2. A fehérjevizsgalatok altalanos és alapveto
maddszerei — a mintak el0készitése

Kiilonféle mintak elokészitése

LUDANY ANDREA

Klinikai kutatélaboratériumokban a bioldgiai mintak
sokféleségével kell szembesiilniink. Gondolnunk kell
egyrészt az experimentalis munkdkra: igy az allatki-
sérletekbdl nyert sejt-, szovet- és szervmintakra, sejt-
kultardkra, masrészt pedig a klinikai, azaz betegekbdl
nyert mintakra is, amikor rendszerint célzottan diag-
nosztikus markereket (pl. fehérjemolekulakat) kere-
stink.

Napjainkban a fehérjeanalitika modern mddsze-
rei képesek titkrozni a bioldgiai mintak fehérje-0sz-
szetételének sokféleségét és valtozékonysagat (diver-
zitdsat). Azok a fehérjetérképek pl., melyeket 1975
6ta a nagyfelbontasu kétdimenzids poliakrilamid
gélelektroforézis technikaval [11] kaptunk - ha érzé-
keny detektaldsi eljarassal parositottuk — kezdetben
akar ,zavart” is, a béség zavarat is okozhattak. Va-
l6ban nehezitette az értékelést a fehérjék ,,tal nagy”
szama (akar 3000 is) egyetlen nagy gélen. Tobb mint
sziikséges, mondhattuk. Mdsrészr6l viszont ennél az
érzékeny technikdnal szembesiilhettiink azzal, hogy
a helyes mintavétel, a standardizalt mintakezelés el-
engedhetetlen az adott kérdés megvalaszolaséban, az
eredmények reprodukalhatésagaban. A kérdés meg-
felel6 kivalasztasaval és alkalmas mintakezeléssel az
értékelés konnyebbé valhat.

E fejezetrészben a kovetkezd vizsgdlatok minta-eld-
készitésérdl lesz szo:

o Proteinek in vitro vizsgalatai.

« Sejtmentes, teljes sejt, teljes szerv.

« Fehérjekimutatasok, mennyiségi meghataroza-

sok.

Altaldnossdgban megallapithatjuk, hogy kiilénboz6
mintatipusoknal a kovetkezd sajatsagokat kell szem
el6tt tartanunk:

« Sejtek, sejtkultarak - szinkronizalas, kontrollalt
koriilmények.

o Szovetek - sejtosszetételiikben heterogének.

+ Organellumok - a kinyerési médszer meghata-
rozo.

« Bioldgiai folyadékok — dinamikusan valtozoak.

Az in vitro fehérjeanaliziseknél gyakran szembesii-
liink a kovetkez6 fogalmakkal is:
o A fehérjék oldékonysaga (szolubilizalasa).
o Fehérjeprecipitacié (mint tisztitasi, eléfrakcio-
nalasi eljaras).
+ A minta integritdsa (a proteindegradacié veszé-
lye).

Célunk mindenképpen az lesz, hogy az in vitro vizs-
galatokhoz minél egyszer(ibb és hatékonyabb fehér-
jekivondsi mddszereket alkalmazzunk. Egyszertiségét
és reprodukalhatdsagat tekintve ilyen lenne pl. egy
egylépcsGs extrakcios maddszer, melyet valamennyi
mintara egyontetiien alkalmazhatnank. Természete-
sen ilyen univerzalis modszer nem létezik. Ellenkez6-
leg, az irodalomban ko6z6lt un.,standard” protokol-
lok szama igen nagy, melyeket vagy mintatipusokra
fejlesztettek ki és tovabb ,,optimalizaltak” (pl. mikro-
bioldgiai mintak vagy emlésszovetek), vagy célzottan
kérdéses fehérjék/fehérjecsoportok vizsgalatara ajan-
lanak (mint pl. az oldékony ,citoszol”’-fehérjék vagy
az inszolubilis citoszkeletdlis sejtkomponensek).

A mintdk el6készitése és a fehérjék oldatba vitele. A ki-
valasztott protokollunknal mindenképpen két vezér-
16 elvet helyes betartani:

+ A minta el6készitése (kezelése) olyan egyszert
legyen, amennyire csak lehetséges (a jo repro-
dukalhat6sag érdekében).

 Minimalisra kell csokkenteni a fehérjék in vitro
modosuldsait/kdrosodasat, azaz lehetéleg meg
kell tartani eredeti tulajdonsagaikat.
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Sejtes mintak elokészitése

A sejtes mintak el6készitése roviden a kovetkezékben
foglalhat6 ossze:
o Sejtfeltaras.
« Az interferal6 anyagok inaktivalasa, ill. eltavoli-
tasa.
o A fehérjék ezt kovetd szolubilizalasa (oldatba
vitele).

A SEJTEK FELTARASA

A sejtek feltardsa fizikai (mechanikai) vagy kémiai
(biokémiai) uton egyarant elérhetd. Ismeriink ultra-
hangos kezelést, ozmotikus ,,sejtoldast”, fagyasztas
és olvasztas ciklikus ismétlését, detergens (tenzid-)
kezelést, a sejtfal enzimes olddsat, nagy nyomasos
préseléses eljarasokat, kiilonb6zé6 mechanikus ho-
mogenizalasokat: kozelebbrol forgd késes, iiveg- vagy
teflondugattyus és aramldsos feltarasokat. Ezek a
modszerek alkalmanként egyenként is, de kombina-
cidikban is hasznalhatok. Mindegyiknek van elénye
és hatranya is. A kezelendé minta tipusa hatarozza
meg kivalasztasukat. Tipusosan pl. a baktériumok
vagy novényi szovetek keményebb banasmoddot ko-
vetelnek a sejtfeltarashoz extrémen ellendlld sejtfa-
luk miatt, mig az emldsszovetek joval kiméletesebb
modszert igényelnek. Joval ,,gyengédebb” sejtfeltarasi
procedura (pl. enzimes lizis) sziikséges az intakt or-
ganellumok kinyeréséhez (pl. mitokondriumok), f6-
leg ha ezt kovetden proteomikai vizsgalatot akarunk
végezni.

INTERFERALO ANYAGOK INAKTIVALASA
VAGY ELTAVOLITASA

A sejt lizélasa alatt (és utan) interferdlo vegyiiletek
szabadulnak ki a sejtekbdl (pl. proteolitikus enzimek,
sk, lipidek, poliszacharidok, nukleinsavak és/vagy
novényi fenolok). Ezeket szitkséges lehet hatastalani-
tani vagy eltavolitani. A legjelentdsebb zavaré ténye-
26 a sok és a fehérjék degradacidja (proteolizis).

Proteazok. A proteazok mikodését mindenkor ga-
tolni kell, hogy megel6zziik a vizsgalt fehérje degra-
dacidjat, mely jarulékos fehérjefrakciokat eredmé-
nyezhet, és a nagy molekulatomegii (Mr) fehérjék

mennyiségének csokkenéséhez vezet. Elméletileg
egyszerlen protedzgdtlok adasaval célhoz tudnank
érni, de a fehérjék toltésmddosulatai miatt ilyenkor is
keletkezhetnek mutermékek.

Masik megoldas lenne pl. a forralds SDS-tartalmii
mintapufferben, de a proteazok inaktivélasa alacsony
pH-n is szdba johetne (lasd jéghideg triklorecetsavas -
TCA-s - fehérjekicsapds).

Sajnos igaz, hogy nem konnyti valamennyi fehérje-
bontd enzimet egyidejtileg és teljesen hatastalanitani.
Az ismertetett megoldasok koziil a TCA-s kicsapas
valéban minimalizalja a fehérjék degradacidjat, egy-
idejtileg eltavolitja az interferalo vegytileteket, végiil
a csapadékban a teljes sejtlizatum alkalikus fehér-
jéi fel is dusulhatnak (pl. riboszomafehérjék, [3, 4]).
Szamolni kell azonban azzal a fehérjeveszteséggel,
amit az inkomplett precipitacio és az Gjraoldas ered-
ményez. Ha a TCA-kezelt és nem kezelt sejtmintdk
tehérjetérképeit Osszevetjiik, a kiilonbségek szembe-
otlok.

Soval szennyezddés. A sejtmintak sokkal torténd
szennyezGdése lehet a masik igen gyakori probléma.
Ismert, hogy az ionok (sok) jelenléte lerontja az elekt-
roforetikus és az izoelektromos fokuszaldsos elva-
lasztasok hatékonysagat. Extrém nagy sdkoncentra-
cio-értékeknél (>100 mM) a minta fehérjéi akar ki is
csapddhatnak. A sok eltavolitasanak klasszikus mod-
jaként a dializis kinalkozik, de elérhetjitk a médium
(puffer) cseréjét ultrafiltrdciés kamrdban is (nitrogén-
talnyomas alatt), és sotlanithatjuk fehérjemintdinkat
akar elektroforézissel is. Ilyenkor kezdeti alacsony fe-
szilltségen (100 V) ,kivandoroltatjuk” a rendszerbdl
az ionokat. (Szamos protokollnal példat talalhatunk
erre az irodalomban.)

A dializishez a kereskedelmi forgalomban kaphato
membranok garantdlt porusmeérettel rendelkeznek.
Megfelel6 kezeléssel és duzzasztassal aktivalhatok,
és akdr ismételten ujra hasznalhatok. Ha a mintank
a dializist kovetden stritésre, azaz koncentraldsra ke-
ril, ajanlatos olyan illékony pufterelegyet alkalmaz-
ni a sdmentesitéshez (pl. ammonium-bikarbonatot),
amely késobb pl. a liofilizalaskor akadalytalanul elta-
volithatd.

Lipidek. A lipidek mint interferalé molekulak elta-
volitasara — kiillonosen az olyan lipidekben gazdag
bioldgiai mintanal, mint az agyszovet — organikus
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oldészeres extrakcid is szoba johet. A hideg alkoholos
vagy acetonos extrakcioknal azonban jelentés fehér-
jevesztést észleltek: egyrészt bizonyos fehérjék szol-
vensbe kikeriilése miatt, masrészt a delipidalt anyag
nem teljes jraoldéddsa miatt. Alternativ megoldas-
ként a feltart szovet vagy bioldgiai minta lipidmen-
tesitését ultracentrifugadldssal lehet elvégezni, amikor
is a flotalédott, azaz a nem tileped¢ lipidréteg a min-
ta felszinérol egyszertien eltavolithaté (pl. ,, Air-fuge”
centrifugak hasznalata a rutin klinikai laboratériu-
mokban a szérumminték delipidalasahoz).

Poliszacharidok és nukleinsavak. A poliszacharidok
(kiilonosen, ha toltéssel rendelkeznek) és a nuklein-
savak kolcsonhatasba lépnek a fehérjékkel, és ezek az
Osszetett makromolekulak az oldatok viszkozitasat
jelentdsen megnovelve zavarhatjak a fehérjevizsgala-
tokat (gélporusok eltomitése stb.). Hacsak nem igen
kis koncentraciéban vannak jelen, eltavolitasuk java-
solt. A mar emlitett TCA-s fehérjekicsapds — szamolva
a fehérjeveszteséggel - itt is szoba johet.

A nukleinsavak esetében protedzmentes RNS-dz
vagy DNS-dz kezelést, ill. bazikus poliamin addiciot
(pl. spermin) és ultracentrifugdldst lehet az irodalom
szerint alkalmazni [13].

Fenolok. A névényekben, kiilondsen a névényi le-
velekben jelen 1évé fenolok a fehérjékkel kolcson-
hatasban zavarhatjak a 2D elektroforézis gélek fehér-
jetérképét. Ajanlott a polifenol vegytileteket vizben
nem oldédé (inszolubilis) polivinilpolipirolidonhoz
(PVPP) kotni.

Fehérjék. Végiill a mintaban nagy mennyiségben
(talsulyban) ,,ballasztként” jelen 1évé fehérjék zavar-
hatjak a kisebb koncentracioban jelen 1évé fehérjék
vizsgalatat. Mas szdval egyszertien elfedhetik a sza-
munkra érdekes és kérdéses fehérjefrakciokat. Koz-
ismerten ilyen az albumin, amely a plazmafehérjék
60%-at képviseli a vérplazmaban. Eltavolitasara a
kereskedelemben albuminmentesité kitek kaphatok.
Hasznélatuk azért int dvatossagra, mert a nem spe-
cifikus kotésen alapulé mddszer mas fehérjéket is el-
tavolithat a mintankbol [15]. Magunknak egyébként
a blue-dextrdnnal volt kétségteleniil pozitiv tapaszta-
latunk, amelynek hatdsa az albumin festékkotési afhi-
nitasan alapszik.

A FEHERJEK SZOLUBILIZALASA (OLDATBA VITELE)

A sejtfeltarast és az interferald anyagok eltavolitasat
kovetéen a mintafehérjék hig pufferoldatban szolu-
bilizalhatok. A fehérjefunkciok megtartasa kiméletes
eljarast feltételez, altaldban enyhén alkalikus kozeg-
ben, az intakt fehérjekomplexek szolubilizalasa mel-
lett. Az individudlis polipeptidlancok vizsgalatdhoz a
fehérjéket denaturaljék, az intra- és intermolekularis
kolecsonhatasokat minimalizaljak, mikozben az ere-
deti toltésviszonyokat igyekeznek megtartani.

A nem denaturdlé pufferhez denzitasnovelés cél-
jabol glicerint vagy szacharézt adhatunk, és nem io-
nos detergensekkel néveljiik az oldékonysagot és a
fehérjemolekulak diszpergalasat. A kalcium- és mag-
néziumdependens protedazok hatasanak tompitasara
EDTA vagy EGTA jelenléte szolgal.

A denaturalé szolubilizalé rendszerek kaotrop
anyagokat (urea és/vagy tiourea) tartalmaznak, redu-
kaloszerekkel (ditiotreitol és/vagy f3-merkaptoetanol)
adjuvalhatok, valamint kiilonb6z6 ionos és nem io-
nos detergensekkel egésziilnek ki.

Kaotrép anyagok. A kaotrép anyagok, pl. az urea ha-
tékony szer a hidrogénhidak felbontasara, és a fehér-
jék kitekeredéséhez (unfolding), végiil is denatura-
cidhoz vezet. A tiourea még hatékonyabb a hidroféb
interakciok megsziintetésére, de szemben az ureéaval,
nehezen oldddik vizben. A legjobb megoldas az ext-
rém hidrofob fehérjék oldasara az a kompromisszum,
hogy 5-7 M uredt és 2 M tiouredt kombindlnak megfe-
lel6 detergenssel az oldatban. Ureas oldatban a fehér-
jék karbamilacidjara mindig gondolnunk kell. Ennek
elkeriilésére az oldat hémérsékletét 37 °C f6lé nem
szabad emelni. A karbamilaciéo mértéke az altalaban
ajanlott 24 dras periddus alatt — mely a legtobb szolu-
bilizacids protokoll idétartama — elhanyagolhaté. Az
elektroforézis soran az urea bomlastermékei eltavoz-
nak a rendszerbdl.

Detergensek (feliiletaktiv anyagok). Ionos és nem
ionos detergensek széles korben elterjedtek a fehérje-
analitikaban. Hatasuk a hidroféb kolcsonhatdsok meg-
sziintetésében, az aggregacio és precipitacio okozta fe-
hérjeveszteségek prevencidjaban jelentkezik.

Az anionos detergensek kozott az SDS-t (ndtri-
um-dodecil-szulfdt) tartjak az egyik leghatékonyabb
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szolubilizdl6 agensnek, kiilonésen ha az oldatot fel-
forraljuk. A nem ionos detergensek koziil az NP-40-et
és a Triton X-100-at kell megemliteniink, melyek
igaz, elmaradnak az SDS hatékonysagatdl, de szamos
mas elényods tulajdonsaggal rendelkeznek. Az extrém
hidroféb fehérjék vizsgalatdhoz (pl. membrankom-
ponensek) az ikerionos detergensek, mint a CHAPS
vagy a szulfobetainok (SB 3-10, ASB 14) ajanlottak
[10, 14]. E feltiletaktiv anyagok hasznalata kiillondsen
a korabban emlitett kaotrop agensekkel (urea, tiou-
rea) parositva jar sikerrel.

A detergensek esetében is igaz, hogy univerzalis
recept nem adhaté meg valamennyi bioldgiai min-
tara. Esetenként empirikusan kell az optimalis mod-
szert kidolgoznunk a detergensek kolonbozé faj-
tainak kombindcidjat parositva egyéb adjuvansokkal,
pufferekkel, akdr organikus oldészerekkel.

A megfelel6é detergens kivalasztasakor figyelem-
be kell venniink a kritikus micellaris koncentraci-
6t (CMC), a nem ionos detergensek jellemzésére
hasznalt lipofil/hidrofil balansz/egyensulyi adatot
(HLB-érték: 1-20) és a detergenshatdst befolyasold
egyéb faktorokat (hdmérséklet/CMT érték, ellenio-
nok, sok, szennyezddések, kaotrép anyagok stb.).

A fogalmak tisztazasara egyrészt kémia, biokémia
tankonyvek szolgalhatnak, a detergensek szamsze-
rtsitett jellemzdinek pedig vegyszerkatalogusokban
ajanlott utdnanézni.

Redukaldszerek. A minta-el6készités folyamataban
kritikus lépést jelenthet a redukcid és a diszulfidkoté-
sek Gjraképzédésének megakadalyozasa. A redukcio-
val a molekulan beliili és a molekulak kozotti diszul-
fidhidak felszakitasa és a fehérjék teljes , kitekeredése”
(unfoldingja) érhetd el. A leggyakrabban hasznalt re-
dukalodszerek - a ditiotreitol (DTT) és a ditioeritriol
(DTE) - vizben jol oldédnak, igy nagy feleslegben
alkalmazhatok. Hatranyuk, hogy nem minden fehér-
jénél hatékonyak, igy a nagy ciszteintartalmu gyapju-
keratin esetében helyettiik a kevésbé oldékony és to-
xikus tributilfoszfint (TBP) ajanljak.

A vizsgalandé fehérjék koncentracidja. Fehérjemin-
tak analiziséhez 5-10 mg/ml fehérjekoncentracié az
idealis. Tul csekély koncentracional (< 0,1 mg/ml) a
minta fehérjetartalma hozzatapad a kémcsé, pipetta
vagy laboratériumi edény faldhoz, tovabb novelve a
nem kivant veszteséget. Hig fehérjeoldatoknal - ha
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2-1. dbra. Kotott és szabad anyagok elvalasztasa ultraszi-
réssel. Az Amicon ultrafiltraciés elvalasztds vazlatos ab-
razolasa. A technika a minta-el6készités tekintetében az
egyik legkiméletesebb eljaras

nagy a sokoncentracio - ,,sétalanitas” sziikséges, amit
a fehérjék koncentralasaval kapcsolhatunk ossze. Ult-
rasziréssel a fehérjéket karosodas nélkiil egyidejtileg
lehet sémentesiteni és dusitani is (2-1. dbra).

A fizikai-kémiai fehérjekicsapasos eljarasok (szer-
ves oldoszerekkel, pl. alkohollal, savas, pl. TCA-s,
hékezeléssel stb.) célravezetSk lehetnek, de mindig
felvet6dik a nativ fehérjék karosodasanak veszélye.
Illékony pufteroldatokkal (ammoénium-bikarbonat)
végzett dializis liofilezéssel (fagyasztva szaritassal)
parositva is ajanlott megoldas. Kis porusatméréji
ultrasziir6 membranok alkalmazasaval a fehérjeoldat
szintén koncentralhato, ill. kiilonb6zé ateresztoké-
pességl (cut-off) membranok segitségével akar frak-
cionalhat¢ is.

A MINTAK TAROLASA

Rovid ideig — néhany 6ras vagy éjszakan at vald vara-
kozasnal - elegendd a mintakat hiitében 4 °C-on tar-
tani. Hosszabb id6re a mintak fagyasztoban (-70 °C),
szaraz jégben (-78 °C) vagy folyékony nitrogénben
(=196 °C) tarolhatok.

Ismételt fagyasztas és olvasztas mindig keriilen-
d6. Tobbszori felhaszndldshoz a mintat célszerd
100-200 pl-es adagokban szétosztva tarolni.

A mintak el6frakcionadlasa az analizisekhez

Tekintettel a bioldgiai mintak fehérjetartalmanak
Osszetettségére és dinamikus valtozékonysagara, el6-
frakciondlasi 1épés(ek) kozbeiktatasa gyakran ajan-
lott. Ezzel a lépéssel a kozvetlen analizisre keriilé
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szubfrakciok komplexitasa mérséklddik, és a vele jaro
dusulassal a diszkrét fehérjefrakciok is detektalhatova
valnak.

Néhany példa a minta tipusatdl és a vizsgalatok

céljatol fiiggo eléfrakcionalasra:

« Specifikus sejtek izolalasa szévetbdl pl. FACS
technikaval (fluorescence activated cell sorting)
vagy lézer-mikrodisszekcioval (LCM laser cap-
ture microdissection).

« Sejtkompartmentek és/vagy organellumok izo-
lalasa pl. szachardz-gradiens centrifugalassal.

o Szelektiv fehérjecsoportok kicsapasa (pl. ribo-
szomafehérjék TCA/aceton kezelése).

o Lépcsozetes extrakcios eljarasok novekvd oldé-
konysag alapjan (vizes pufterek, organikus oldo-
szerek, detergens alapu extrakcios oldatok).

« Kromatografias vagy elektroforetikus elvalasz-
tasi modszerek (gélszliréses, ioncserés oszlop-
kromatografia, affinitasos tisztitasi eljarasok,
preparativ izoelektromos fokuszalas stb.) (2-2.,
2-3. dbra).

Mindig nagy probléma a rendszerint rendkiviil hete-
rogén emldsszovetbdl (pl. rakbetegség esetén) a to-
vabbi vizsgalatra keriilé célsejteket megfelel6 meny-
nyiségben kinyerni. Nagyszamu metszet készitésével
az LCM (lézer-mikrodisszekcié) technika révén tiszta
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2-2. dbra. Cinkkoté fehérjék gélkromatografias el6frakcio-
nélasa (Sephadex G-75, minta: patkdnymajsejt-citoszol)

sejtpopulaciohoz lehet jutni, mely tovabb analizalha-
té 2D elektroforetikus eljarassal. Az LMC hatranya
munka- és id6igényessége. Masik lehet6ség a FACS
(fluorescent activated cell sorting) technika, mely anti-
testkotés alapjan nyeri ki a specifikus célsejteket, azaz
a kivant szoveti szubpopuldciot [12]. A sejtszeparala-
si eljarasok koziil a vér alakos elemei vizsgalataban a
Fikoll-gradiens és centrifugdlds egyiittes alkalmazasa
latszik a legkonnyebben elérhetének.

Az organellumok (pl. mitokondriumok) izolala-
sara leghatékonyabb moddszer a novekvo stirtségii
cukoroldatban val6 Un. gradiens-centrifugdlds. Az el-
jaras egyik hagyomanyos véltozatanak tekinthetd a
differencidlcentrifugdlds [7]. Ilyenkor pufterolt cukor-
oldatban egy- és kétértékii kationok jelenlétében a ki-
meéletesen homogenizalt szovetmintat lépcsdzetesen
kitilepitjiik, és a sejtorganellumokat, azaz a sejtmagot,
a mitokondriumokat, a mikroszoma- és a citoszol-
frakciokat elvalasztjuk.

Szemben a human és az allati sejtekkel, ahol a sejt-
felszini strukturak konnyen megbonthatok, a mik-
roorganizmusok esetében a rendkiviil ellendllé sejt-
fal miatt bonyolultabb eljardshoz kell folyamodni,

2.-3. dbra. Gélszliréses frakciok (Sephadex G-75 L, IL., II1.,
1D elektroforetikus) nem denaturdlé PAGE képe. A nem
denaturalé alkalikus gélek az el6z6 abra frakcidinak elekt-
roforetikus fehérjemegoszlasat hasonlitjak ossze (a detek-
talashoz amidofekete-festést hasznaltak, 100 upg/gélrud
proteinmennyiségekkel)
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ugyanakkor a kinyert organellumok épségét is 6vni
kell. Elesztésejtek mitokondriumainak izolalasahoz
a sejtfal poliszacharidbontd enzimes kezelését kove-
téen a sejttartalmat hipotonids oldattal és/vagy kimé-
letes mechanikus uton nyerik ki [9, 18].

A teljes sejtlizatumok analizise nem vezet ered-
ményre az egyes fehérjék célzott vizsgalatakor. Az
analitikai eljaras kapacitdsa, felbontoképessége li-
mitélja a vizsgalandé protein mennyiségét. Ennek
athidalasara ajanlott a fejezetiinkben mar tobbszor
emlitett precipitdcios (TCA/aceton) eljards, amelynek
szamos elényét hangsulyoztuk. Az alkalikus fehérjék
dusitdsa, azaz az analizdlandé proteinek mennyiségé-
nek novelése ebben az esetben egyiitt jar a nem kivant
proteolitikus hatasok kikiiszobolésével és az interfe-
ralo vegyiiletek eltavolitasaval.

A sejtek és a szovetek 1épcsézetes extrakcidja el-
érhetd a fehérjék oldékonysdga alapjan. Végsé soron
ide tartoznak a lépcsdzetes kisozasi eljarasok (am-
moénium-szulfat), organikus olddszerként az alkoho-
los frakcionalt kicsapasok (Cohn-frakcionalas/albu-
min), ureakezelések (pl. szérum alkalikus foszfataz
izoenzim vizsgalatok) a hidroféb fehérjék vizsgalata-
ban (membranfehérjék), de a hkezelések is a hdsta-
bil és hérezisztens fehérjecsoportok szeparalasara (pl.
tropomiozinkinyerés vérlemezkékbol).

Itt kell megemliteniink a nem ionos detergen-
sek haszndlatat a sejtfrakciondldsban. A detergens-
rezisztens sejtfrakcio a citoszkeleton felfedezéséhez
vezetett. Szamos sejtfunkcié vizsgalata a detergens
szolubilis, az un. lazan kotott fehérjék és a citoszke-
letonfehérjék dinamikusan valtozé kolcsonhatasahoz
kapcsolédik.

A kilonboz6 kromatogrdfids eljdrdsok hatékony
eszkozei lehetnek az eléfrakciondldsnak. A frakciok
kozotti keresztszennyezédések itt kevésbé érvénye-
siilnek, mint 4ltaldban az emlitett extrakcidos madd-
szerekben. Megfelel6 detektalasok kombinacioival,
kiméletes kortlmények kozott értékes, a tovabbi
analizisekre mindségben és mennyiségben optimalis
mintakat kaphatunk.

A gélsziirés elvén (azaz a molekulaméreten) alapu-
16, valamint az ioncserélé kromatografias elvalaszta-
sokat kihasznald (kation- és anioncseréld oszlopok)
és az affinitdsos (ligandkotésen alapuld) elvalasztasi
technikdk a preparativ laboratériumi munkdk so-
ran egyarant felhasznalasra keriilhetnek. A nem de-
naturalé rendszerek kiilondsen elényosek lehetnek

a fehérjék bioldgiai aktivitasinak megdrzésében.
Dextran-, akril-, agar6z-, poliakrilamidgél alapu el-
valasztasi rendszerek egyarant ismertek. A fehérje-
frakciok elvalasztasanak kovetésére alkalmas mod-
szerek a spektrofotometria, az enzimaktivitds mérése,
az izotopaktivitds, valamint a kemilumineszcencias
detektalas (lasd 2-2., 2-3. abra).

Tovabbi lehet6ség fehérjék csoportjainak izolalasa-
ra és dusitasara az egy- és kétdimenzids elektroforé-
zis technikdk. Fehérjekomplexek vizsgalataban alkal-
maztuk magunk is, a kovetkezok szerint:

+ Cink/fehérje komplexeket vizsgaltunk. Az els-
zetes feltard/elvalasztd eljarasokhoz (homoge-
nizélas, centrifugalds, dializis, ultrasziirés, gél-
szlirés) csatoltan végill — mintegy befejezd
lépésként — nem denaturdl6 gélben végeztik a
nativ fehérjekomplexek elegyének vizsgalatat. E
frakciokban a komplexek funkcidja rendszerint
megtartott. Ha viszont 2D elektroforézissel foly-
tattuk az elvalasztast denatural6 jellegt lapgé-
len, az elsé dimenzids nativ fehérjekomplexek
Osszetételérdl (pl. alegységeir6l) kaphattunk
informaciot.

 Nagyobb fehérjefelbontast akkor értiink el min-
tdinkban, ha az els6¢ dimenzids frakciondlasra
izoelektromos fokuszalassal és denaturalé rend-
szerben keriilt sor. Széles, 1-11 pH-tartomany-
ban un. preparativ IEF gélben el6frakcional-
tunk. Majd befejezésiil az O’FARRELL altal beve-
zetett és jol ismert nagy feloldasu kétdimenzids
poliakrilamid gélelektroforézissel fehérjetérké-
pet készitettiink. A térkép készitésekor — analiti-
kai célbol - mar nem széles, hanem keskeny
pH-tartomanyt hasznaltunk a nagyobb felbon-
tas elérésére. Immunkémiai detektalast alkal-
mazva vagy tomegspektrometrids (MS) méré-
sekkel kombinalva (MS-kompatibilis jeloléssel!)
a fehérjefrakciok azonositasahoz juthatunk
(lasd proteomika).

Osszefoglaldsként megallapithato, hogy az el6frakcio-
nalasi eljarasok sok elénnyel rendelkeznek, melyek
koziil a fehérjék dusitasa és a diszkrét fehérjefrak-
ciok megjelenitése kiemelend6é. Hatranyuk lehet vi-
szont az individudlis frakciok keresztszennyezdédése,
a munka- és idéigényesség, amit tovabb nével az a
tény, hogy a kromatografias és a higitasi folyamatok
miatt rendszerint mintakoncentralds sziikséges. Vé-
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giil megjegyezziik, hogy az egyedi mintakezelések
miatt csak néhany minta egyideji parhuzamos keze-
lése lehetséges.

Eljarasok (protokollok) [6]

SEJT- ES SZOVETI MINTAK EXTRAKCIOJA
ES SZOLUBILIZACIOJA

Fejezetiink tovabbi részében néhany konkrét eljarast
ismertetiink kivonatosan, révid osszefoglalasok for-
majaban. Az Osszedllitds valasztasi lehetdséget kinal
az igen kiillonb6z6 biologiai mintdk analizisében. A
rovid leirasok mikroorganizmusok, novényi magvak
és emlosszovetek extrakcids és szolubilizacids keze-
léseirdl egyarant szélnak. A procedura éltalaban a
sejtek és a szovetek mechanikus roncsolasaval (fel-
tarasaval) kezdddik, és ez alatt vagy ezt kovetden a
sejteket lizaljak, majd az interferdl6é anyagokat vagy
kozombositik, vagy eltavolitjak. A proteineket urea-
és detergenstartalmu lizispufferben oldjak ultrahang-
kezelés mellett. Az ajanlott mintamennyiség 5 x 10°
sejtszam, 50 mg maj- vagy szivszovet, az optimalis
tehérjekoncentracié 5-10 mg/ml.

A fehérjék szolubilizacidjat kovetden az ureatartal-
mu extraktumokat 10 000 g-vel 15 °C-on egy 6ran at
centrifugaljak az oldhatatlan sejttormelékek kitilepi-
tésére. Az SDS-tartalmu mintdk mind alacsony, mind
magasabb hémérsékleten (4-37 °C kozott) centrifu-
galhatok. Az IEF-szeparalas el6tt a fehérjekivonatot
célszerti a detergenst6l megszabaditani (pl. a fehérjék
kicsapasaval).

A proteinkivonatok kozvetleniil hasznalhatok,
vagy tobb honapig -70 °C-on tarolhatok. A 2D-PA-
GE-elektroforézisekhez analitikai céllal 50-100 pg
protein, preparativ munkaknal 0,5-1,0 mg is futtat-
hato.

Reagensek, mintapufferek

o Ureatartalmii lizispuffer denaturdlé IEF-hez: 9,5
M urea, 1% ditiotreitol, 2% nem ionos deter-
gens, 2% Ampholine (pH 3-10), 10 mM prote-
azgatlo.

o Tiourea/urea lizispuffer rezisztens fehérjék dena-
turdlé kezelésére: 2 M tiourea, 7 M urea, 4%
CHAPS (ikerionos detergens), 1% redukalészer,
2% Ampholine (pH 3-10), 10 mM protedzgatlo.

 SDS-tartalmii mintapuffer: 1% SDS, 100 mM
TRIS-HCI pufter (pH 9,5).

o Precipitdlé reagens: 20% TCA + 0,2% ditiotreitol
jéghideg acetonban (-20 °C).

o Precipitdtum mosdshoz: 0,2% ditiotreitol jéghi-
deg acetonban (-20 °C).

o Pufferolt séoldat (PBS): 0,9%-os NaCl-oldat 10
mM foszfatpufterben (pH 7,4).

Fontos megjegyzések: Az ureatartalmu oldatokat nem
szabad hékezelni a fehérjék karbamilacidja miatt. Az
Ampholine-tartalmu lizispufferek ,romlandok’, el-
készitésiiket kovetden 1 ml-es adagokban mélyhfitve,
fagyasztva tarolandok (-70 °C).

Mikroorganizmusok. A mikrobioldgiai sejtkultardk,
mint a baktériumok vagy a gombak tenyésztése op-
timalizalast és standardizalast igényel. Mivel a nove-
kedési fazis nagymértékben fiigg a sejtek biokémiai
allapotatdl, a mintak Osszegyujtését elére kigondol-
tan és standardizaltan kell elvégezni. A sejtek pro-
tedzokat és mas extracellularis enzimeket vélasztanak
ki a szovetkultdra médiumaba, és ezek a molekuldk
interferalnak az extrakcidval. Ezen anyagoktdl meg
kell szabadulni, mert karositjak a vizsgalandé fehér-
jéket, csokkentve a kinyerés hatasfokat. A kultdrat
ezért izotonias pufferoldattal (pl. PBS) vagy szacha-
rézoldattal kell atmosni. Hogy stresszhatast ne okoz-
zunk, a mosopuffernek azonos hémérséklettinek és
pH-értékiinek kell lennie, mint a médium [2]. A mo-
sasi lépés ugyanolyan koriilményeket biztosit a sejtek
szamara, mint amelyek a mintagytjtést megel6z6en
voltak a kultaraban.

A sejtfallal koriilvett sejtek, pl. a gombak ozmoti-
kusan sokkal eredményesen nem extrahalhatok. Az
ilyen sejteknél erételjes roncsoldsra van sziikség: ez
vagy mechanikusan, pl. iiveggyongyos razassal, urea/
tiourea tartalmu lizispufferben (jégfiirddben) valo
ultrahangos kezeléssel vagy SDS jelenlétében melegi-
téssel érhetd el. Ha sziikséges, proteazmentes DNS-4z
és RNS-az adhat6 a nukleinsavak emésztésére.

A bakterialis fehérjék szolubilizacidja. A sejtek dsz-
szegylUjtésére elére meghatarozott novekedési fa-
zisban és tenyésztési koriilmények kozott kertl sor.
Hacsak lehet, kémiailag jol definealt médium a kisér-
leteknél el6nyos lehet. Nagy optikai denzitds esetén
szamitasba kell venni, hogy ilyenkor sok halott sejt
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keriilhet az analizisbe. Mintagytjtésre ezért a korai

logaritmusos novekedési fazis ajanlott, mert akkor

még tilnyomorészt €16 sejtek keriilnek feldolgozasra.

1. A sejtek centrifugalasa 3 percig 10 000 g-vel vé-
gezhetd. Ez az ilepités a legtobb baktériumtipus
szamara elegendé. Az inditas meghatdrozott térfo-
gattal kezdédik: pl. 10 ml 0,5 optikai denzitasu kul-
tura. Az iiledéknek ebben az esetben jol lathatonak
kell lennie. Azonos térfogatu eldmelegitett PBS-sel
reszuszpendalas kovetkezik, majd ismételt centri-
fugalas. A kivant tisztasagu és interferalé moleku-
laktol mentes vizsalati minta nyeréséhez tobbszori
mosas és centrifugalas sziikséges.

Megjegyzés: Ha az extracellularis proteolitikus
enzimek eltavolitaisa mégsem teljes, a fehérjetér-
képen a nagy molekulatomegii fehérjék eltiinnek;
mig horizontdlis csikok vagy fehérjeprecipitatu-
mok megjelenése a minta nagy sokoncentracidjara
utal.

2. Az uledéket 0,2 ml SDS-tartalmu szolubilizald li-
zispufferben szuszpendaljuk. A puffer vagy jéghi-
deg legyen, vagy aktiv proteazok esetén 95 °C-ra
hevités sziikséges.

3. Kovetkezik a minta ultrahangos homogenizalasa.

4. A roncsolt és feltart sejteket mikrocentrifugdban
14 000 g-vel 30 percig 4 °C-on ilepitjiik.

5. A feliilliszot 6vatosan leszivjuk, majd 50-50 ul-es
adagokban -70 °C-on taroljuk. Az extraktumok
felengedés és ismételt fagyasztas nélkill egy évig
stabilak.

6. Izoelektromos fokuszalashoz az SDS-sel kezelt fe-
hérjemintakat 150 ul tiourea/urea lizispufferrel hi-
gitjuk a detergens leszoritasara.

Emlésszovetmintak. Az emlésszoveti mintakat (4lla-
ti szovetek, szoveti biopsziak stb.) kivétel utan azon-
nal le kell fagyasztani (pl. folyékony nitrogén alatt
-196 °C-on). Kisebb mintdk fagyasztas/felolvasztas
eljarassal, nagyobb szovetdarabok késes homogeni-
zalas utan lizispufferben vald szolubilizélassal tarha-
tok fel.

Egérmaifehérjék szolubilizdldsa:

1. A lefagyasztott majszovetet erdteljes hiités mellett
homogenizaljuk proteinazgatlé jelenlétében.

2. A homogenizalast kovetéen 60 mg anyagot azon-
nal 1,0 ml lizispuffert tartalmazé mikrocentrifu-
gacsGbe mériink.

3. A hatékony sejtlizis érdekében 5 x 2 masodperces
(10 mp sziinetekkel) ultrahangkezelést végziink.
30 perc szobahémérsékleten valé inkubaciot ko-
vetéen 40 000 g-vel 60 percig 15 °C-on centrifu-
galunk.

4. A szupernatanst —-70 °C-on taroljuk. Az extraktum
fehérjekoncentracidja idealis esetben 5-10 mg/ml
legyen.

Megjegyzés: A teljes maj eltdvolitdsa esetén a
tovabbi analizisek szempontjabdl ajanlott a teljes
szerv perflizidja vértelenités céljabol. Pufferolt sza-
chardzoldat a portalis vénan keresztiil altalunk is
kiprébalt elényos beavatkozas lehet.

Alkalikus fehérjék dusitasa egérmdjszovetben TCA/

aceton kicsapdssal:

1. Mélyhtitott egérmaj-homogenizatum a kiindulasi
anyag.

2. 100 mg alapanyagot egy el6hiitott (-20 °C), 25 ml
acetonban oldott 20% TCA-t (triklorecetsavat) és
0,2% ditiotreitolt (DTT) tartalmazé centrifugacsé-
ben felszuszpendalunk.

3. A centrifugacsovet —-20 °C-on tartjuk a fehérjék
komplett kicsapdsa érdekében. 40 000 g-vel 60 per-
cig —10 °C-on centrifugaljuk, a feliiluszot elontjiik.
Az tiledéket 20 ml 0,2% DTT-t tartalmazé jéghi-
deg acetonban reszuszpendaljuk.

4. Ismételt centrifugalds kovetkezik, majd az tiledéket
vakuum alatt szaritjuk. A mintakat ismételt vor-
tex-kezeléssel/vagy ultrahanggal oldjuk megfelelé
térfogatt (2-3 ml) lizispufferben. A fehérjeoldat
koncentracidja 5-10 mg/ml tartomanyban legyen.
Kis mennyiségekben szétosztva -70 °C-on tarol-
juk.

Megjegyzés: A fehérjetiledéket vakuumos szari-
tas nélkiil direkt oldhatjuk a lizispufferben.

Novény mintak

A szaraz novényi magvakat, amelyekben a protea-
zok rendszerint nem aktivak, egyszerten 0sszetorjiik.
A novényi szovetet ezt kovetSen lizispufferben old-
juk, centrifugaljuk és szétosztjuk [16, 17].

Megjegyzés: Specifikus fehérjefrakciok kivonasa
érdekében ezeknél a mintdknal is végezhetiink eld-
frakcionaldst az analizisek el6tt. Ilyen pl. a vizben ol-
dodo fehérjék (albumin) kivonasa, vagy az alkohol-
ban oldhato fehérjék (gliadinok) elvalasztasa.

Novények levelei nem csak fehérjebont6 enzime-
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ket, hanem fenolokat is tartalmaznak igen nagy kon-
centracioban, amelyek proteineket adszorbealnak,
és csikozottsagot okoznak a kétdimenzios (2D) gél-
térképeken. Ezt a zavar6 hatdst elkeriilends, itt is a
majszovetnél leirtakhoz hasonléan jarunk el. A sej-
teket egy mozsarban szétroncsoljuk, a fehérjéket 20%
TCA-t tartalmazo jéghideg acetonban kicsapjuk. Az
tiledéket kétszer —20 °C-os acetonnal mossuk a n6vé-
nyi fenolok eltavolitasara, a végsé tiledéket szaritjuk
és lizispufferben oldjuk.

AZ INTERFERALO VEGYULETEK ELTAVOLITASA
A MINTAKBOL

A mintael6készités soran szamos zavaré komponens
keriilhet az analizaland6é mintéba, melyekt6l meg kell
szabadulni. Ezek lehetnek moédosult fehérjék, fehérje
és nem fehérje természetli szennyezések, sejtes ele-
mek, nukleinsavak stb. Ha pl. a proteomikai vizsgalat
alapjat képez6 fehérjetérképeket szandékozunk készi-
teni, a 2D gélben lathaté mutermékek, zavaro fest6do
savozottsag, elmosddott frakcionalas teszi néha lehe-
tetlenné az értékelést.
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A leggyakoribb interferalé mintadsszetevok és az
eltavolitdsukra javasolt leginkabb hasznalatos egysze-
ri modszerek a kovetkezdk lehetnek:

o Toltéssel rendelkezé molekuldk. Ezek lehetnek
sok (pl. NaCl, KCl), puffer komponensek (pl.
TRIS, PBS) és toltéssel rendelkez6 egyéb mole-
kuldk, mint pl. nukleotidok. Az izoelektromos
fokuszalasok szerény felbontasanak ez az egyik
leggyakoribb oka. A sk és a toltéssel rendelke-
z6 molekuldk ugyanis megnyujtjak a fokuszalasi
id6t, azaz a fehérjék csak akkor érik el az izo-
elektromos pontjukat, ha az ion elhagyja a hor-
dozét. A toltéssel biré molekuldkat dializissel
vagy gélszliréssel lehet eltavolitani.

« SDS. A fehérjék az SDS-molekulakkal komple-
xet alkothatnak. A keletkezett komplex tobbszo-
rosen negativ toltést, ezért a pozitiv elektrod
felé vandorol. Acetonos precipitacid segit az
SDS-koncentraci6 csokkentésében. Ha az SDS-
koncentracid, amit a minta elékészitéséhez
hasznaltunk, nem tdl nagy (0,25-0,50%), nem

ionos detergenssel (pl. NP-40) 5:1-8:1 aranyban
higitva a hatasat minimalizalni lehet.

2-4. dbra. Szérumproteinek (2D PAGE - O’FARRELL-technika). SwissProt adatbazisbdl atvett kép a frakcidgazdagsag de-

monstralasara
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« DNS. A DNS negativan toltott; fehérjékhez
kotédve miiterméket eredményez, és mint nagy
molekula, a szeparalé gél porusait eltomiti. Ha
ezlistozéssel detektdljuk a fehérjéket, a DNS
szintén festédik, noveli a hattér festédését. A
DNS a mintdbdl enzimes kezeléssel (DNS-az)
vagy ultrahanggal vonhatd ki.

o Részecskék a mintdban. Nagy fordulatszamu
centrifugalassal iilepithetdk ki.

o Szérumfehérjék. A szérumfehérjék, mint az
albumin és az immunglobulinok (IgG), a teljes
fehérjetartalomnak mintegy 75%-at teszik ki. A
két nagy mennyiségi fehérje eltavolitisa meg-
konnyiti a kisebb szérumfehérje-frakciok detek-
talhatosagat. Mddszertanilag affinitasos kroma-
tografias eljarassal, pl.Blue Dextran révén érhe-
t6 el e szérumfehérjék eltavolitasa. Kerekedelmi
forgalomban beszerezhet6k olyan antitesteket
tartalmazo kitek, amelyek tetszés szerint a 6, 12,
20 legnagyobb mennyiségli szérumfehérjét
képesek eltavolitani (2-4., 2-5. dbra).

Megjegyzés: A dializis, a gélsziirés, az affinitasos kro-
matografias szeparaldsok, valamint a fehérjekicsapa-
sos eljarasok részletei a megfelel6 irodalomban fellel-
hetdk.

A MINTAK ELOFRAKCIONALASA

A prefrakcionalds a rendkiviil dsszetett fehérjeminta
analizisek el6tti, kisebb frakciokra valo elvalasztasat
jelenti. Célja a minta komplexitasanak csokkentése.
Segitségével dusitani lehet az érdeklddésiink kozép-
pontjaban szerepl6 fehérjefrakciot.

o Folyadék fdzisii izoelektromos fokuszdlds. Lényege,
hogy izoelektromos pontjuk alapjan pH-tarto-
manyokba frakcionaljuk a sejtlizatumot.

o Szubcelluldris frakciondlds. A sejthomogeniza-
tumok szubcellularis frakciokra valaszthatok
differencidl-centrifugalassal (magok, mito-
chondriumok, mikroszémak, detergensrezisz-
tens sejtalkotok stb.)

+ Konvencionalis kromatografias technikak. Itt
utalunk ismételten a gélsziiréses, ioncserés és
affinitas kromatografiakra.

FEHERJEMEGHATAROZASOK

A fehérjekoncentracié pontos meghatarozasa elen-
gedhetetlen a fehérjevizsgalatokban. Mind a prepara-
tiv, mind az analitikai eljarasok fontos vonatkoztatasi
alapja. Fehérjemintdzatok Osszehasonlito értékelése
csak azonos mennyiségekkel végezhetd. A kisérleti
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2-5. dbra. Human plazmafehérjék 2D PAGE térképe (az értékelést az albumin- és IgG-mentesités — mint ajanlott elGtisz-

titas — 1ényegesen megkonnyiti)



Kiilonféle mintak el6készitése 49

mintak specidlis egyedi fehérjéit nem koncentracio-
ban adjuk meg, hanem 0ssz-fehérjetartalomra fejez-
zitk ki. Ha térfogati adatokkal nem rendelkeziink,
rendszerint fehérjére szamolunk.

Az irodalomban szamos érzékeny fehérjemennyi-
ség-mérési mddszer ismeretes. Megjegyzendd, hogy
a mintank tartalmazhat olykor olyan komponenst,
amely interferal az adott meghatarozassal (urea, de-
tergens, redukalédszer stb.). Olyan mddszert kell ki-
valasztani, amely nem érzékeny ezekre az anyagokra.

Fehérjekoncentracio-mérési modszerek

Direkt fotometria. A direkt fotometrias eljarasok ko-
zill ismert a 205 nm-en, valamint a 280 nm-en vald
mérés. Az el6bbi a peptidkotések meglétén, az utobbi
az aromds aminosavak jelenlétén alapszik. El6nyiik,
hogy a minta nem ,hasznalédik” el, tovabbi vizsga-
latokhoz rendelkezésre all. Leginkabb kromatografias
elvalasztasok frakciokovetésére hasznalatosak. Hat-
ranyuk, hogy érzékenységiik elmarad pl. a Folin-fé-
le vagy a kiilonbozd festékkotéses modszerekétdl, és
mennyiségi referencidjuk (kalibraci6 és standardiza-
las) sem megoldott.

Biuret reagens. A peptidkotést detektalo alkalias réz
reagens, a keletkez6 szinreakciéban koveti a Lam-
bert-Beer-térvényt. Klasszikus, a rutin laboratoériu-
mokban hasznalatos spektrofotometrids mennyiségi
fehérjemeghatarozas.

A reakcib elve a kovetkezd: A réz(Il)ionok a pep-
tidkotés 4-4 N-atomjaval alkalikus kozegben voros-
ibolya komplexet képeznek, amelyet 546 nm hul-
lamhosszon fotometridasan mérnek. A biuret reagens
(kereskedelmi forgalomban kaphatd, rutin laboraté6-
riumi reagens) rézszulfatot, kalium-natrium-tarta-
ratot, kalium-jodidot és natrium-hidroxidot tartal-
maz. A tartarat koti komplexbe a réz(Il)iont, amely
alkalikus pH-nal mint réz(II)hidroxid kivalna, a jo-
did megakaddlyozza a réz(II)ion autoredukcidjat.
A szinintenzitds a peptidkotések szamaval aranyos.
150-1000 pug/mL proteinkoncentracid tartomanyban
alkalmazhato.

Lowry-féle fehérjemeghatarozas. Kis fehérjekon-
centracional hasznalatos mddszer a tudomanyos la-
boratériumokban. Val6jaban a biuretmodszer Lowry
altal modositott véltozata ez a fehérjemeghatarozas,

amelynél a réz-peptid komplexek a rakovetkezéen
hozzaadott Folin-reagenssel (foszfomolibdat/foszfo-
volframat) molibdénkékké redukilédnak.

Hasznalatos reagensek:

1. 2%-os Na-karbonat (2 g 0,1-szer normal NaOH
100 ml-ében oldva).

2. 1%-0s CuSO, x 5H,0 (1 g 100 ml vizben).

3. 2%-o0s Na-tartarat (2 g 100 ml vizben).

4. Munkaoldat: Alkalikus rézoldat; (98 ml 1-es oldat
+ 1 ml 3-as oldat + I ml 2-es oldat - a sorrend be-
tartasa ajanlatos).

5. Folin-reagens (gyari készitmény).(Folin & Ciocal-
teus phenol reagent suitable for determination of
total protein by Lowry method).

A meghatdrozds menete:

0,2 ml minta

I ml alkalikus rézoldat (4-es oldatkeverék, frissen ké-
sziil)

15 perc varakozas

1 ml viz

0,1 ml 1:1 higitast Folin-reagens (vizes higitds)

30 perc varakozas utan fotometralas 500 nm-nél

Megjegyzés: Triton-X detergenst tartalmazé mintak
esetén az 1 ml viz helyett 1 ml 10%-os SDS-t kell
bemérni. Az ionos detergens jelenlétében megszii-
nik a mintdk zavarossaga.

Standard: ismert fehérjekoncentraciéju standard ol-
dat 100-600 pg/ml tartomanyban (pl. BSA, mar-
ha-szérumalbumin) hasonléan kezelve alkalmas a
kalibracios egyenes felvételére [8].

Fehérjemeghatarozas mikrobiuret-modszerrel (Be-

nedikt-mddszer). Mivel a Lowry-moédszer részben

az aromas aminosavak — mint a tirozin és a triptofan

— jelenlétén alapszik, ezért ha ezek alig vagy egydlta-

lan nem fordulnak el6 a fehérjében, a proteinoldat fe-

hérjemeghatarozasara ez a Benedikt-mddszer latszik

alkalmasnak. A meghatarozas a peptidkotések szaman

alapszik. Erzékenység: 0,25-5 g/L protein.
Reagensek:

1. 17,3 g trindtrium-citrat x 2 H O + 10 g vizmentes
Na-karbonat kevés vizben oldva.

2.1,73 g CuSO,x 5 H,0 oldva 10 ml vizben, és az ol-
dathoz az 1. oldatot hozzaadni

3. A keveréket 100 ml-re vizzel feltolteni (Bene-
dikt-reagens).
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Procediira: 1 ml 3%-os NaOH, 50 ul Benedikt-rea-
gens és 100 ul proteinoldat.

Fotometrdlds: 330 nm-nél.

Fehérjemeghatdrozds BRADFORD szerint, mikro-
modszerrel. Festékkotésen alapuld eljaras (1-1,400
pg/ml protein). Ez a modszer a fehérjék és a Coo-
massie Brilliant Blue G festék kotddésén alapszik. A
fehérjeminta a festékreagenssel dsszekeverve, rovid
ideig tarto, szobahdmérsékleten val6 inkubaciét ko-
vetéen 595 nm-en fotometralhat6. Nagy érzékeny-
sége miatt a meghatdrozashoz a bioldgiai mintakat
rendszerint higitani kell. (A human konnymintaknal
pl. 20-40-szeres higitast alkalmaztunk.)

A Bradford-reagens Osszetétele:

+ — 10 mg Comassie Brilliant Blue (CBB) G-250

o —5ml 95% etanol

o — 10 ml 85% foszforsav

o — 85 ml desztillalt viz

15 ul mintdhoz 200 pl Bradford-reagenst adunk. (A
térfogatok természetesen aranyosan novelhetdk: pl.
150 pl mintdhoz 2000 ul Bradford-reagens.)

5 perc inkubaciét kovetéen 595 nm hulldmhosz-
szon vakkal szemben fotometralunk.

Standardként 1 mg/ml pl. BSA t6rzsoldatbol ké-
sziilt higitasi sort (25-400 ug/ml) hasznalhatunk, az
eredményeket grafikusan abrazoljuk. A fehérjekon-
centracidkat a higitasok figyelembevételével az ere-
deti mintara visszaszamoljuk (g/1).
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Sejtes mintak vizsgaldmaddszerei

K6szEGI TAMAS

Intracellularis fehérjék kimutatasa

Sejtkultarak. A sejtek in vitro tenyésztése tobb mint
50 éves multra tekint vissza. A kiilonb6z6 tapfolyadé-
kok, tenyésztési koriilmények optimalizaldsat jorészt
tapasztalati aton végezték és végzik ma is. Fontos
koriilmény, hogy a sejtek rendszerint akkor képesek
szaporodasra, osztddasra, ha a tapoldat tartalmazza
a tdpanyagok mellett a sejtosztodashoz sziikséges no-
vekedési faktorokat is. Ezt egyszertien ugy érjik el,
hogy a tenyészt6 médiumhoz 10%-ban embrionalis
marhaszérumot keveriink.

Barmilyen legyen is az alkalmazott sejttipus vagy
tapoldat, a siker meghatarozo tényezdje a steril koriil-
mények betartdsa. Ez egyben analitikai el6nyt is jelent,
hiszen a minta nem tartalmazhat idegen organizmu-
sokat (baktériumok, mikrogombdk). Ugyanakkor a
tenyészté médium - elsésorban a savotartalma miatt
— egyéb fehérjékben is gazdag, ami hatranyt jelent. A
szovettenyésztés hdskoraban nem alltak rendelkezés-
re un. sejtvonalak, amelyek ma mar a kereskedelem-
ben beszerezhet6k és garantélt tulajdonsagokkal ren-
delkeznek. Az els6 sejtkultirdkat mitéti mintakbol,
biopszias anyagokbol készitették. Ezeket ma primer
kulturanak nevezzilk. A primer kulturat a steril ko-
rilmények kozt kimetszett él6 szovetekbdl kiilonbo-
z6 eljarasokkal lehet kinyerni, pl. finom szitan vald
préseléssel vagy oOvatos tripszines emésztéssel, de e
modszerek részletes bemutatasa nem célja a jelen fe-
jezetnek. Az igy kapott sejtek megfelel6 tapfolyadék-
ba téve néhany osztddasi cikluson mennek keresztiil,
majd el6bb-utdbb elpusztulnak. A periférias vérbdl is
lehet sejteket izolalni, erre legegyszer(ibb mddszer a
szeparalas slirliség alapjan (gradiens-centrifugdlas).
Amennyiben nem malignusan transzformalt sejtek-
r6l van szd, a primer kulturak élettartama minden-
képp véges. Néha azonban torténnek finom genetikai
valtozasok a tenyésztés soran, és az igy kialakult sej-
tek — még nem daganatsejtek — korlatlan ideig fenn-
tarthatok. Ezeket a sejtvonalakat szokds immortalizalt
sejkultiirainak nevezni. A harmadik, legkonnyebben
tenyészthetd tipus a valodi daganatsejt-kultira.

A szovettenyésztés masodik titka a rendszeres

tapanyag-utanpoétlas, az un. passzdlds. Ilyenkor le-
cseréljiik a mar kihasznalt tapfolyadékot a tenyész-
téedénybdl, és a sejtek egy kis hanyadat kinyerve, Uj
médiumba és rendszerint 1j edénybe tessziik azokat.
Az inkubalast emlGssejtek esetében stabil 5% szén-di-
oxid-koncentraciot fenntartd, 37 °C-os termosztat-
ban végzik.

Az eml6ssejteken kiviil lehetséges kiilonb6z6 no-
vényi kulturakat is létrehozni és fenntartani. Itt olyan
szoveteket kell vélasztani, amelyek megtartjak oszto-
doképességiiket, és akar pluripotensek is lehetnek (pl.
gyokércsucsszovet, riigyek merisztémaszovetei stb.).
A novényi kultiraknal az optimalis koriilményekhez
a periodikus megyvilagitas is hozzatartozik.

Természetesen mikrobiologiai mddszerekkel bak-
tériumok és mikro-gombadk is tenyészthetdk, ennek
részleteire nem tériink ki.

Az emlés sejtkulturdk tipusai. Alapvetéen kétféle ti-
pust kiilonboztetiink meg:
A tenyésztéedény falahoz kitapadd (anchorage
= horgony fiiggd) sejteket.
« Szuszpenzidban novo sejteket.

Nagyon fontos kiilonbség a kétféle sejttipus kozott,
hogy a kitapadoé sejtek csak akkor képesek normalis
életfunkciokra és szaporodasra, ha a tenyésztéedény
fala alkalmas azok megtapaddsara. Hidrofob feliile-
teken ezek a sejtek nem szaporithatok, szuszpenziot
alkotva legombolyodott alakot vesznek fel és ledll az
osztddasukhoz sziikséges fehérje- és nukleinsavszin-
tézis. A passzalashoz el6szor a hasznalt tapfolyadék
eltavolitasa utan a kitapadt sejtek kiméletes levalasz-
tasa (tripszines-citratos oldattal) sziikséges, majd fel-
szuszpendalas utan a kitapad¢ feliilett6l megfosztott,
lekerekedett sejtek egy részét uj edénybe és friss tap-
folyadékba tessziik.

A szuszpenzidban novo sejtek (pl. lymphoblastok)
tenyésztése rendkiviil egyszerd, itt a passzalashoz
lecentrifugaljuk a mintat és annak egy kis részét j
edényben, friss tapoldatban reszuszpendaljuk.

Vizsgalati lehet6ségek, modellek

Kitapadd sejtek. Altaliban a sejteket tenyésztd-
flaskakban, egyrétegli (monolayer) formaban elGte-
nyésztjiik ugy, hogy a fedettség kb. 80%-os legyen. Ez
nagyon fontos — kiilonosen akkor, ha daganatsejtek-
kel dolgozunk -, mert a daganatsejtek szeretnek egy-
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mas tetejére” is néni, igy elveszitik az egysejt-réteg
jelleget. A monolayer formanak technikai jelentdsége
is van: a kezel6 oldatoknak minden sejtet egyszerre,
azonos valoszintiséggel kell elérnie. Az eldtenyésztett
kultarat 80%-os fedettségnél levélasztjuk az edény
falarol és friss tapfolyadékban reszuszpendaljuk. A
kisérletekhez leggyakrabban szovettenyészté leme-
zeket hasznalunk, ezek lehetnek 6, 24 vagy 96 lyuku,
szabvany méretl lemezek, tet6vel ellatva. A lyukak-
ba tehetiink beleill6 kerek mtianyag vagy tiveglapkat
is (,betétes tenyészet”), ekkor a sejtek ranének a be-
tétre, és késdbb egy mozdulattal kiveheték onnan. A
lyukakat friss tapfolyadékban 1év6 sejtszuszpenziobol
toltik meg steril pipettazassal, minden lyukba azonos
térfogatot mérve. Ennél a fazisnal nagyon kell vigyaz-
ni, hogy a sejtszuszpenzié homogén legyen, hogy
minden lyukba kozel azonos szamu sejt keriiljon.
Altalédban egynapos eldtenyésztést végziink, hogy
a sejtek kitapadhassanak és folytathassak norma-
lis életmikodésiiket. A sejtek kezelheték tgy, hogy
a vizsgalni kivant anyagot egyenként a lyukakba pi-
pettazzuk, de ugy is, hogy a tapfolyadékot steril tivel,
vakuummal eltavolitjuk és a kezelé oldatot mar tar-
talmazd j tapfolyadékra cseréljiik.

A kitapado sejtek el6nye, hogy a kezelés soran —
amennyiben nem pusztulnak el - mindvégig lehor-
gonyozddva maradnak, igy mosasuk, el6készitésiik a
tovabbi vizsgalatokhoz egyszert. Betétes tenyészete-
ket hasznalva a kiemelt lemezeket morfoldgiai, mik-
roszkopos célokra is konnyen alkalmazhatjuk.

Sejtszuszpenziok. A szuszpenzidban noveo sejteket
modszertanilag mashogyan kell megkozeliteni, mint
a kitapadokat. Jollehet a passzalasuk egyszerd, de a
kezelések, mosdasok centrifugalast igényelnek. A cent-
rifugalas soran vigyazni kell, nehogy tal nagy fordu-
latszamot hasznaljunk, mert ekkor a sejtek sériilhet-
nek vagy aktivalédhatnak, ugyanakkor tul alacsony
fordulatszdimon nem iilepednek ki teljesen és egy
résziiket elveszithetjitk. Tovabbi problémat jelenthet
a sejtek aggregacidja (a daganatsejtek szeretnek kis
csoportokban, kolénidkban néni), ezért a kisérletek-
hez évatos szuszpendalast kell alkalmazni, legjobb az
1 ml-es pipettaheggyel fel-le szivas.

Sejtes modellek haszndlata. A sejtkulturakat sokféle
modon, sokféle kérdés megvalaszoldsara hasznalhat-
juk. Az egyik gyakori vizsgalattipus izolalt molekulak

(toxinok, gyogyszerek, gyogyszermolekula-jeloltek,
természetes gyodgyhatasu anyagok stb.) hatdsanak
analizise. ElsGsorban toxicitasvizsgalatrol van szo,
ahol a célsejtek életképességének mérése a dontd, ill.
az esetleges toxikus hatas molekuldris mechanizmu-
sanak felderitése (apoptdzis, nekrézis). Mind tobb
tanulmany foglalkozik a sejten beliili jelatviteli folya-
matokkal, azok fehérjemediatoraival. A tiszta, sejtes
modellek erre is nagyon alkalmasak, hogy csak né-
hany példat emlitsiink.

Mddszertani megkozelitések

EGYEDI FEHERJEK KIMUTATASA MORFOLOGIAI
MODSZEREKKEL

Immunfluoreszcencia. A sejt felszinén vagy a sejten
belil talalhato fehérjemolekuldk lathatéva tételére
alkalmas mddszer. Lehetdség van direkt és indirekt
kimutatasra. A direkt eljardsban egyetlen specifikus
antitestet hasznalunk a keresett fehérje kimutata-
sara, mely kovalensen kotott fluoreszcencids jel6lot
hordoz. Ez a mddszer egyszer(, széles korben alkal-
mazzak nem mikroszkdpos megfigyelésre is, pl. flow
citometridban. Az indirekt médszer ,,szendvics”-elven
alapulo, két antitestet hasznalé eljaras, ahol az els6
antitest alakitja ki a keresett molekulaval a specifikus
kotést, a masodik antitest pedig a mar lek6tddott elsé
antitest ellen termeltetett immunglobulin, mely fluo-
reszcens jelol6t hordoz (2-6. dbra).

A morfoldgiai vizsgélathoz fluoreszcens mikro-
szkdp sziikséges. Ennek optikdja kiilonleges, az ultra-
ibolya fényt is atengedd tivegbdl késziil, a megvilagito
tényforras pedig nagy energiaju UV-sugarakat is ki-
bocsat (higanylampa, xenonlampa). A mikroszkop
felépitésében gyakori a forditott elrendezés: az ob-
jektiv a targyat alulrdl latja (forditott, inverz mikro-

antigén
a sejtben

1. antitest

2-6. dbra. Transzmembran sejtfehérje kimutatdsa immun-
fluoreszcencias mddszerrel
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szkop). Ez a geometria azért terjedt el, mert a min-
tat gerjeszté fény az objektiven keresztiil halad at,
és nem Kkeriil bele az okularrendszerbe, minimalisra
csokkentve a gerjesztd fény zavard hatasat. A minta-
bdl a fényemisszid a tér minden iranyaban terjed, igy
a hasznos jel szintén az objektiven halad at visszafelé
az okularokba. Mind a gerjeszté fény atjaban, mind
a megfigyelési oldalon a fénysugarak megfelelé hul-
lamhosszisagu szlir6kon haladnak keresztiil, tovabb
novelve a jel/zaj viszonyt.

Az egyik leggyakrabban alkalmazott immunfluo-
reszcencias vizsgalat a sejtvaz (citoszkeleton) fehér-
jéinek vizualizacidja megfelel6 antitestek hasznalata-
val, lehetdség van kiilon az aktin, a tubulin és a koztes
(intermediate) filamentumok kimutatasdra. Ameny-
nyiben kiilénb6zé hulldimhosszon emittald jeloloket
hasznalunk, akkor egyszerre ketté vagy mind a ha-
rom citoszkeletonrendszert lathatéva tudjuk tenni
ugyanabban a sejtben, a mikroszképban valtoztatva
a gerjesztés hullamhosszat és az emisszids oldalon a
szlir6ket. Az egyes hullamhosszakon kapott képeket
lefényképezziik, és azutan a digitalizalt képeket sza-
mitdgép segitségével egymasra vetitjiik.

A citoszkeleton aktin komponense, a mikrofila-
mentaris rendszer antitest nélkiil, mas specifikus
molekuldris interakcidéval is detektalhat6. Ehhez a
gyilkos galoca (Amanita phalloides) falloidin toxinja-
nak hasznalata terjedt el széles korben. Fluoreszcens
festékkel kovalensen jelzett falloidint hasznalnak
leginkdbb erre a célra, mely irreverzibilisen kotédik
a fibrillaris (F) aktinhoz. Jeloléként leggyakrabban
fluoreszcein-izotiocianétot (FITC, z6ld szini emisz-
szi0) és tetrametil-rodamin-izotiocianatot (TRITC,
piros) alkalmaznak. A fluoreszcein igen intenziv
emissziot mutat, de hatranya az UV-gerjesztés hata-
sara gyorsan bekovetkezd halvanyulds (fading). Ma
mar széles korben hozzaférhetéek a kioltasra nem
vagy alig érzékeny fluoreszkalé molekulak is, pl. az
AlexaFluor-szarmazékok.

Aktinfilamentumok kimutatdsa indirekt immunfluo-
reszcencidval és jelolt falloidinnel. Ezen a példan ke-
resztiil kivanjuk bemutatni az egyedi fehérjemoleku-
lak mikroszkopos detektalasanak altalanosan bevalt
receptjét. Nagyon fontos, hogy a sejtek jo mindségti
tiveglemezre legyenek tenyésztve, a mutianyag opti-
kailag nem megfelel6. Nem szabad tul sok sejtet tar-
talmazd kulturat vizsgalni, legjobb a kb. 30%-os fe-

dettség. Altalanossdgban a kovetkezd 1épésekbél &ll

a folyamat, amelyet a kovetkezokben részleteziink

is: sejtek mosasa, fixalds, blokkolas, permeabilizalas

(atjarhatdva tevés), jelolés specifikus antitesttel vagy

mas moddon, mosas, masodik antitest hozzdadasa,

mosas, beagyazas, mikroszkopos megfigyelés. Falloi-
din esetében a jel6lést egy lépésben végzik, a masodik
inkubadciot elhagyjuk.

o Fixdlds. A hideg pufferelt séoldattal (PBS)
mosott monolayer sejteket vagy -20 °C-ra
hitétt acetonnal, vagy metanolmentes pufferelt
formaldehidoldattal (2,0-4,0%-o0s) fixaljuk 10
percig. Az aceton a fixalason kiviil a sejteket
permeabilizdlja is, ezért ebben az esetben ez a
lépés a tovabbiakban elhagyhatd.

o Blokkolds. Az intracelluldris nem specifikus
kotédések kivédésére szokas a sejteket PBS-ben
oldott 1%-os albuminoldattal kezelni szobaho-
meérsékleten 1 drat.

o Permeabilizdlds. A formaldehidben fixalt, blok-
kolt sejteket alaposan, tobbszor mossuk PBS-
ben, majd 0,1% Triton-X 100-at (nem ionos
detergens) tartalmazé PBS-oldatba tessziik a
mintat szobahémérsékleten, 15 percre.

Amennyiben detergenst alkalmazunk, akkor

minden tovabbi 1épésben az oldatoknak tartal-

mazniuk kell a detergenst.

o Inkubdlds az 1. antitesttel. Ehhez a 1épéshez cél-
szerl a sejteket az iiveglemezen ,,bekeriteni’, pl.
koromlakkal vagy specialis, levegén megderme-
d6 anyaggal, ily médon akadalyozva meg, hogy
a draga antitest a mintardl lefolyjon. Az inkuba-
ci6t szobahémérsékleten végezzitk 60 percig a
blokkol6oldattal higitott antitesttel. A mintat
nedves kamraba téve dvjuk a beszaradastol. Az
antitest optimalizalasahoz célszert kikisérletez-
ni a legmegtfelel6bb higitast. Detergenst tartal-
maz6 oldatnal kiilonosen vigyazni kell, hogy az
nehogy lecstisszon a mintardl.

o Mosds és inkubdlds a 2. antitesttel. A sejteket
tobbszor mossuk PBS-sel, majd befedjiik a jel-
zett 2. antitest megfelel6 higitasu oldataval, és az
el6z6 pont szerint inkubalunk. A mintat ne érje
tény!

o Mosds, bedgyazds. A sejteket tjra tobbszor mos-
suk PBS-sel, majd az utolsé mosas utan a mintat
rovid ideig desztillalt vizbe martjuk a sok elta-
volitasa érdekében. A sejtes oldallal lefelé a
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lemezt tiszta targylemezre cseppentett specialis
»anti-fading” készitményre helyezzik (pl.
VectaShield), ami a fluoreszcens jel halvanyula-
sat késlelteti.

o Mikroszkopos megfigyelés. El6szor normalis
megvilagitassal vagy faziskontrasztos modszer-
rel ellendrizziik a készitményt. Ezutan megfele-
16 hullamhosszusagu gerjeszté és analizal6 szl-
rék alkalmazasaval el6szor kis nagyitassal tanul-
manyozzuk a sejteket, vigydzva arra, hogy a
megfigyelt latoteret ne érje tul sokaig a gerjesztd
fény. Immerzids nagyitasra is van lehetdség,
ekkor specialis, fluoreszcencias mindségi
immerzids olajat kell alkalmaznunk.

o Dokumentdcié. Hagyomanyos analog fényképe-
zésnél lehetdleg 400 ASA érzékenységli filmet
hasznaljunk, a legjobb a szines diapozitiv film
(napjainkban kevesen haszndljadk és nehezen
hozzaférhetd, de jobb felbontast ad a digitalis
technikanal). A digitélis technika ma mar széles
korben rendelkezésre 4ll kilonbozd, hitott
CCD chipet tartalmazé nagy érzékenységl
kameraval és analizal6 szoftverrel.

o Altalanos megjegyzések. Nagyon fontos, hogy a
minta nem szaradhat ki az egész procedura
soran, mert alpozitiv jelolést kaphatunk. Mindig
legyen negativ kontroll, ami olyan mintat jelent,
amit csak a 2. antitesttel inkubaltunk (ennek
negativnak kell lennie).

2-7. dbra. Human embrionalis fibroblastsejtek aktinfi-
lamentjeinek detektalasa nyulban termeltetett antiaktin
primer antitesttel és FITC-vel jelzett antinyul-IgG masod-
lagos antitesttel (200x) (Fujifilm 400 ASA, Contax fényké-

pezbgép)

A 2-7. és 2-8. dbran indirekt immunfluoreszcens és
falloidines modszerrel vizualizalt aktinfilamenteket
mutatunk. A két képen jol megfigyelheté az eltérd
sejttipusok eltéré mikrofilamentum struktaraja.

EGYEDI FEHERJEK KIMUTATASA EGYEB
MODSZEREKKEL

Western blot. Tovabbi lehet6ség az intracellularis fe-
hérjék egyedi kimutatasara a sejtek feltardsa utan az
SDS-PAGE-vel szétvalasztott mintdknal Western blot
alkalmazasa. A mddszer részleteir6l mar szd esett
ebben a fejezetben, itt csak annyit jegyeznénk meg,
hogy ezt a vizsgalatot gyakran alkalmazzak egy bi-
zonyos fehérje expresszidjanak kovetésére. Mivel a
leggyakrabban hasznalt kemilumineszcencias de-
tektalas kozel kvantitativ mérést tesz lehetévé, ezért
a kiillonb6z6é mintdkban a kérdéses fehérje atirasarol
mennyiségi informacioét is kaphatunk. Ehhez sziik-
ség van egy referensként hasznalt fehérje detektala-
sara is, melynek mennyisége fliggetlen az alkalmazott
kezelésektdl. Erre a célra leggyakrabban a 3-aktint és
a GAPDH-t (glicerinaldehid-foszfat-dehidrogenaz)
hasznaljak. A vizsgalni kivant molekula luminesz-
cencias jelét a referens molekula jeléhez viszonyitva
nyomon kovethet6vé valik a kérdéses fehérje expresz-
szidjanak valtozasa.

2-8. dbra. MDCK (kutya-vesetubulus tenyészet) aktinfila-
mentjeinek festése AlexaFluorral jelzett falloidinnel (400x)
(Olympus Cell*D CCD kamera és képelemz6 szoftver)
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Immunkémiai médszerek. A kép nem lenne teljes
anélkiil, hogy az érzékeny immunoassay- (lasd 7. Au-
tomatizacié a fehérjeanalitikaban) palettat meg ne
emlitenénk. Itt lehetéség van nem denaturalé mod-
szerekkel feltart sejtekbdl (sejtlizatumokbdl) vagy
a tenyésztémédiumbol egyedi fehérjék, peptidek
mennyiségi meghatdrozasara. A vonatkoztatasi alap
a tapfolyadékban a szérumhoz hasonléan a térfogat
(pl. nmol/l), a sejtlizatumokbdl pedig altalaban a sej-
tek/mintak oOsszfehérje-tartalma. A 2-9. dbrdn be-
mutatott kisérletiinkben HepG-2 (transzformalt maj-
sejtkultira) sejteket endotoxinhatasnak tettiink ki 24
oran keresztill (endotoxint tartalmazé tdpfolyadék-
ban tenyésztettiik 6ket), majd eltavolitva a médiumot
a sejteket nem-ionos detergenssel lizaltuk. A lizatu-
mokbdl kemilumineszcencids immunoassay-vel pro-
kalcitoninméréseket végeztiink, a prokalcitoninérté-
keket a sejtek fehérjetartalmdra vonatkoztattuk.
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2-9. dbra. Endotoxinexpoziciora bekovetkezé prokalcito-

ninvalasz kimutatdsa HepG-2 sejtek lizatumaiban

Erdekességként megjegyezziik, hogy a sejtekben a
prokalcitonin mennyisége az endotoxinnal forditott
aranyossagot mutatott. Hasonlé modelleket alkal-
mazva, a patofiziologias torténéseket utanozva sza-
mos bioldgiailag aktiv molekula viselkedése tanul-
manyozhato.
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