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. Bevezetés, a gyakorlat célja

A fehérjék az €16 sejtet alkotdé biomolekuldk rendszerében elfoglalt
helyiiket tekintve a makromolekulak kozé tartoznak. Epitékoveikbél, a 20
kiilonféle aminosavbol vizkilépéssel keletkeznek. A sejtek és altalaban az
¢lo szervezetek szarazanyag-tartalmanak kb. 50%-at teszik ki. Kozvetlen
vagy kozvetett médon minden biologiai jelenség fehérjékkel kapcsolatos:
biologiai informacidk hordozdi, életfolyamatok irdnyitoi és katalizatorai
(enzimek), transzportfolyamatokban jatszanak szerepet (membranfehérjék),
taplalkozastani  szempontbdl alapvetd jelentdséglieck (esszencialis
aminosavak felvétele) a testfelépités és a mozgés nélkiilozhetetlen elemei
(izom és izommiikodés) stb.

A fehérjék alapvetd jelentéségébdl adoddan, adott anyagi rendszerbol
torténd kinyerésiik, kimutatdsuk, mennyiségi meghatarozasuk, illetve
funkcidjuk (pl. enzimaktivitds) ellenérzése a biokémiai és analitikai
vizsgalatokban alapvetd jelentdségii. Ennek megfeleléen a gyakorlaton
megismerkediink a fehérjék kimutatasdra és mennyiségi meghatarozasara
alkalmas analitikai eljarasokkal, és egy, a mindennapi életben gyakran
eléfordulo fehérje (szoja vagy kazein) oldhatosagi profiljanak vizsgalataval
is foglalkozunk. A kisérletben a lehetséges fehérjeanalitikai modszerek
koziil az UV-spektrofotometriat alkalmazzuk. A fehérje tisztitasi miiveletek
koziil a gélkromatografids eljarassal és a gélelektroforézissel ismerkediink
meg. A gélkromatografidas molekulaelvalasztis sordn sajat készitésii
oszlopon kalibraciot végziink, mely alapjan kiszdmithatok az
elvalasztashoz sziikséges paraméterek.

[I.  Aminosavak, peptidek

Az aminosavak (1.abra) a fehérjelancok épitdkoveiként, kotott
formaban fordulnak el6. A prolin kivételével a kdzponti a-szénatomhoz
egy karboxil-, egy amino-csoport, és egy hidrogénatom kapcsolodik. Az
egyes aminosavak az R-rel jelolt oldallanc mindségében kiilonboznek,
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melyek meghatarozzak a fehérjék szerkezetbeli tulajdonsagait és a
biologiai sajatsagokat.

/ NH2

R _ CH
N COOH

1. abra: Aminosavak altalanos képlete

A természetben taldlhatd aminosavak, aszimmetrikus C-atomot
tartalmaznak a glicin kivételével, €és igy, optikailag aktivak és L-

Az aminosavak egymassal peptidkétést kialakitva kapcsoldodnak
lancca. A peptidkotést vizkilépés kiséri (2. abra). Az aminosavak szamatol
fliggden megkiilonboztetiink di-, tri-, tetra-, sth. peptideket.
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H2N — CH - COOH + HoN - CH-COOH ——> H:N-CH-C - NH-CH - COOH
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2. abra: Peptid kotés kialakulasa
lll. Fehérjék szerkezete

A fehérjék polipeptidlanca tobb szdz aminosavat tartalmazhat. A 20-
féle épitdelem kapcsolodasanak rendkiviil valtozatos sorrendje lehetséges.

Elsodleges szerkezet

A fehérjék funkcidjat és térszerkezetét alapvetden a genetikusan kodolt
elsddleges szerkezet, az aminosavsorrend hatdrozza meg. Ez biztositja,
hogy megtelel6 kdzegben a fehérje magasabb rendii szerkezete kialakuljon

¢és képessé valjon biolodgiai feladatanak ellatdsara. Az aminosavsorrendben
bekovetkezd  legkisebb  valtozas  esetenként  teljes  jellegében
megvaltoztathatja a fehérje miikodését.
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Masodlagos szerkezet
A fehérjék maésodlagos szerkezete az a-szénatomokhoz kapcsolodo
atomcsoportok térbeli elfordulasanak mértékétdl, masrészt a potencialis

kolcsonhatast jelentd masodlagos kotések jelenlététdl és molekularis
kornyezetétdl fligg. A polipeptid molekuldk mutathatnak bizonytalan
hajtogatottsagu un. random coil, csigavonalszerien, spiralisan tekeredd Gn.
a-hélix és szabalyos red0zottséget mutatd Un. f-reds szakaszokat.

Harmadlagos szerkezet
A fehérj¢ék harmadlagos szerkezetét az aminosav oldallancok

masodlagos kotderdkkel vald Osszekapcsoldsa hozza létre. A szerkezet
kialakulasaban résztvevé kotderdk lehetnek hidrogénkotések, diszulfid
hidak, hidroféb és elektrosztatikus kolcsonhatasok. A fehérjék nagy része
vizes fazisban globularis formaban keriil az energiaminimum allapotaba. A
globularis fehérjékre jellemzd gomolyagszerkezet kialakulasakor a nem
polaros oldallancok egymashoz kozel keriilve igyekeznek apolaros
kotéseket létrehozni, és mivel az igy kialakuld molekula belsejében
helyezkednek el tobbnyire, a polaros csoportok a felszinre keriilnek.

Az egyes kotéstipusok a fehérje fajtajatol fiiggben annyira
meghatirozhatjdk annak természetét, hogy felbontasukkal az egész
molekula denaturacigjat is eldidézhetjiik, ami az eredeti funkcid elvesztését
eredményezheti. Ugyanakkor a szerkezet kialakitasaért felelds
kolcsonhatdsok megismerése lehetOséget kinalhat a szerkezet és
funkcionalitas kapcsolatdnak feltarasara, mely eldsegiti a fehérjek
szerkezetének célzott atalakitasat is. Ez torténik példaul a kiilonbozo
¢élelmiszer adalékanyagok kifejlesztése és alkalmazasa sordn (szojafehérje
izolatum, hidrolizatum, stb.)

Negyedleges szerkezet

A feltekeredett, adott harmadlagos szerkezetli polipetidlancokbodl
feleptilo  fehérjék, 1ill. fehérjekomplexumok esetén beszélhetiink
negyedleges szerkezetr6l, mely kovalens ¢és féleg nem kovalens
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kolcsonhatasok révén alakul ki. Tobbnyire a negyedleges szerkezet
eredménye a bioldgiai aktivitas. Alegységekrol akkor beszéliink, ha a
lancok egymassal nem kovalensen kapcsolddnak. Bizonyos esetekben a
lancokat pl. diszulfid kotések tartjadk Ossze. Ezek a molekuldk pedig a
monomerek.

IV. Fehérjék csoportositasa

A kiilonboz6 szervezetek altal igényelt, illetve a szervezeteket jellemzo
funkciok indokoljék a fehérjék valtozatos kémiai és szerkezeti felépitését.
Ez a sokszinliség nagymértékben megneheziti a csoportositést,
rendszerezést. Alapvetéen négyféle csoportositdst alkalmaznak a
biokémiaban: a fehérjék Osszetétel, funkcié, molekulaméret és -alak
szerinti felosztasat, valamint a hagyomanyosnak tekintheté oldhatdsag
szerinti besoroldst.

Osszetétel _alapjan megkiilonbdztetiink  egyszerli és  Osszetett

fehérjéket. Az egyszerii proteineket csak aminosavak alkotjak, mig az
osszetett proteinek tartalmaznak egyéb, nemfehérje komponenst is. A
nemfehérje csoport leggyakrabban valamilyen fémion, lipid- vagy
szénhidratcsoport, esetleg nukleinsav vagy egyéb alkotérész.

Molekulaméret és -alak szerint megkiilonboztetiink globularis és
fibrillaris fehérjéket. El6bbiek a kisebb molekulaméretiiek, gomolyagszerii
szerkezetet vesznek fel, és tobbségiik oldodik vizben. Az ilyen tipusu
molekuldk altalaban alkalmasak biologiai feladatok betdltésére. A
fibrillaris fehérjék esetében a megnyult fehérjelancok fonatszeriien
kapcsolodnak, mikézben hosszii zsindrt képeznek. Inkabb szerkezeti
fehérjék, mechanikai vagy védoé funkcid betdltésére alkalmasak. Vizben
csaknem oldhatatlanok.

Funkcio szerint csoportositva a fehérjéket tajékozodhatunk a biologiai
rendszerekben bet6ltott leggyakoribb szereplikrol (1. tablazat).
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Tipus, példa eldfordulds, funkcio
enzmek bélben fehérjéket, peptideket hidrolizal
Ipszit elektrontranszporter
citokrom-c ribonukleinsav-szintézis
RNS polimeraz
transzportfehérjék
hemoglobin oxigénszallitas gerincesek vérében
mioglobin oxigénszallitis izomban
szérumalbumin zsirsavszallitds vérben
védéfehérjék komplexképzés idegen anyagokkal
ellenanyagok . =
K komplexképzés antigén-ellenanyag
omplement
L rendszerekkel
fibrinogén . . .
- fibrin el6anyaga a véralvadasban
trombin . o
véralvadas résztvevoje
toxinok
diphteria toxin bakterialis toxin
kigyomérgek foszfoglicerideket hidrolizal6 enzimek
ricin ricinus toxikus fehérje
hormonok
inzulin gliikoz anyagcserét szabalyozza

novekedési hormon

csontok novekedését stimulalja

kontraktilis fehérjék
miozin
aktin
dinein

miofibrillum stacionarius filamentuma
miofibrillum mobilis filamentuma
cilia és flagellum

szerkezeti fehérjék
kollagén
elasztin
o-keratin
fibroin
glikoproteinek
membran strukturfehérjék
mukoproteidek

fonalas kotOszovetekben (inak, csontok,
porc)

elasztikus kotészovetekben

bér, sz0r, toll, szarv, pata, stb.

selyemben, pokhaloban

sejthartya, sejtfal

membranban

nyalkés valadékokban, iziileti folyadékban

tartalékfehérjék
ovalbumin
kazein
ferritin
gliadin
zein

tojasban

tejben

vastarolo fehérje a 1épben
buzaban

kukoricaban

1. tablazat: Fehérjék csoportositasa funkcioik szerint

'

Oldékonysdg alapjdan a legismertebb frakcionalas az Osborne modszer,
alkalmaznak novényi fehérjék

melyet altalanosan
vizsgalatakor (2. tablazat).

Albuminok desztillalt vizben, hig s6oldatokban

Globulinok hig s6oldatokban

Prolaminok 50-80 %-os alkoholban

Glutelinek hig savban vagy lugban
Szkleroproteinek semmiféle kozonséges oldoszerben nem oldédnak

2. tablazat: Fehérjék csoportositasa oldhatosaguk alapjan

V. Fehérjék oldhatésagi tulajdonsagai

A fehérjék azért alkalmasak valtozatos biokémiai szerep ellatasara,
mert a polipeptidlancok konformdacidja a biokémiai/fizikai funkcio(k)
ellatasara alkalmas modon alakult ki, sét, ez a konformacio az adott szerep
betdltése soran sajatosan, de mindig a feladatnak megfelelden valtozik. Egy
adott feladat ellatdsahoz sziikséges a megfeleld kozeg jelenléte és
stabilitasa 1s: jol ismert pl. az enzimmikodés pH- és hdémérseklet-
optimuma; a vér pH-jat (pH=7,2) érzékenyen O6rz6 karbonat-puffer
jelentésége; testfolyadékok pH-janak és ionkoncentracidjanak (pl. Na/K-
arany) az ¢élettani folyamatokra gyakorolt hatdsa; vagy €ppen a tej pH-
valtozas-, vagy a tojasfehérje hé hatasara bekovetkezd, sokszor
irreverzibilis valtozasa. Ellenkez6 oldalrél torténé megkozelitésben mindez
tehat azt is jelenti, hogy a fehérjék szerkezetét és funkciojat a kozeg
tulajdonsaganak valtoztatasaval magunk is befolyasolni tudjuk, mely
eszkoz lehet a mind részletesebb megismerés és/vagy az adott célra torténd
hasznositas utjan. Jol ismert pl., hogy a poliionnak tekinthetd fehérjék
szerkezetét és funkcidjat a masodlagos kotéerdk (H-hidak, elektrosztatikus
kolesonhatasok, hidrofob-kotések) alakitjak, illetve befolyasoljak. A kozeg
pH-janak (és ionerdsségének) valtoztatdsaval a fehérjemolekula toltésének
jellegét és ezzel a kolcsonhatasok mindségét jelentdsen befolyasolni tudjuk.
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E tekintetben kitiintetett szerep jut az adott fehérjemolekulara jellemz6é pH
értéknek, az izoelektromos pontnak. A karboxil-csoport (-COO) negativ és
az aminocsoport (-NH") pozitiv toltése un. ikerionos szerkezetet kdlcsondz
a molekuldknak. Ha a pH értéke csokken (savas irdnyba tolodik el)

.....

.....

szorul vissza (3. abra). Az izoelektromos ponton, ahol a fehérje netto
toltése nulla, hidratburka a legkisebb, igy a feliileten elhelyezkedd
disszociald csoportok a szomszédos molekuldk hasonld csoportjaival is
kolcsonhatdsba  1éphetnek. A makromolekuldk  aggregaloddsanak
koszonhetden ez a folyamat a fehérjék oldhatdosdganak csokkenésében, a
fehérjék oldataikbol torténd kicsapodasaban nyilvanul meg.

-H* -H*
Hs N*-CH; -COOH —>  H3N*-CH,-COO" ——> NH; - CH; - COO
+H* +H*
pH< 2 izoelektromos pont /1P/ pH > 10

3. abra: Aminosavak ionizalt alakjai a pH fiiggvényében

A vazolt jelenséget szdmos teriileten alkalmazhatjuk, mint pl. a
fehérjék oldatbol torténd kinyerésére laboratériumi és ipari  (pl.
szojafehérje)  méretekben; fehérjék  frakciondlt  elvélasztasara
(izoelektromos fokuszalas); enzimek kinyerésére ¢és mikodésének
vizsgélatara (pl. peptidazok) stb. Gyakorlati szempontbol a fehérjék
oldhatdsagi karakterének ismerete hasznos lehet az izoldlds és tisztitas
optimalis koriilményeinek megvalasztdsahoz, a fehérje adott rendszerben
torténd  alkalmazhatosdganak eldontéséhez, bioldgiai  funkcidjanak
szabdlyozasahoz stb. A kiilonb6zd koriilmények kozotti (pl. eltérd
ionerdsség, pH stb.) oldhatosagi viselkedés nagymértékben behatarolja egy
adott fehérjekészitmény alkalmazési teriileteit is (pl. instant, gyorsan
0ld6do ¢élelmiszerek esetében).

'

Amennyiben a fehérjék oldhatosagat a pH fliggvényében mérjiik, az
un. oldhatosdgi profilt kapjuk, mely gorbe egyes pontjai az adott pH-n
mérheté fehérje oldhatosagi indexet (Protein Solubility Index=PSI)
reprezentaljak. A 4. dbran néhany ismertebb fehérje jellemzd oldhatdsagi
profiljat mutatjuk be.

]
nitrogén cidraidsag
[

& savi-fehéne koncantratum
4= natrium-kazeinat

100
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4, abra: Kiillonb6z6 fehérjék jellegzetes oldhatosagi profilja 0.2 M NaCl oldatban

VI. Fehérjék kinyerése, frakcionalasa, tisztitasa

V1.1, Mintaeldkészités

A fehérjék kinyerése a céltol, a fehérje ¢és a mintamatrix
tulajdonsagaitol fiiggéen kiilonb6zd eljarasokat igényel. Mivel az
izolaland6 fehérjék altalaban a sejten beliil talalhatok - raadasul tobbségiik
kotott formaban -, ezért a sejteket eldbb fel kell tarni. A sejtfeltdrds
torténhet kémiai, mechanikai és egyéb uton, de minden esetben figyelembe
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kell venni a fehérjék érzékenységét, az alkalmazott minta milyenségét,
valamint a tovabbi felhasznalasi célokat.

» kemiai modszerek: detergensek alkalmazésa

" fizikai modszerek: apritds, dardlds, turmixolds, fagyasztas,

feltaras homokkal, ultrahang, vakuum
" egyeb modszerek: 0zmozisos sejtfeltaras
A nagyobb zsirtartalmi mintdt minden esetben zsirtalanitani kell. Ez

altalaban valamilyen apolaros, szerves olddészer (hexan, petrol-éter)
segitségével torténik. Az extrakcidt a gyakorlatban razatdssal, kevertetéssel
végzik.

VI1.2._Fehérjék olddsa

A legkonnyebben oldhatosdaguk kiilonbozosége alapjan nyerhetok ki
kiilonb6z6 oldatokkal torténd extrakcid, majd azt kovetd kicsapas utjan. Ezt
kovetden a kicsapott fehérjemolekulak centrifugalassal elvalaszthatdak az

oldattal. A kicsapas reverzibilis, ha a fehérje visszaoldhato és irreverzibilis,
ha ez nem tehetd meg. Reverzibilisen kicsapd anyagok (ammonium-szulfat,
natrium-klorid, magnézium-klorid, egyéb sok, etanol, aceton, stb.) vizes
kozegben elvonjak a fehérjék hidratburkat, de a pH vagy homérséklet
ovatos novelése is hasonld kovetkezményekkel jar. Irreverzibilis kicsapas
érheté el kiilonb6zé szerves savak (triklor-ecetsav, szulfo-szalicilsav,
nehézfémsok -Pb, Hg, stb.) alkalmazasaval.

V1.3, Lugos izoldlds

Az egylépéses lugos extrakcio soran a fehérjék jelentds részét lugos
pH-n oldatba vissziik, majd a megfeleld izoelektromos pontra allitassal
kicsapjuk az oldatbol. A fehérjefrakciok tipusatdl fiiggden kicsaphatjuk az
Osszes fehérjét vagy csak bizonyos frakciokat. Az izoldtum célszeriien jo
kiindulasi anyaga a fehérjékkel torténd tovabbi kutatasoknak.

]
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V1.4. Osborne frakciondalds
Az Osborne frakcionalas adott sorrendben tOrténé olddszeres

extrakcio, mely a fehérjéket eltérd oldhatosagi tulajdonsagaik alapjan szedi
frakciokba. NoOvényi anyagok vizsgalatanal széles korben alkalmazott
eljaras.

V1.5. Adszorbensek alkalmazdsa

Fehérjeelegyeket adszorbensek segitségével is lehet frakcionalni.
Eszerint az adszorbens megvalasztisaval az izoldlni kivant fehérjéket -
vagy éppen az Osszes tobbit megkotjiik és a koriilmények - pH, T, polaritas,
affinitds, stb.- célszerli megvalasztasaval az adszorbens feliiletérdl
elualhatok a molekulak az elvalasztas végeztével.

V1.6._Dializis

A dializis hatékonyan alkalmazhatdé a fehérjék kis molekuldju
szennyezdinek eltdvolitasara. Kivitelezése olyan rendszerben torténik,
amely két folyadéktérbdl all, amit egy féligateresztd hartya valaszt el. Az
egyik térben van a tisztitanddo fehérjeoldat, a madsikban pedig az
oldoszerként alkalmazott puffer. A két térrészben koncentracio gradiens
keletkezik. Az egyenstly akkor all be, ha a két térrész ozmoézisnyomasai
kiegyenlitddnek. Ennek érdekében elindul a kis molekuldk aramlésa a
hartyan keresztiil, igy példaul a nagy molekulaja fehérjék megtisztithatok a
kis molekulaju sé és egyéb szennyezdanyagoktol.

V1.6._Affinkromatogrdfia

Az affinkromatografia olyan szelektiv elvalasztasi mddszer, mely a
biomolekuldk specifikus reakcioin alapul. Az allo6 féazis specifikus
matrixanyag (fehérjék esetében célszerli matrixként ellenanyagot, vagy ha
enzimekrdl van sz6, koenzimet vagy szubsztratot alkalmazni.), melyhez az
elvalasztando molekula szelektiven, szorosan és reverzibilisen kotodik.
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VI.7._Fehérjék kristdlyositisa
Lehetéség van a fehérjék kikristalyositdsara is. Ezt altaldban
koncentralt sooldatban végzik. A kikristalyositott fehérjefrakciok egyféle

fehérjét tartalmaznak, mégsem nevezhetdé egy kristdlyos fehérje
homogénnek. A homogenitas ugyanis mast jelent kémiai és mast bioldgiai
szempontbol.

VIl. Fehérjenalitikai médszerek

A fehérjeanalitikai mérések soran végezhetiink kimutatdsi reakciot és
mennyiségi meghatarozast. A fehérjék mennyiségi meghatirozéasara
alkalmas eljarasokat alapvetden két csoportba sorolhatjuk:

— A kozvetett modszerek alkalmazasakor a fehérjék nitrogéntartalmanak
mérése alapjan kovetkeztetiink a fehérjetartalomra.

— A kozvetlen eljardasok lényege, hogy a mérés sordn a fehérjelancok
szerkezetét lényegesen nem valtoztatjuk meg. Mennyiségi elemzés a
fehérjelanc, vagy egyes fehérjealkotok specialis tulajdonsagainak
mérése alapjan lehetséges.

VII. 1. Kimutatdsi reakciok

Szamos esetben (pl. orvosi diagnosztikaban) eléfordulhat, hogy
nem sziikséges a fehérjék pontos mennyiségi analizise, elegendd a jelenlét
kimutatdsa. Ez esetben valamely kimutatdsi reakcié alkalmazasat
véalaszthatjuk. A fehérjekimutatasi eljarasok altalaban szinvaltozadson,
illetve oldhatésdag-valtozason (kicsapason) alapuld eljarasokat jelentenek.
A szinreakciok koziil vannak olyanok, melyek valamennyi fehérje esetében
mukodnek, masok csak egy-egy aminosav vagy oldallanc kimutatasara
alkalmasak. Az eddig ismert fehérjekimutatasi modszerek kozil a
leglényegesebbek a kdvetkezok:

— Xantoprotein-reakcio: a fehérjék aromas aminosavai (tirozin, triptofan)
cc. HNOs-val nitrovegyiiletek képeznek, melyek az oldat intenziv
sarga elszinezOdését okozzdk. A kozeg lugositasaval a képzddo
vegyliletek szine narancssargara valtozik.
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Millon reakcio: HQ-nitrit és -nitrat salétromsavas oldatdval melegitve a
fehérjeoldatot, voroses szinti Hg-tirozin s6 keletkezik. Ez esetben a
szinreakciot a fehérjék tirozin-csoportjai adjak.

— Adamkiewicz reakcio: A fehérjeoldathoz glioxilsavat adagolva, majd

az oldat ald cc. H2SOs-t rétegezve a fazishatdron ibolyaszinii

elszinezddés jelenik meg. Egyes aldehidek ¢€s a triptofan indolgytiriije
kozott lejatszodo reakcid soran ugyanis szines kondenzacios termék
keletkezik, amely az oldat jol megfigyelhet6 elszinez6dését okozza.

Szakagucsi reakcio: 1gos kdzegben az arginin és az a-naftol kozott,
NaOBr vagy NaOCI hatdsara voros szini termék képzdodésével jarod
reakcio jatszodik le.

— Kéntartalom kimutatdsa: A kéntartalmu ciszteinbdl és cisztinbdl lagos
kozegben H2S szabadul fel, amit 6lom-acetat adagolasaval PbS-da
alakithatunk, ami az oldatbol kivalva jelzi a fehérje jelenlétét.

—  Kicsapasos reakciok: A fehérjék oldataikbodl kiillonbozo reagensekkel
kicsaphatok. Ez a jelenség adott koriilmények kozott felhasznalhato a
jelenlét kimutatasara. A leggyakrabban a kovetkezd kicsaposzereket
alkalmazzak: Esbach-reagens (pikinsav ¢és citromsav), 20%-0S
szulfoszalicilsav, kalium-hexaciano-ferrit-ecetsav, tannin oldat,
ammonium-szulfat. Ezek az eljardsok bizonyos esetekben oldatok
fehérjementesitésére is alkalmazhatok.

VII. 2. Kozvetett modszerek fehérjék mennyiségi meghatdrozasdara

A kozvetett modszerek a legrégebben alkalmazott fehérjeanalitikai
eljarasok. A nitrogéntartalom meghatdrozasan alapuld eljarasok akkor
pontosak, ha a vizsgdlanddé minta fehérjén kiviil mas N-tartalmti anyagot
(pl. nukleotidok) nem, vagy csak -elhanyagolhatd mennyiségben
tartalmaznak. Ha ez a feltétel nem teljesiil, nyersfehérje-tartalom
meghatarozasarol beszéliink. A pontos aminosav-Osszetételi adatok
ismeretében a mérési pontossag javithatd. Mivel a fehérjék atlagosan 16%
N-t tartalmaznak, az altalanos nitrogén/fehérje atszamitasi faktorként
1/16*100 = 6,25-0s értéket alkalmazunk. (Ezt nevezziik altalanos Kjeldahl-
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faktornak). A mintamatrix, az aminosav-Osszetétel, illetve a fehérje
tipusanak ismeretében az atszamitasi faktor pontosithaté. fgy példaul a
gabonafehérjék esetében 5,7, a tejfehérjék vizsgalatakor 6,38 az atszamitasi
faktor értéke. A kozvetett eljardsok csoportjaba alapvetden a roncsolast
alkalmazo6 Kjeldahl-modszert €s az égetéses eljarast (in. Dumas-mddszer)
soroljuk, azonban tagabb értelemben ide tartoznak a Kjeldahl-roncsolas
soran keletkez6 ammonia-tartalom kolorimetrids ¢és elektrokémiai
modszerekkel torténd mérését alkalmazo miiszeres modszerek is.

A Kjeldahl-mddszer a leggyakrabban alkalmazott és szabvanyositott
kozvetett fehérjemeghatarozasi eljaras, ami két f6 1épést, roncsolast és
titralast tartalmaz. A roncsolas cc. H2SOs-ban, vagy erés savak
keverékében, 400°C koriili hdmérsékleten, forraspont-noveld s6 (K2SOs) és
az oxidaciés folyamatot gyorsitdé katalizator (Cu, Hg, Se) jelenlétében
zajlik. A folyamat sordn a szerves anyagok szénlancai, oxigén- és hidrogén
tartalma COz-ra és H,O-re bomlik, mig a féleg aminosavakbol szarmazo
nitrogén ammonium-sok (ammonium-hidrogén-szulfat, ammonium-szulfat)
forméjaban lesz jelen a tdomény savas oldatban. A roncsolas vizelvonassal,
szenesedéssel, majd az oldat kitisztulasaval jar, a folyamat iddigénye a
mintamatrixtol fiigg, gabonak esetén altalaban 1 ora. A roncsolasi folyamat
befejeztével a savas oldat ammoniatartalmat fel kell szabaditani so6jabol,
amit desztillalt vizzel torténd higitas utan, tomény lug (altalaban 33%-0s
NaOH) adagoldsaval oldanak meg. A felszabadult ammoniat
vizgdzdesztillacioval kihajtjak az oldatbol, a desztillitumot erds vagy
gyenge savas fogaddoldatban fogjak fel. Az atdesztilldlt ammonia
mennyiségét: a) erds savas (HCl vagy H2SO4) fogadooldat esetében erds
lag mérdoldattal, b) gyenge savas (borsav) fogadooldat esetében erds sav
(HCI vagy H2SO4) mérdoldattal titraljak vissza. A mérdoldat fogyasabol az
ismert titralasi képlet és az aktudlis atszamitasi faktor alkalmazéisaval
szamitjak ki a vizsgalati minta fehérjetartalmat.

A roncsolas soran keletkezé oldat ammoniatartalmanak meghatarozasa mas

modszerekkel is lehetséges. A Berthelot-féle indofenol-reakcié kolorimetrids eljarast
jelent. Lényege, hogy lugos kdzegben, hipoklorit jelenlétében ammoniabol és fenolbol
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vagy szalicilatbdl szines indofenol vegyiilet keletkezik, melynek abszorbanciaja 630nm-en
mérhetd. Ammoniaszelektiv  elektrod alkalmazasaval elektrokémiai eljarast is
alkalmazhatunk az oldat ammoniatartalmanak mérésére.

A Dumas-eljaras 1ényege, hogy a mintamatrixot égetéssel (szaraz
roncsolassal) elbontjadk, ¢és a keletkezett géazelegy Na-tartalmabol
kovetkeztetnek a fehérjetartalomra. A mérés soran a pontosan bemért
mintat 800-1000°C hdémérsékleten, tiszta oxigénben, CuO-katalizatort
tartalmazo reaktortérben égetik el, ahol az €gés soran H2O, CO2 és NxOx (és
kis mennyiségben mas Osszetételll) gazelegy keletkezik. A vivogazzal
aramoltatott gazelegy CO2 és H2O-tartalmat specifikus tolteteken atvezetve
megkotik, a vegyes dsszetételll nitrogén-oxidokat izz6 rézspiradlon N2 gazza
redukaljak. A Nz mennyiségét volumetrikusan vagy hovezetOképesség-
detektor alkalmazdsival hatdrozzdk meg. A nitrogén/fehérje atszamitds a
Kjeldahl-modszernél bemutatott eljarassal megegyezik.

VII. 3. Kozvetlen modszerek fehérjék mennyiségi meghatarozdsdra

A kozvetlen mérési modszerek csoportjaba azok az eljarasok
tartoznak, ahol a mennyiségi meghatarozas a fehérjelanc valtozatlanul
hagyasaval, illetve felbomlas nélkiilli modositasaval torténik. Fontos
kiemelni, hogy a kozvetlen modszerek altaldban oldatban torténd
fehérjemeghatarozasra alkalmasak, tehat a legtobb gyakorlati feladat
mintael6készitést (oldatba vitelt és tisztitast) igényel. A leggyakrabban
alkalmazott mérési modszerek a kovetkezok:

UV-spektrofotometria

A spektrofotometria olyan miiszeres analitikai mddszer, ami egy mintan
athalad6 fénynyaldb intenzitdsanak valtozasat méri. A fényelnyelést egy
mértékegység nélkiili mennyiség, az abszorbancia jellemzi. Az anyag
koncentracidja (c) ¢és az adott A hulldmhosszisagi sugarzdsra mért
abszorbancia (A) kozotti Osszefliggést a Lambert-Beer torvény irja le,
amely szerint:
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A=—loglL= eXcXl,
0

ahol lo a bemend fényintenzitas, | a kilépd fényintenzitasa, ¢ az un. molaris

abszorbancia ¢és | a rétegvastagsag. A fehérjelanc kiilonb6z6 alkotorészei

az UV-tartomanyban mutatnak elnyelést. Altalaban harom jellemz6 UV-
szakaszt kiilonboztetliink meg:

— A peptidkotés specifikusan 191-194 nm hullamhossztartomanyban
abszorbedlja a fénysugarakat. A szennyezOanyagok jelenléte, az
egyszeriibb fotométerek UV-tartoméanybeli korldtja ezen tartomany
alkalmazhatdsagat korlatozza.

— A 224-240 nm-es hulldmhossz is alkalmas fehérjék mennyiségi
meghatarozasara. Itt ugyanis bizonyos aminosavak (tirozin, triptofan,
metionin, cisztein) elnyelést mutatnak. Kevésbé érzékeny mérést tesz
lehetévé, bar az  UV-spektrumban leggyakrabban  zavar6
nukleinsavaknak itt abszorpcidos minimuma van, tehat a fehérjemérést
nem zavarjak.

— Elterjedtebb a fehérjeoldatok abszorbancidjanak 280 nm-en torténd
fotometralasa, ahol a tirozin és a triptofdn rendelkezik abszorpcios
maximummal. A modszer érzékeny, azonban egyes aromds vegyiiletek
¢s foleg a nukleinsavak a mérést zavarjak. Ennek eredményeképpen
ebben a tartomdnyban (0sszemérhetd koncentraciok esetén) széles
abszorpcios sav alakulhat ki, mely lehetetlenné teszi a fehérjék
szelektiv meghatarozasat.

Kolorimetridas eljardasok

— A Biuret-mddszer azon a megfigyelésen alapul, hogy lugos kdzegben a
Cu?*-ionok a peptidkdtésben szerepld négy nitrogénnel ibolyaszinii
koordinécids komplexet képez. A biuret termék abszorpciés maximuma
540-560 nm kozott van.

— A Lowry-eljaras a fehérjék tirozin-csoportjanak reakcidja alapjan teszi
lehetévé a  mennyiségi meghatarozast: a  foszformolibdén-
foszforvolfram-sav keveréket tartalmazo un. Folin-Ciocalteu-reagens és
a tirozin-csoportok ko6zott luagos kozegben redoxreakcid jatszodik le,
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melynek eredményeképpen a létrejové kék szinli komplex a lathato
hullamhossztartomanyban fotometralhatdé (abszorpcidés maximum:
740 nm). A reakciot redukald komponensek (pl. redukald cukrok)
jelenléte zavarja. A zavar6 hatasok csokkentése, valamint az
érzékenység novelése céljabol a meghatarozas elsé 1épéseként Cu?*-
ionok adagolasa sziikséges, amit altalaban CuSOs-oldat alkalmazéséaval
oldanak meg.

— Szinezékkotés: A fehérjék bazikus csoportjai a megfeleld koriilmények
kozott képesek savas jellegi szinezéket megkdtni, mikdzben
csapadékként kivalnak az oldatbol. A szinezék eltavolitdsa utdn mért
abszorbancia-csokkenés  aranyos a  fehérje  mennyiségével.
Elektroforézissel elvalasztott ¢és amidofekete-10B-vel szinezett
fehérjesavok  analizisére  szoktdk  alkalmazni a  modszert.
Gabonadrlemények  gyorsvizsgalatanal Orange-G szinezéket
hasznalnak, amely festék egyébként felhasznalhatdo a lizin-tartalom
mérésére is.

Az ilyen tipusi mérési eljarasok jelentdésége az utobbi idében csokken,

valtozatait elsésorban gélelektroforézises vizsgalatoknal hasznaljak.

Turbidimetrias meghatdarozds

Hig fehérjeoldatok kicsapasaval a keletkezett kolloid oldat zavarossaga
meghatarozhato és a fehérje mennyiségével Osszefliggésbe hozhato. A
zavarossag mérése pl. nefelometridsan torténhet. Ilyenkor az 4thalado fény
intenzitasait mérjiik. Tovabbi alternativat jelent a tiszta oldathoz
viszonyitott fényszorodas okozta fényintenzitas-csokkenés meghatarozasa,
valamint az adott szogben elhelyezett detektorral mért fényintenzitas-
mérés.

Fluorimetridas eljards

A fehérjék NHz-csoportjdhoz fluoreszcens vegyiiletet (eozin Y,
fluoreszkamin) kapcsolhatunk. A megfelelé hullamhosszon (518-, ill. 390
nm) torténd gerjesztés utan fluoreszcencencia-intenzitast 540-, ill. 475 nm-
en mérhetjiik.
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VIIl. Fehérjék elvalasztasa

VII.1. Méret szerinti szepardldasa gélkromatogrdfiaval

A gélkromatografianak az irodalomban szamos elnevezése ismert:
gélfiltralas, molekulaszlrés, molekulaszitalas... stb. Lényegében a fehérjék
méret szerinti szepardlasa torténik olyan kromatografias modszerrel,
amelynek jellemz0 ¢és sajatos tényezdje a gélfazis. A kiilonbozo
molekulaméretli elegyet tartalmazd mintdbol az adott molekulak
diffundalnak a gél minden olyan részébe, amelyen at tudnak haladni. A
kiilonb6zé molekulaméreti mintdk kiilonboz6 utat tesznek meg a
gélfazisban, igy kiilonbozo6 id6t toltenek az oszlopban. A kiilonb6zé idében
levett frakciokban a molekulaméret szerint elvalasztott Osszetevok jelennek
meg (5. abra).

(b) (c) (d) (e)

Gélmatrix
Gélszemese

Kis molekulik

Nagy molekulik

D

5. abra: Elvalasztas folyamata gélkromatografiaval
(a): géloszlop szerkezete (b)-(d) elvalasztas 1épései (e) detektalhato jel
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Oldoszerekkel géles illetve kocsonyas szerkezeteket bizonyos
természetes ¢és szintetikus polimerek vagy anorganikus vegyiiletek
(szilikatok, foszfatok, aluminium-oxid stb.) képesek létrehozni. Iparban a
legelterjedtebben alkalmazzak a Sephadex, Biogel, Molselect stb.
elnevezésli termékek kiillonbozoé porusatmérdjii varidnsait. A gélek térhalos
szerkezetét az egyenes vagy eldgazd lanci polimermolekulak kozotti
keresztkotések hozzak 1étre.

A laboratériumi mérés soran a Sephadex gélekkel ismerkediink
meg, amiknek az alapanyaga dextran. A dextran gliikoz egységekbdl 1,6-a-
gliikozid kotésekkel felépiild linearis poliszacharid. A polimer szerkezete
helyenként 1,2-; 1,3- vagy 1,4-gliikozid kotésekkel kapcsolodd oldallanco-
kat tartalmaz. A keresztkotési reakciok hatasara a dextranbol vizben
oldhatatlan halézat keletkezik. A polimermolekuldk hézagos szerkezetii
belsejébe a kisméretii molekuldk képesek bejutni, ellenben a nagyobbakkal,
melyek csak a polimerek kozotti labirintusban kozlekedhetnek. Ennek
megfelelden elvalasztds soran, az oszlop aljan eldsz6r a nagyobb
molekulaméretii frakciok jelennek meg, mivel Gtjuk kevésbé hosszui, mint a
kis részecskeké.

A gyari elnevezések (G-25, G-100, stb.) formalisan a gél vizfelvevd
képességét vagy a viz visszatartasat tikrozi. Igy pl. G-100-as gél szerkezete
grammonként kb. 10,0 ml vizet vesz fel, a G-25-6s gél pedig 2,5 ml-t.
Ebbdl kovetkezik, hogy a G-25-6s gél tobb keresztkotést tartalmaz, mint a
G-100-as, ami laza szerkezetli gélnek tekinthetd. A keresztkotések
szdmaval csokken a gélek porusmérete és annak a molekulaméretnek a
hatarértéke, amely a gél szerkezetében még bejut. A gélszemcsék a gélagy
térfogatat két részre osztjak (6. abra).

A gélkromatografia eredményét az elacios gorbék alapjan
értékeljiik. Azt a térfogatot, ahol egy adott molekula az elucié soran
megjelenik elucios Ve térfogatnak nevezziik. Ha a gélszemcsék az oldott
anyag molekuldit nem tartjak vissza, az ellicios térfogat megegyezik az oszlop
kiilsé térfogataval: Vk = Ve (7. abra, 1. cstcs). Ha a molekuldk a teljes
gélfazist igénybe veszik, akkor az elucios térfogat egyenld a géloszlop
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teljes térfogataval: V1 + Vy (7. abra, 5. csucs). A csucsok koziil a kisebb

molekuldk eltcios térfogata a nagyobb.

7

Vk: a gélszemcsék kozotti kiilso térfogat

\

Vg: a gélszemcsék belso térfogata

V1 =Vk + Vg: teljes térfogata a gélagynak

6. abra: A gélagy térfogati megoszlas

[
>

A A AAA

1: Vk = Ve

2: Vg1 + Vk
3: Vs + Vk

4: V1= Ve2 = VksB

5 VT+Vu

7. dbra Ve: elucios térfogat, az elvalasztandd anyag megjelenéséig a gélagyon atfolyt

olddszer mennyisége

v

10
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Az elucids térfogat értelmezése lathatd a 8. abran, ha a) a minta
térfogata sokkal kisebb, b) Osszemérhetd, c) nagyobb a gélagy belso
térfogatanal. Az elvalasztisi (szeparacids) térfogat egyenld az elicids
térfogatok kiilonbségével. Két anyag akkor valaszthato szét tokéletesen, ha
a megoszlasi hanyadosok kiilonbsége legalabb 0,3.

n
G

. |

c)

8. abra: Eluciods térfogat értelmezése

Az adott fehérjéket jellemezni tudjuk a kapacitastényezd, k és a
volumetrikus megoszlasi hanyados Kqg alapjan is. A kapacitas tényezo az
allo és az aramlo fazisban valamely anyag megoszlasanak aranyat fejezi ki.

Ve = VK

Vk
A volumetrikus megoszlasi hanyados a gélszemcsék belsd
térfogatanak csak a molekuldk rendelkezésére allo teret veszi figyelembe.
Ve- Vk
Kd=
Vb
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A gélkromatografia gyakorlati jelentdsége legtobbszor az oldott
anyag  molekulatomegének,  molekula alapjan
frakcionalasdban van. A vizsgalt anyagok molekulatomege ¢és a
gélkromatografia térfogati paraméterei kozott tapasztalati Osszefiiggést
talaltak (9. abra), amely megmutatta, hogy az elucidos térfogat és a
molekulastly logaritmusa kozott linedris dsszefliggés van.

méret torténo

Ig M = Mo -(ki-kod) Ver Vi Determann egyenlet

ahol Mo, k1, k> az adott géltipusra jellemz6 allandok, d a gél stirlisége.

A fenti képlet elsésorban a hidrofil dextran gélekre megfeleld.

9. abra: Az elucios térfogat, és a fehérjék molekulatomegének dsszefliggése

VII11.2. Elektroforézises eljarasok

A fehérjék méret szerinti elvalasztasara alkalmazott gyakori
modszer az elektroforézis. Adott pH-n a kiilonb6z6 fehérjék meghatarozott
szamu pozitiv és negativ toltést viselnek. Egyenaram ald helyezve a
molekuldkat a toltésiikknek megfeleld iranyba kezdenek el vandorolni. A
vandorlas sebessége (v) fligg a molekula toltésétdl (z), tomegétdl és
alakjatol (f), tovabba az elektromos térer6tdl (E): E.z

f
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Az  elektroforézis felhasznalhatdé az  izoelektromos  pont
meghatarozasara is 0gy, hogy az elmozdulast a pH fiiggvényében
vizsgaljuk. Az izoelektromos ponton nem tapasztalhato

elmozdulas (izoelektromos kicsapas).

A zona-elektroforézis soran a mintat keskeny sav forméjaban
vissziik be az elektrolitba, a minta komponensei az alkalmazott erdtér
hatasara eltérd sebességgel mozognak ¢€s az elektroforézis eldrehaladtaval

savokban kiiloniilnek el. A savokat tiszta oldoszer valasztja el, igy a
frakciok jol kinyerhetok. Tiszta folyadékban a savok elmosodhatnak, ezért
célszeri valamilyen hordoz6 anyagon végezni az elvéalasztast. A
komponensek  latszélagos
szélesedéséért tulnyomo6 részben a molekuldris diffizid a felelés. A
atitatott alkalmazaséaval

mobilitasaval kell szamolni, a zobna

papirelektroforézis pufteroldattal
teremti meg az elvalasztas kozegét.

szlrOpapir

A gélelektroforézis leggyakrabban alkalmazott allofazisai olyan
halézatos  szerkezetli  gélszeri anyagok (keményitd, agar-agar,
poliakrilamid, celluloz-acetat, stb.), melyek labirintusszerti haldzatot
alkotva a molekulamérettel ardnyos sebességli vandorlast tesznek lehetdve.
A leggyakrabban alkalmazott a PAGE (poliakrilamid gélelektroforézis),
ahol a poliakrilamid az akrilamid és N,N’-metilén-bisz-akrilamid (10. abra)
térhalos szerkezetli polimerizacios terméke. A poliakrilamid gél nagy
elénye a kémiai stabilitds, legtobb oldoszerben oldhatatlansag, tag
hatarokon beliill megvalaszthatd porusnagysag. A poliakrilamid gél
polimerizaciojahoz katalizatorokat haszndlnak, melyek meginditjak és
gyorsitjak a térhalosodas folyamatat, pl. N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-
diamin (TEMED), ammonium perszulfat (APS),... stb.

akrilamid N, N’ - metilén - bisz — akrilamid
CH2=CH-C-NH CH2=CH-C-NH-CH2-NH-C-CH=CH;

0 o O

10. 4bra: Akrilamid és N, N’- metilén-bisz-akrilamid
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A gélelektroforézis fehérjék alegységszerkezetének,
molekulatomeg-eloszlasuknak vizsgalatira hasznalt valtozata az SDS-
PAGE (sodium-dodecil-szulfatos poliakrilamid-gél-clektroforézis). A
fehérjék  redukaloszer jelenlétében  molekulatomegiikkel —aranyos
mennyiségii SDS (sodium-dodecil-szulfat) molekulat kotnek meg. Az SDS
hatékony detergens, melynek az egyik vége (dodecil rész) erésen hidrofob,
mig a masik fele toltéssel rendelkezik (szulfat csoport). A legtobb fehérje
harom dimenzionalis szerkezetének alapjat a hidroféb aminosavak kozotti
kolesonhatasok adjak. Az SDS felbontja ezt a szerkezetet: a globularis
fehérjéket linedrissa transzformalja, és negativ toltéssel burkolja be. Mivel
mindegyik fehérjének kozel negativ toltése lesz, igy a
toltéskiilonbségbdl adodd vandorlasi sebesség valtozas megsziinik és csakis
a gél porusnagysaga altal megszabott molekulasziir6-hatas érvényesiil. A
11. 4bra az SDS hatasat szemlélteti a fehérjékre.

azonos

sSDsS Toltéssel
hasznalata / rendelkezd részek
elstt /

Hidrofob
réeszek

11. abra: SDS hatasa a fehérjék szerkezetére

Ezen az elven alapul a gélelektroforetikus molekulatomeg-
meghatdrozasi modszer: ismert méretli fehérjéket standardként futtatva,
kalibracids gorbét vesziink fel. Ennek alapjan barmely ismeretlen fehérje
molekulastulya meghatarozhat6. A gélelektroforézis folyhat allo vagy fekvo
helyzetli gélen. A 12. abra az all6 helyzetii gélelektroforetikus késziiléket
mutatja be.
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Casting stand |

Casting frame
and glass
plate sandwich -

—

Plastic combs “ —— and electrode
assembly

Glass plates with 1
integrated spacers gsua',d' R o

12. abra: Gélelektroforézis késziilék

Az izoelektromos fokuszdlds esetén annal a pH értéknél, amelynél a
fehérjék 0Ossztoltése nulla (az izoelektromos ponton) a fehérjék nem
vandorolnak tovabb az elektroforézis soran. Kiilonb6zd toltéstartalmi
polimerekkel (poliamfolitokkal) olyan pH-gradiens hozhat6 1étre, amelyben
a fehérjék addig vandorolnak elektromos fesziiltség hatasara, amig el nem
érik az izoelektromos pontjuknak megfeleld tartomanyt. Az IEF
(izoelektromos fokuszalads) soran agardz gélt, vagy mas nagy porusméretii
hordozot hasznalnak.

Az izotachoforézis soran anionokat valasztunk el egy kis
keresztmetszetli csOben. Eldszor megtoltjiik az anddteret a nagy
mozgékonysagu aniont tartalmazo vezetd elektrolittal, majd a vizsgalando
anyagot ¢és végil egy kovetd elektrolitot toltlink a katodtérbe, mely
elektrolitban legkisebb az ionok mozgékonysaga. Az egyenaramu erdtérben
a minta a két elektrolit kozott maradva vandorol és kialakitja zonait,
melyekben egy 1d6 utan csak egyféle ion talalhato. A zénakat elektrokémiai
vagy UV-abszorpcios modszerekkel detektaljak.
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Az elektroforetikus eljarasoknak kétdimenzios valtozata is, a 2D
elektroforézis, amikor pl. egyik iranyban pl. SDS-PAGE molekulaméret
szerinti szétvalasztas, a masik -ra merdlege- iranyban pedig izoelektromos
fokuszalas torténik.

Egyre elterjedtebb az elektroforézis miszeresitett valtozata a
kapillaris elektroforézis. A nagy hatékonysagu kapillaris elektroforézisnél
(HPCE) az elvalasztas kis bels6 atmér6jii kapillarisokban torténik
(altalaban 50-t6l 100um-ig), magas fesziiltséggel. Ezzel nagy felbontdsu
elvalasztast érhetilink el rovid mérési id6 alatt.

Legujabban a “hitelkartya méretii” un. lab-on-a-chippekkel (laboratory
on a chip) is végeznek elektroforetikus elvalasztasokat. A mikro-, vagy
nanoliternyi nagysagrendi mintaoldat elemzése iiveg, szilikon, vagy
muanyag alapu lapokba maratott, legfeljebb néhany centiméter hosszsagu
mikrokapillarisokban torténik. A kapillaris csatorndkhoz elektrodok
csatlakoznak, melyek valtoz6 nagysagi ¢és polaritdsit elektromos teret
hozhatnak létre. Igy a minta, és a pufferoldat mozgasa elektrokinetikusan
szabalyozott a chipen belill. A fehérjék egy géllel feltoltott kapillarisban
valnak szét. A detektalas leggyakrabban lézer indukalt fluoreszenciaval
torténik.
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IX.

A gyakorlati feladatok leirasa

IX. 1. Fehérjék oldhatosagi profiljanak meghatarozasa

A gvakorlat soran felhasznalt anvagok, eszkozok

Anyagok, oldatok

zsirmentes szojaliszt (kereskedelmi forgalomban)
0,1 M NaOH-oldat

Sorensen-pufferek:

1,15pH — 0,IM HCI1 + 1M HCl ill. deszt.viz
3,53 pH —» 0,1M HCI + 0,1M Na-citrat

4,45 pH —» 0,1M HCI + 0,1M Na-citrat

6,98 pH — 1/15M KH,PO4 + 1/15M Na;HPO4
9,01 pH — 0,1M HCI + 0,2 M Na-borat

Eszkozok

magneses keverd

razokésziilek (VXR basic, IKA, Németorszag)
automatapipettak ¢és hegyek: 200 pl-es, 1 és 5 ml-es
féz6pohar: 100 ml-es

mérélombikok: 10 és 50 ml-es

centrifugacsovek (miia.), dugok: 10 ml-es
mintatart6 csovek (tiveg): 10 ml-es

sztir@papir (Filtrak GmbH, Németorszag)

tolcsérek

quartz kiivettak

UV-VIS spektrofotométer (SPEKOL, Zeiss, Németorszag)
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Mintaelokészités

Standard oldatok elkészitése

— 100 ml-es f6z6poharba analitikai (4 tizedesjegy) pontossaggal 100 mg
szojalisztet mériink.

— A bemért mintahoz méréhengerrel 45ml 0,1M NaOH-oldatot adunk.

— A foézépoharat magneses keverdkre helyezziik, és 15 percig kevertetjiik.

— Az oldatot 50 ml-es mér6lombikba toltjikk, majd a lombikot 0,1M
NaOH-oldattal jelig toltjiik.

— Ezt kovetden az oldatot a lebegd szennyezddések eltavolitasa céljabol
redds szliron atszirjiik. A szirletet tiszta f6zOpoharba gytjtjik.
torzsoldatot készitiink. Az utdbbi oldatbdl kiindulva higitassal 10-10
ml-es mér6lombikokban a kovetkezé standard oldatsorozatot allitjuk
eld: 0,08; 0,05; 0,02; 0,01 g/l. A higitasokat 0,1M NaOH-dal. végezziik.

Mintaoldatok elkészitése

— Az 5db mianyag centrifugacsébe egyenként, 4 tizedes pontossaggal
100 mg szojalisztet mériink.

— A bemért mintdkhoz a megfeleld Sorensen-pufferoldatokbol pH-
pontonként Sml-t adunk. Az adagolashoz automatapipettat hasznalunk.

— Ezt kdvetden a centrifugacsoveket ledugaszoljuk, kézzel Osszerazzuk,
majd razégépen 15 percig egyenletesen razatjuk.

— Az oldési id6 elteltével a mintaoldatok feliiluszojat redds sziirén az
elére megjelolt mintatartd csovekbe sziirjiik.

— Az elkészitett oldatokat megfeleld higitds utdn hasznéaljuk fel a
méréshez.
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Oldatok fehérjetartalmanak meghatarozasa UV spektrofotometriaval

e ey

oldatok) UV
koncentracid-abszorbancia

abszorbancidjat megmérjilk, majd megallapitjuk a
Osszefiiggést  (azaz gorbét

készitlink). Az Osszefliggés felhasznalasaval az ismeretlen oldatok fehérje

kalibracios

koncentracidja meghatarozhat6. A mérés soran eldszor felvessziik a
standard oldatok UV spektrumat és kivalasztjuk a mérési hullamhosszat.

1. Felvessziik az elkészitett legnagyobb koncentracioji standard UV
spektrumat. (Hattér: 0,1M NaOH)

2. A spektrumadatok alapjan kivalasztjuk a mérési hullamhosszat.

nm

3. Ezt kdvetden lemérjlik a kalibralo oldatok abszorbancid;jat.

Koncentracio (g/l) A
0

0,01

0,02

0,05

0,08

0,1

5. tablazat: A standard oldatokra mért abszorbancia értékek

4. Megallapitjuk az abszorbancia-koncentracé osszefiiggést.
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c (9/)

A=

5. Ha a
mintaoldatok mérését.

kalibraciés Osszefiiggés megfeleld, megkezdjik a

1,15 pH
3,53 pH
4,45 pH
6,98 pH
9,01 pH

4. tablazat: A mintaoldatokra mért abszorbancia értékek

6. Kiszamitjuk az egyes pH-értékekhez tartozd PSI-értékeket. A
kiilonb6z6 pH-n mért koncentracio-értéekekbdl fehérje oldhatdsagi
indexeket (Protein Solubility Index, PSI) szamitunk ki a kovetkez6 képlet
segitségevel:

PSI [%] = ([cfehxVold]/mO0 ) x 100, ahol

creh = fehérjeoldat koncentréacioja [g/1]; Vold= fehérjeoldat térfogata [1];
Mo= bemért fehérjemennyiség [g].

7. Ezt kovetden dabrazoljuk a fehérjék oldhatosagi profiljat, azaz
abrazoljuk a kiszdmitott PSI-értékeket a pH fiiggvényében!
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PSI [%]

pH
A vizsgalt fehérje oldhatosagi profilja
8. Hogyan jellemezhetjiik az oldhatosagi diagramot? (a gorbe lefutasa, az
izoelektromos tartomany helye, oldhatosdg a savas ill. lugos
tartomanyban, stb.)

IX. 2. Gélkromatografia

A gvakorlat soran felhasznalt anyagok, eszkozok

Anyagok, oldatok

— Sephadex gél

— desztillalt viz

— kvarchomok

— Blue Dextran 2000 (20 mg/ml)
—  K2Cr207 (20 mg/ml)

Eszkozok

— Tlvegoszlop ¢és adapter

— Tlvegbot

— allvany

— szlrdpapir korong (Filtrak GmbH, Németorszag)
— automata pipetta (100-1000ul)

— méréhenger

— f6z6pohar
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Mintaelokészités

— Az adott Sephadex gélt a megfelelé ideig duzzasztjuk (a gélt a
gyakorlaton résztvevok mar hidratalt allapotban kapjak).

— A gélkromatografias kalibraciohoz elkészitjiik a kalibralo oldatot,
amely Blue Dextran és kalium-dikromat 1:1 ardnyu keveréke. A két
oldat koncentracidja 20 mg/ml, az ebbdl készitett keveréket higitsuk
kétszeresére (az oldat készen all a gyakorlaton résztvevok szdmara).

Gyakorlat menete

— Vagjunk ki az adapterrel megegyez6 atmérdjii szlirépapirkorongot és
nedvesitsiik meg, helyezzilk az adapterrel egyiitt az oszlopba és
rogzitsiik.

— Fixaljuk fiiggélegesen a kromatografias oszlopot. Toltstink az oszlopba
kb. 0,5 cm magassagban kvarchomokot ¢s desztillalt vizzel nedvesitsiik
meg.

— Zarjuk el az oszlop kifolyo nyilasat!

— Az oszlop tetejéhez csatlakoztassunk tolcsért és Ontsiink - lehetdleg
lassan és egyenletes iitemben - annyi egyenletesen felkevert
g€lszuszpenziot az oszlopba, ami leiilepedés utan a sziikséges
g€lmagassagot biztositja. Amikor az oszlop aljan a gélszemcsék mar
néhany cm magassagban leiilepedtek, nyissuk ki a kifolyd csapjat és
hagyjuk a teljes gélmennyiséget leiilepedni. A letilepedett géloszlop
f616tt mindig legyen puffer!

— Amikor az oszlopban a gél a kivant magassagban leiilepedett, zarjuk el
a kifoly6 nyilasat.

— Vonalz6 segitségével mérjiik meg az oszlop atmérdjét és magassagat,
az adatokbol szamitsuk ki az oszlop térfogatat.

— Az oszlopon kalibralast végziink: Blue Dextran - dikromat keveréket
rétegeziink automata pipettaval a gél felszinére. Vigydzzunk, hogy a g¢l
felszinét ne zavarjuk fel. A felvihet6 minta mennyisége a teljes
oszloptérfogat 1-5%-a lehet.

'

Helyezziink méréhengert a kifolyonyilashoz.

Nyissuk ki az oszlopot és hagyjuk a mintat egészen beszivarogni a
gélbe.

A gélfelszinre felkeverés nélkiil kb. 2-3 cm magassagban rétegezziink
puffert, igy elinditva az eliciot. Vigyazzunk, hogy a befolydcsében ne
legyen az egyenletes folyast akadalyozé levegdbuborék.

Gyujtsiik 0ssze a kifolydcsapon at tdvozd eluatumot célszeriien
mérohengerbe, a minta felvitelétdl szamitva az oszlop kifolyonyilasan
megjelend kék szinig (Blue Dextran), valamint sarga szin (kromét ion)
megjelenéséig, hogy meg tudjuk hatarozni az oszlop jellemz6 térfogati
adatait.

Mossuk 4t az oszlopot legaldbb kétszeres oszloptérfogatii pufferrel
(desztillalt viz) és Ovatosan szedjiik szét az oszlopot. A gélt gyijtsiik
Ossze, a kvarchomokot alaposan mossuk ki az oszlopbol, és vegyiik ki
az adaptert.

A méréshez sziikkséges szamitasi képletek

Meérjiik meg a sajat oszlop paramétereit (magassag, atmérd), elméleti
térfogatat (Vre) és szdmoljuk ki az ajanlott mintatérfogatot!
m=

d=

Vie=rxngxm=

Vm=(1-5)% x Ve =

elméleti kizart térfogat: Vike= 0,33 X Vre=

elméleti belso térfogat: Vee = Ve —Vke =

A mérdhenger segitségével adjuk meg az egyes frakciok mennyiségét:

kizart térfogat (els elticios térfogat, azaz az elsd kék cseppig): Vk = Ver =
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2. elucids térfogat (elsd sarga cseppig): Ve2

szeparacios térfogat : Vi, = Ver - Ver =

2. elucids térfogat (elsd sarga cseppig) egyenlo a teljes térfogattal: Ve,=V1
Az oszlop tisztuldsi térfogata (Teljes térfogat + az utolso sarga csepp térfogata):
Vs=V1+V,=

Szamoljuk ki a belso térfogatot! Ve=V1-Vk =

I1l.  Hasonlitsuk 6ssze a mért és az elméleti oszloptérfogatokat! Mi az
oka az eltérésnek (ha van eltérés)?

IX.3. Kiadott feladatok

Gélkromatogram értékelése

A kapott kromatogramon allapitsuk meg az elvalasztott komponensek
szamat, ¢és az elucios térfogatukat (Ve). Allapitsuk meg az
elvalasztoképességet (Rs, mas néven felbontoképesség) két kivalasztott
fehérje frakcidra nézve (jonak nevezziik az elvalasztast, ha Re>1,5, ha az
elvalasztoképesség 0,8 alatt van akkor az elvdlasztis éltaldban nem
kielégité). Allapitsuk meg, hogy a két frakcié elvalasztisa megfelelé-¢!
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13. ébra: Kromatogram kiértékelése

R — Ve2 _Vel
* T 1/2(b, +b,)

Gélelektroferogram kiértékelése

A laborgyakorlaton kapott gélkép és standard (SDS-PAGE Molecular
Weight Standards Low Range — BIO-RAD) adatok alapjan.

Gélkép kiértékelése:

= A kapott gélképen 3 minta gélképe talalhato.

» Hatarozza meg a mintaban 1évé fehérjék és a standard keverékben
1évo fehérjék Rf faktorait!

= A standard fehérjék Rf faktorai alapjan készitse el az adott gélre a
kalibracios egyenest!

= A kalibracids egyenes alapjan allapitsa meg a mintaban 1évo
ismeretlen fehérje alegységek molekulatomegeit!

A standard keverékben 1évé fehérjék gélképe, és a kapcsolodod

molekulatomege a 14. abran lathatoak:



[ = )
Protein Molecular Weights (daltons) 6
Protein Molecular Broad Low High
Weight Range Range Range
IMyosin 200,000 X X 5 o
B-galactosidase 116,250 X X =
Phosphorylase b 97,400 X X X =
Serum albumin 66,200 X X X 3‘ -]
Cvalbumin 45,000 X X X -l
Carbonic anhydrase 31,000 X X 4 4
Trypsin inhibitor 21,500 X X o
Lysozyme 14,400 X X
Aprotinin 5,500 X
3 L] T L]
0.2 04 0.6 0.8 1.0
Rf
Phosphorylase b ——— , ey ., L s ,
_ 15. abra: Standard fehérjék alapjan késziilt kalibracios egyenes (példa!)
Bovine serum e
albumin
Ovalbumin —
Fehérje tavolsaga
Carbonic _
anhydrase —— Rf =

Futasi front tdvolsaga

Soybean trypsin
inhibitor —

Lysozyme —

14. abra: Strandard fehérjék gélkép kiértékeléshez
A standard fehérjék kalibracios egyenesére a 15. abran mutatunk példat (az
y tengely logaritmikus, mert a fehérje frakciok vandorlasi sebessége
logaritmikusan aranyos a molekulatomegtikkel!).
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IX.4. Jegyz6kdnyv formai és tartalmi elvarasai

A jegyzOkonyveket a gyakorlatot kovetd vasdrnap 23:59-ig kérjik email-
ben elkiildeni az aktualis gyakorlatvezetonek.

A jegyzOkonyvnek tartalmaznia kell:

e alaborgyakorlat céljat (elméleti bevezeté nem sziikséges),

e a laborgyakorlat menetét (tomoren, targyszeriien, lehetéleg
pontokba szedve, olyan forméban és olyan tartalommal, hogy a
leiras alapjan a mérés megismételhetd legyen),

e a mérések soran tapasztalt megfigyeléseket, és a felmertilt
problémak leirasat,

e a kiilon lapon kapott gélkromatogram ¢&s elektroforetogram
kiértékelését (a gélkromatogramot, gélképet, illetve az elkészitett
sajat kalibracios egyenest is csatolni kell),

e az eredményeket és rovid, szoveges értekelését!

'

X. Afelkésziilést segitd ellen6rzé kérdések

© Mit neveziink izoelektromos pontnak?

© Milyen paraméterek befolyasoljak egy fehérje izoelektromos
pontjanak értékét?

© Milyen szempontok szerint csoportosithatoak a fehérjék?

© Mely tényezék befolyasoljak a fehérjék oldodasat?

© A bioldgiai minta minésége szerint milyen sejtfeltarasi eljarasokat
alkalmazna?

© Milyen fehérjeizolalasi eljarasokat ismer?

© Min alapulnak a fehérje frakcionalasi eljarasok?

© Melyek az Osborne frakcionalas 1épései?

© Mire hasznaljék a gélelektroforézist a fehérje analitikdban?

© Hogyan csoportosithatok a fehérjeanalitikai eljarasok?

© Milyen kozvetett mérési modszereket ismer?

© Hasonlitsa ssze a Kjeldahl és a Dumas-Pregl eljarasokat, vesse ossze
azok elonyeit és hatranyait is!

© Milyen kozvetlen mérési eljarasokat ismer?

© Hogyan alkalmazhatok a fotometrids technikédk fehérjeoldatok

© Milyen fehérjeelvalasztasi technikakat ismer?

© Mi a gélkromatografia miikodési elve?

© Mire hasznaljék a gélkromatografiat a fehérje analitikaban?

© Mi a gélelektroforézis miikodési elve?
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