebb, negativan toltott, igy az akkumuliciéja nagyobb a
membranon. Az albumin el6tt néha megjelend kisebb sav a prealbumin (transztiretin). Alatta
a globulinokat a szubfrakciok (savok) alapjan csoportositjuk. Az alfa (a) sav két részbdl all:
ol és a2. Az al ,,csoport” fobb elemei: al - antitripszin, al - savas glikoprotein. Az a2
,»csoport” fébb elemei: haptoglobin, a2 - makroglobulin, a2 - antiplazmin, céruloplazmin. A
béta (P) sav fobb alkotoi: transzferrin, plazminogén, fibrinogén, véralvadasi faktorok egy
része. A gamma (y) sav altaldban az immunglobulinokat (IgA, IgD, IgE, IgG és IgM)
tartalmazza, de a paraproteinek (betegséghez kapcsolodd koros immunglobulinok) is itt
jelennek meg, példaul multiplex mieléma esetén.

Biologiai gyogyszerek, gyogyszerszarmazeékok, sejtek altal termelt anyagok is
megjelenhetnek a kimutatas soran, de ezek altaldban kisebb savot adnak. A ,nem
meghatarozott jelentdségli gammopatiaban” koros, de nem daganatos plazmasejtek nagy
mennyiségli monoklondlis antitesteket termelnek, melyek szintén abnormadlis savokat
alkothatnak. Diagnosztikai szempontbol a membranon megjelend tul sok vagy tul kevés
fehérje is problémat jelenthet.

A futtatas utan a membranon 1év6 savokat denzitometralassal analizaljak, igy az adott savhoz
tartozd fehérjemennyiségek szamszerlisithetévé és pontosan Osszehasonlithatova véalnak (11.
abra).
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11. Abra: A szérumfehérjék elektroforetikus elvilasztasanak folyamata

Manapsag az orvosi diagnosztikai eljardsok a plazma mds fehérje Osszetevdinek
meghatarozasat is tartalmazzak (pl. enzimek, hormonok), melyek koziil néhanyat szintén
elektroforézissel is meghataroznak. Ugyanakkor az elektroforézis inkabb egy kutatasi eszkoz
a vérplazma fehérjékkel kapcsolatosan.

Teljes fehérje meghatdrozas és az albumin / globulin (A/G) arany

A teljes szérum fehérje (vagy teljes fehérje) teszt egy plazma protein mennyiség
meghatdrozasara szolgald eljards a klinikai biokémidban. A plazma fehérjék csoportja
elsdsorban albuminbol és globulinokbol all. Ezek frakcioit elsésorban elektroforézissel
valaszthatjuk szét és analizdlhatjuk, de a fehérje teszt gyorsabb és olcsobb, és egyiittesen
megadja a teljes mennyiséget. Régebben a biuret reakciot vagy a refraktometriat hasznaltak, ma
az automatizalt véranalizis része.

Az albumin / globulin arany (60%/40%) tulajdonképpen az albumin frakcié globulinokhoz
viszonyitott mennyisége vérben, plazméaban vagy vizeletben. A teszt segit diagnosztizalni maj
vagy vesefunkciokhoz kdothetd betegségeket, emésztéshez kothetd fehérjevesztést. A Szérum
fehérje tartalma 60-80 mg/ml (g/L) kozott mozog, ebbdl az albumin koncentracioja 38-50
mg/ml, a globulinok koncentracioja 25-30 mg/ml.
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