SZERUMFEHERJEK MENNYISEGI MEGHATAROZASA ES
FRAKCIONALASA

Szerzo: Dr. Kadas Janos

1. A gyakorlat célja

2016

A gyakorlat sordn a vérszérum Osszetételét vizsgaljuk meg kiilonb6z6 technikakkal. E16szor a
szérumglobulinokat kis6zzuk, majd centrifugalassal szeparaljuk. Az albumint a precipitacid
soran hasznalt so6tol gélsziiréses kromatografiaval elvalasztjuk. A frakciok sotartalmat
turbiditasi méréssel hatdrozzuk meg. A gyakorlat soran a szérum, a gélsziirés soran szedett
frakciok, valamint a visszaoldott globulinok mennyiségének meghatarozasahoz Biuret
reagenst alkalmazunk. Bromkrezolbibor reagenst hasznalunk az albumin specifikus
detektalasdhoz.
A gyakorlaton masodik részében, demonstracio keretében, tisztitott albumin és gamma
globulin mintdkat, valamint szérum mintat celluléz acetdit membran -elektroforézissel

vizsgaljuk.

2. Gyakorlati feladatok
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abrazolas, szamitasok.
4. Szérumfehérjék elektroforézise celluloz acetat membranon (demonstracio).
5. Jegyzdkonyv készitése.
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Globulinok kis6zasa vérszérumbdl - ammonium-szulfatos precipitacio.
Albumin sémentesitése gélsziiréssel.
Fehérjetartalom meghatarozasa kiilonbozd technikékkal — referenciasorok elkészitése,
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3. Elméleti kérdések
1. Hasonlitsd 6ssze a vérplazmat és a szérumot
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1. Feladat: Globulinok Kisézasa vérszérumbdél - ammonium-szulfatos
precipitacio

Az elso feladat soran a szérumglobulinokat telitett ammoénium-szulfat oldattal kis6zzuk,
majd centrifugélassal szeparaljuk. A feliiluszod tartalmazza majd az albumint, a csapadék
pedig a globulinokat. Elvalasztas utan a csapadék 0,9%-os NaCl oldatban visszaoldhato.

Anyagok:

e human szérum
e telitett ammoniumszulfat-oldat
e 0.9 % NaCl-oldat

Eszkozok:

e automata pipettak hegyekkel
e centrifugacsovek
e iiveg kémcsovek
Méreés:
1. Pipettazzunk egy centrifugacsébe 3 ml szérumot és 3 ml telitett ammoniumszulfat-
oldatot.
2. Razzuk 6ssze, majd inkubaljuk szobahdmérsékleten 5 percig.
3. Centrifugaljuk 20 percig, 5000 rpm-en.
4. A keletkez6 feliiluszot (ALBUMIN) ontsiik at egy kémcesdbe.

5. A centrifugdban maradé csapadékot oldjuk vissza 3 ml 0,9 %-0s NaCl oldatban
(GLOBULINOK).

Megfigyelés:

» Dbecsiiljiik meg a keletkez6 feliiliszo mennyiségét: ........... ml

2. Feladat: Albumin somentesitése gélsziiréssel

Az albumint a precipitaci6 soran hasznalt sotol gélsziiréses kromatografiaval, Sephadex G25
gélsziiré oszlopon valasztjuk el. A gélsziirés soran, az oszlopon NaCl oldatot dramoltatunk,
frakciokat szediink.

Anyagok:

e albumin minta az els6 feladatbol
e 20 cm-es Sephadex G-25 oszlop
e 0.9 % NaCl-oldat

Eszkozok:
e automata pipettak hegyekkel
e iiveg kémcsovek
e kémcséallvany
e kromatografias oszlop allvanya
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Az elvalasztas elokészitése:

v’ probaljuk ki, hogyan kell a 0.9 %-0s NaCl-oldatot tartalmazé lombikot az oszlophoz
csatlakoztatni

v’ probaljuk ki, mennyire kell az oszlop aljan 1év6 csapot megnyitni ahhoz, hogy az
eludtum egyenletesen szedhetd legyen

v FIGYELEM! A géloszlopon mindig maradjon folyadékréteg, és soha ne keriiljon

az oszlopba leveg6, mert az nem csak az elvalasztast rontja, hanem a gél szerkezetét

is roncsolhatja

mossuk az oszlopot a 0.9 %-os NaCl-oldat folyamatos aramoltatasaval

készitsiink el6 egy kémcsdallvanyba 20 db megszamozott tiszta kémcsovet a

frakcioknak (csovek - MINTA 1. —20.)

v egy kémcsébe mérjink Ki 3 ml desztillalt vizet azért, hogy tudjuk milyen térfogatt
frakciokat szedjiink

AN

Elvalasztas:

Eressziik le az oszlopot ugy, hogy a gél tetején egy vékony folyadékréteg maradjon.
Zarjuk el az oszlopot az also szeleppel.

Rétegezziink az oszlopra 1,5 ml ALBUMIN mintat az 1. feladatbol.

Alul megnyitva a csapot, varjuk meg mig az oldat behatol a gélbe.

Mossuk le az tivegces6 falara tapadt mintat is 5 ml 0.9 % NaCl-oldattal.
Csatlakoztassuk az oszlopot a 0.9 % NaCl-oldatot tartalmaz6 edényhez és kezdjiik
meg a NaCl-oldat ataramoltatasat.

7. Szedjiink 20 frakciot, 3 ml ataramlott eludtum folyadékkal: MINTA 1. — 20.
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3. Feladat: Fehérjetartalom meghatarozasa Kiilonb6zé technikakkal -
referenciasorok készitése, abrazolas, szamitasok

1. Fehérje mennyiségi meghatarozasa Biuret reakcioval

A gyakorlat sordn a szérum, a gélsziirés soran szedett frakcidk, valamint a visszaoldott
globulinok mennyiségének meghatdrozasdhoz a Biuret reakciot hasznaljuk.

Anyagok:

e fehérje standard (10mg/ml Bovine szérum albumin (BSA))

e 0.9 % NaCl-oldat

Biuret reagens (6 g K-Na-tartardt, 1,5 g CuSO4.5H20, 30 g NaOH, 1 g KI 1000 ml desztillalt vizben
oldva)

FRAKCIOK a 2. feladatbol

Kiindulasi human SZERUM minta

GLOBULIN minta az 1. feladatbol

Desztillalt viz

Eszkozok:

automata pipettak hegyekkel
tiveg kémesovek
kémcsdallvany
spektrofotométer, kiivettak
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Készitsiink fehérje referenciasort ismert koncentracioju fehérje oldatbol (10
mg/ml BSA):

Készitsiink eld 5 db kémcsovet.

Mérjiik 6ssze a kovetkezd oldatokat:

Referencia mintak 1. cs6 2. ¢cs6 3. csb 4. cs6 5. cs6
Vak

10 mg/ml fehérje standard. (ml) 0,050 0,100 0,150 0,200 -

0.9 % NaCl-oldat (ml) 0,150 0,100 0,050 - 0,200

Biuret-reagens (ml) 0,800 0,800 0,800 0,800 0,800

A Biuret reagens bemérése utan razzuk 6ssze a csovek tartalmat.

Inkubaljuk a mintakat 30 percig szobahémérsékleten.

Allitsuk a fotométer hullamhosszat 540 nm-re, majd nullazzuk desztillalt vizzel.

Meérjiik le a mintdk abszorbanciajat és jegyezziik fel:

Referencia mintak eredményei 1. cs6 2. cso 3. csé 4. cs6 5. cs6
Vak

Bemért fehérje standard (ml) 10 mg/ml 0,050 0,100 0,150 0,200 -

Fehérje tartalom a csében (MQ) 1 0

A540

A540'A540 vak -

Abrézoljuk az abszorbanciat (Asgo-Assovak (Y)) @ csében 1évo fehérje mennyiségének
fiiggvényében (Fehérje tartalom a csében (mg) (x)):




8. Illessziink egyenest a pontokra, és szamoljuk ki az egyenes meredekségét:

» egyenes meredeksége: ...........
b) Albumin frakciék fehérjetartalma

Készitsiink el6 20 db kémcsovet.
Készitsiik el6 az ALBUMIN frakciokat a 2. feladatbol.
3. Meérjiik 0ssze a kovetkez0 mintakat az 0j kémcsdvekbe:

N

MINTA: 1 2 8 4 5 6 7 8 9 10

Albumin-frakciokbol
(ml) (1-10) 0202|0202 02]02]02]|02]|02]02

Biuret-reagens (ml) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

MINTA: 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Albumin-frakciokbol
(ml) (11-20) 02 {02 |02(02]|02|02]02]|02]02]02

Biuret-reagens (ml) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

4. A Biuret reagens bemérése utan razzuk 0ssze a csovek tartalmat.
5. Inkubaljuk a mintakat 30 percig szobahdmérsékleten.
6. Mérjik le a mintak abszorbancidjat, és jegyezziik fel.

» Szamoljuk ki a mintak albumin tartalmat (MINTA 1 - 20):
*Albumin tartalom 0,2 ml-ben: (Asa0-Asaovak) / €gyenes meredeksége
A teljes albumin tartalom 3 ml-ben: (pl. ha 0.2 ml X mg-ot tartalmaz, akkor,
3ml: 3/0,2=15, azaz 15 x X mg fehérjét tartalmaz frakcionként

Minta Eredmények: 1 2 8 4 5 6 7 8 9 10

Asyo

A540'A540 vak

*Albumin tartalom
0,2 ml - ben (X mg)

# Albumin tartalom 3
ml -ben (15 x X mg)

Minta Eredmények 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

A540

A540'A540 vak

*Albumin tartalom
0,2 ml - ben (X mg)

# Albumin tartalom 3
ml -ben (15 x X mg)

» Szamoljuk ki az 6sszes visszanyert albumin mennyiségét:
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Szérum minta fehérjetartalma

Készitsiik el a kiinduldsi SZERUM mintékat.
Meérjiik Ossze a kovetkez6 mintdkat 0j kémcsovekbe:

MINTA: 2 e

Szérum (ml) 0,02 0,02
0.9 % NaCl-oldat (ml) 0,18 0,18
Biuret-reagens (ml) 0,8 0,8

A Biuret reagens bemérése utan razzuk 0ssze a csovek tartalmat.
Inkubaljuk a mintakat 30 percig szobahdmérsékleten.
Meérjiik le a mintédk abszorbanciajat, és jegyezziik fel.

> Szamoljuk ki a SZERUM mintak fehérje tartalmat (MINTA 21 — 22):
A fehérje tartalom kiszamitasa: (Ass aueg - Asao vax)/ meredekség;
"A teljes fehérje tartalom 1 ml szérumban: ha 0,02ml szérum Y mg fehérjét
tartalmaz, akkor 1ml: 1/0,02=50, azaz 50 x Y mg fehérjét tartalmaz.

MINTA: 21 22

Asso
A540 atlag

As40 atlag = As40 vak

"Fehérje tartalom 0,02ml-ben (Y mg)

##Fehérj e tartalom 1ml szérumban (50 X Y mg)
3ml SZERUM fehérje tartalma (mg)

Globulin minta fehérjetartalma

Készitsiik el6 a GLOBULIN mintat az 1. feladatbol
Meérjiik Ossze a kovetkezd mintakat 0j kémcsovekbe:

MINTA: =) &
Globulin (ml) 0,04 0,04
0.9 % NaCl-oldat (ml) 0,16 0,16
Biuret-reagens (ml) 0,8 0,8

A Biuret reagens bemérése utan razzuk dssze a csovek tartalmat
Inkubéljuk a mintdkat 30 percig szobahdmérsékleten
Mérjiik le a mintak abszorbancidjat, és jegyezziik fel

» Szamoljuk ki a GLOBULIN mintak fehérje tartalmat (MINTA 23 — 24):
A fehérje tartalom kiszamitasa: (Ass aueg - Asao vax)/ meredekség;
" A teljes fehérje tartalom 1 ml globulin frakcioban: ha 0,04 ml globulin Z mg
fehérjét tartalmaz, akkor 1 ml: 1/0,04=25, azaz 25 x Z mg fehérjét tartalmaz.
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MINTA: 23 24

Asao

A540 atlag

As40 itlag = Asa0 vak

"Fehérje tartalom 0,04 ml-ben (Z mg)
"Fehérje tartalom 1ml globulinban (25x Z mg)
3ml GLOBULIN fehérje tartalma (mg)

Albumin mennyiségi meghatarozasa Bromkrezolbiborral

A gyakorlaton bromkrezolbibor (BCB) reagenst hasznalunk az albumin specifikus
kiméréséhez szérumbol.

Anyagok:
e human fehérje standard (10mg/ml)
e 0.9 % NaCl-oldat
e Bromkrezolbibor (BCB) reagens (0.005 % brémkrezolbibor — etanolban oldva)
¢ Kiindul4si humén SZERUM minta
e Desztillalt viz
Eszkozok:
e automata pipettak hegyekkel
e iiveg kémcsovek
e kémcsdallvany
e spektrofotométer, kiivettak
a) Készitsiink fehérje referenciasort ismert koncentracioju fehérje oldatbol (10
mg/ml):
1. Készitsiink eld 5 db kémcsovet
2. Meérjiik 0ssze a kovetkezd oldatokat:
Referencia mintak 1. csé 2. cso 3. cso 4. cso 5. cs6
Vak
10 mg/ml fehérje standard. (ml) 0,050 0,075 0,100 0,150 -
0.9 % NacCl-oldat (ml) 0,150 0,125 0,100 0,050 0,200
BCB - reagens (ml) 0,800 0,800 0,800 0,800 0,800
3. A BCB reagens bemérése utan razzuk dssze a csovek tartalmat
4. Inkubaljuk a mintakat 5 percig szobahdmérsékleten
5. Allitsuk a fotométer hullamhosszat 620 nm-re, majd nullazzuk desztillalt vizzel
6. Mérjik le a mintak abszorbancidjat, és jegyezziik fel:
Referencia mintak eredményei 1. cs6 2. cs6 3. cs6 4. cs6 5. cs6
Vak
Bemért fehérje standard (ml) 10 mg/ml 0,050 0,075 0,100 0,150 -
Fehérje tartalom a csében (MQ) 1 0

A620

A620'A620 vak -
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Abrézoljuk az abszorbanciat (As20-As2ovak (Y)) a csében 1évo fehérje mennyiségének
fiiggvényében (Fehérje tartalom a csében (mg) (x)):

b)
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Illessziink egyenest a pontokra, és szamoljuk ki az egyenes meredekségét:

» egyenes meredeksége: ...........
Szérum minta albumintartalma

Készitsiik el6 a kiindulasi SZERUM mintakat.
Meérjiik 6ssze a kovetkez6 mintakat 0j kémcsovekbe:

MINTA: e b
Szérum (ml) 0,1 0,1
0.9 % NaCl-oldat (ml) 0,1 0,1
BCB - reagens (ml) 0,8 0,8

A BCB reagens bemérése utan razzuk dssze a csovek tartalmat.
Inkubaljuk a mintakat 5 percig szobahémérsékleten.
Mérjiik le a mintak abszorbancidjat, és jegyezziik fel:

> Szamoljuk ki a SZERUM mintak albumin tartalmat:
*Az albumin tartalom kiszamitasa: (Asyo siag— Aszo va)/ meredekség;
A teljes albumin tartalom 1 ml szérumban: ha 0,1ml szérum W mg fehérjét
tartalmaz, akkor 1ml: 1/0,1=10, azaz 10 x W mg fehérjét tartalmaz.



MINTA: 2 2
AGZO
AGZO atlag
AGZO atlag — A620 vak
*Albumin tartalom 0,1ml-ben (W mg)
" Albumin tartalom 1ml szérumban (10 x W mg)
3ml SZERUM albumin tartalma (mg)
3. A kromatografias frakciok sotartalmanak meghatarozasa turbiditasi méréssel

A frakcidk sotartalmat barium kloridon (BaCly) alapuld turbiditasi méréssel hatarozzuk meg.
Anyagok:

e 10 %-0s BaCly-oldat (MERGEZO!)
e FRAKCIOK a 2. feladatbol

Eszkozok:

e automata pipettak hegyekkel
e kémcsballvany
Mérés:
1. Készitsiik el6 az ALBUMIN frakciokat a 2. feladatbol (fehérje mérés utan marad 2,8
ml minden frakcidoban). Nem sziikségesek 1j kémcsovek!
2. Adjunk minden frakciohoz 0,2 ml BaCl, oldatot:
3. A BaCl, oldat bemérése utan razzuk Ossze a csovek tartalmat
» figyeljiik meg, hogy hol 1ép fel opalosodas, és a mértékét 5 fokozath skalan
értékeljiik (+: viztiszta - +++++: nagyon opalos) €s jegyezziik fel:

Eredmények: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zavarosodas (+ -
+++++)

Eredmények: 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Zavarosodas (+ -
+++++)

10
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4. A gélsziiréses kromatografiabol szarmazé frakciok fehérjetartalmanak,
sotartalmanak és a szérumfehérjék mennyiségének osszehasonlitasa:

,VI}
[

» Készitsiink grafikont! X tengelyen abrazoljuk a gélszliréses kromatografiabol
szarmazo frakciok sorszamat (1-20.) Bal oldali Y1 tengelyen a frakciok (1-20) Biuret
reakcioval meghatarozott fehérjemennyiségét (mg/3ml) és a jobb oldali y2 tengelyen a
frakciokhoz tartozo turbiditasi eredményeket:

> Ertékeljiik az eredményeket! Mennyire volt sikeres a somentesités?

> Milyen volt a gélsziirés hozama?

» 3 ml kis6zashoz hasznalt szérum albumin tartalma: BCB reakcié eredménye
alapjan (3. 2.b):

> Kisozas utani centrifugalaskor kapott feliilusz6 mennyisége és aloumin
tartalma (1. feladat)

........................ ml  ..................mg/teljes kapott feliiluszé (ml)

» A gélre felvitt 1.5 ml kisozasi feliiliszoban talalhato albumin fehérjetartalma

........................ mg/1,5 ml  100%
> Osszes visszanyert albumin (3.1.b)

11



» A gélsziirés hozama: ( %)
(frakciok fehérjetartalma/ felvitt albumin) x 100

Mekkora a szérum globulin tartalma a BCB proba alapjan?
(Szérum fehérje mennyisége (Biuret) — albumin mennyisége (BCB)= globulin
mennyisége)

Ertékeljiik az eredményeket! Miért kiilonbozik a kétféle globulin tartalom szamitaskor
kapott érték?

12
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Feladat: Szérumfehérjék elektroforézise celluloz acetat membranon
(DEMONSTRACIO)

A gyakorlaton a tisztitott albumin és gammaglobulin mintakat, valamint a szérum mintat
cellul6z acetat membran elektroforézissel vizsgaljuk.

Anyagok:

celluloz-acetat-membran

futtatd puffer (50 mM Na-verondl, 10 mM verondl, 60 mM TRIS, pH 8,6)
szérum minta

albumin minta

gamma globulin minta

bromfenolkékkel festett marker (albumin)

amidofekete 10B fest6oldat (0,5%; metanol:viz:ecetsav 5:4:1 ardnyban)
mosoéoldat (metanol-viz:ecetsav 5:4:1 ardnyban)

Eszkozok:

automata pipettak hegyekkel
tapegyseg

elektroforézis késziilék
festdtalak, csipesz, szlir6papir

Elvalasztas:

v’ futtato pufferrel nedvesitsiik be egyenletesen a celluldz-acetit-membrant. A
membrant két szlirdpapir kozzé téve, itassuk le az oldat f6loslegét,

v’ helyezziik be a membrant a késziilékbe ugy, hogy a két polus kozott hidat
képezzen,

v vigyiik fel a mintdkat kb. 0.5 cm-es savokban a katod-oldalon (-), a
szlirOpapirra fekvo résztol befelé kb. 1 cm-re,

v’ zarjuk le a késziiléket és helyezziik fesziiltség ald,

v’ dllitsuk az adramerdsséget: 0.5 mA/cm membranszélességhez (4 cm széles
membran: 2 mA),

v’ az elektroforézis befejeztével aramtalanitsuk a késziiléket és helyezze at a
membrant a festékoldatba

v' 5 perc festés utan Oblitsik le a membrant csapvizzel, majd helyezziik a
mosofolyadékba, mig a membran alapszine fehér lesz.

v Végiil oblitsiik le a membrant csapvizzel és szaritsuk meg.

13
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> Abrazoljuk a kapott eredményt (jeloljiik és nevezzik meg a mintikat, a fehérje
savokat, valamint a polusokat, a futas iranyat, mintafelvitel helyét):

> Ertékeljiik az eredményt:
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