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Elektroforézis mint elvalasztasi technika

A KLINIKAI KUTATASBAN HASZNALATOS
MODSZEREK ATTEKINTO ISMERTETESE

Az elektroforetikus eljarasok alkalmasak a fehérjék
mint toltéssel rendelkez6 tn. amfotér molekulak sze-
paralasara. A fehérjemolekuldk elektromos térben
vandorlasra képesek. A kiilonb6zé molekulak aktua-
lis ionizaltsagi allapota a vezetéképességet biztositd
médium, rendszerint egy pufferoldat adott pH-jatél
tiigg. Minél tavolabbi az amfotér fehérjemolekula
izoelektromos pontja ettdl az értéktol, annal nagyobb
a vandorlasi sebessége az ellenkez6 poélus felé. A van-
dorlasi sebességet nem csak a toltés, hanem a mole-
kula mérete is befolyasolja (forditott aranyban). Az
elvalasztando6 fehérjék és a hordozé anyaganak kol-
csonhatdsai miatt ez utobbiak szerkezete is hatassal
van a vandorldsi sebességre. A kiilonb6zd toltéssel
és mérettel rendelkezé fehérje-osszetevok adott van-
dorlasi id6 elteltével a vizsgaland6 mintara jellemz6
elektroforetikus megoszlasi képet eredményeznek.

A hordozék szerint megkiilonboztetiink papir-,
keményitd gél-, nitrocellul6z membran, agar/agar6z
gél, poliakrilamidgél-elektroforézist. A felsorolas egy-
masutdnisaga utal a torténeti sorrendiségre is. Ezek
egyik része elsésorban rutin klinikai kémiai eljaras-
ként nyert teret, mig masok - igy a poliakrilamidgél
(PAG) alapu elvalasztas — a kutatasokban kaptak el-
s6dlegesen szerepet.

Formailag a hordozok szilardsaguktol fiiggéen
vagy onalléan (athidalasokkal kiegészitve) képesek
a minta kozegét biztositani, vagy tamasztékot (iiveg,
mianyag lemez, cs6, kapillaris) igényelnek a funkci-
6jukhoz.

A késziilékek tartozékai:

« az ,elektroforézis-futtatokad”, ami manapsag
mar a legkiilonb6zébb alakot veheti fel, és nem
is hasonlit kddhoz. Inkabb hidnak mondanank,
amely a két elektromos polus kozott feszil ki, és
a hordozokkal egyiitt a vandorlasi teret biztosit-
ja.

« Mindenképpen része a rendszernek a két elekt-
rod, amely az egymastdl elvalasztott puffertan-
kokba meriil, valamint az aramforrashoz kap-
csolodik.

« Az aramforrasok egyenaramot szolgéaltatnak.
Pulzalé vagy folyamatos dramerdsséget, ill.
fesziiltséget képesek szabalyozni.

GELELEKTROFORETIKUS TECHNIKAK — PAGE

Az elvélasztasi technikak koziil legflexibilisebbek a
poliakrilamidgél (PAGE) alapu eljarasok. Ennek oka,
hogy itt a gélkoncentracid tetszdleges tartomanyban
alakithatd ki, és jol is reprodukalhaté. A polimeriza-
ci6 két alapkomponense az akrilamid-monomer és a
metilén-bisz-akrilamid keresztkoté reagens. A poli-
merizacionak két utja lehet:

« Fotopolimerizacié (riboflavin + UV-kezelés).

+ Kémiai polimerizacié (ammonium-perszulfat).

Az utdbbi hasznélata elterjedtebb, jollehet oxidacids
hatasa nem egészen kozombos az érzékeny molekula-
komplexeknél. A fotopolimerizaciét kordbban a nem
denatural6 IEF-nél irtak le, de ma mar ehhez is a ké-
miai polimerizaciot hasznaljak.

Csoves és lapgél modszerek egyardnt ismertek.
Mindkét modszerrel kivitelezhetdk tobbszoros és
szinkron mintaanalizisek.
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PREPARATIV £S ANALITIKAI PAGE-ELJARASOK

vertikalisan
(fiiggo/allo helyzetben), pl. rudakban (iivegcsovek-
ben) és lapgélekben (liveglemezek kozott kiontott ka-

A poliakrilamidgél-elektroforézisek

zettakban), valamint horizontalisan fektetett lemezen
is végezhetok.

A vertikdlis rendszerek rendszerint vastagabbak,
tobb gél egymas melletti futtatdsara is alkalmasak, a
pufferoldattal kozvetlen kontaktusban vannak, na-
gyobb mintamennyiséget képesek felvenni. Kezelé-
stik egyszer(ibb, nem kivan kiilonosebb dvatossagot.
Magatol értetddden ezek alkalmasabbak a mikropre-
parativ mddszerekre is (4-1., 4-2. dbra).

A plandris horizontdlis gélek igen vékony gélfilmet
alkotnak, izoelektromos fokuszalasra is idealisak.
Nem sziikséges tiveglap a gél kialakitasahoz. Ehhez a
rendszerhez lehet leginkdbb hozzdjutni a kereskedel-
mi forgalomban, kész valtozatban is. Izoelektromos
fokuszalasra kiilonosen ajanlottak a non ekvilibrium
pH-gradiensek futtatasahoz.

Amint emlitettiik, kereskedelmi kiszerelésben dn.
kész gélek kaphatok, de hazilag készitett valtozatok
is hasznalatosak. Jollehet a sajat készitést rendszerek
munka- és id6igényesek, de ezeket lehet leginkabb
kutatasi célokra a vizsgalandé mintakhoz kivansag
szerint megfelel6en igazitani.
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4-1. dbra. Preparativ lap-gélelektroforézis (Nem denatura-
16 alkalikus gél - PAGE - preparativ elektroforézis; minta:
szérumfehérjék, amidofekete festés; a festés kizarolag de-
monstraci6 céljabol késziilt)

HOMOGEN £S GRADIENS GELEK

A gél koncentrdcioja szerint lehet ldgy vagy tomor gél.
A polimerizalt gél poérusmérete a monomerkon-
centracid fiiggvénye. Munkank tervezésekor a vizs-
galandd fehérjeelegy Osszetétele és a célfehérje mo-
lekulamérete szerint éllithaté Ossze a szeparaldgél
szerkezete. Az egyébként kémiailag inert gélhaldzat
»lagyabb” gélnél (5-10%-o0s AA-koncentracio) a na-
gyobb fehérjemolekuldknak kedvez, mig kis moleku-
latomegi fehérjékhez rigidebb gél (13-15%) ajanlott.
Tudnunk kell, hogy a polimerizacié hémérséklet-
tiiggd, és a reakcid folyaman héfejlédés észlelhetd. Az
inkomplett polimerizacié megel6zésére 20 °C f6lott
kell a kornyez6é homérsékletet tartani. A gél oxigén-
elnyelésének minimalizaldsdra a gél kiontésekor an-
nak felszinét vakuumal ,,gaztalanitjuk” és folyadékkal
feliilrétegezve a kiils légtértél lezarjuk. (Igy egyuttal
egyenletes polimerizacios felszint nyerhetiink.)

Az elvalasztoképesség novelésére fejlesztették ki az
un. diszkontinuus (homogén) és a gradiens géleket.

o A diszkontinuus gél [13] nevét onnan kapta,
hogy két egymas folott képzett gélmezot tartal-
maz. EbbSl mar kovetkezik, hogy a vertikalis
szisztémak épiilnek ily modon fel. A f6ls6 un.
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4-2. dbra. Analitikai poliakrilamid-gélelektroforézis (fes-
tés: amidofekete)

(Nem denaturdlé alkalikus gél - PAGE: 5-15% gradiens
gél; minta: human szérumalbumin ,,mentesitése”)

a) Kezeletlen minta

b) Kezelt minta
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gyiijté- (stacking) gél feladata valamennyi gélbe
vandorlo fehérjemolekula 0sszegytjtése a lénye-
gi szeparalddas el6tt. A pérusmérete nagy, ezért
nem akadalyozza az extrém nagy molekulak
gélbe hatolasat sem. Az alsé szepardldgél kon-
centraciojat a varhaté molekulaméretii fehérje-
elegy idealis elvalasztasahoz éllitjuk be.

o Gradiens gél elkészitésénél az ioncserés kroma-
tografias eljarasok puffer/s6 oldatainak higita-
saihoz (gradienseihez) hasonléan linedrisan
vagy exponencialisan folyamatosan valtozé gél-
koncentraciot alakitunk ki a vertikalis lemez
kazettarendszerében.

A munkafolyamat, csak réviden, a lényeget kiemelve:
A lezart keverdtankbol folyamatosan rétegezve folyat-
juk a monomerkeveréket a feltoltendé kazettaba. Az
elfolyds egy tarold (rezervoar) magas koncentraciéju
tankbdl azonos sebességgel potlodik. Az ily médon
létrehozott koncentraciovaltozas exponencialis 0sz-
szefliggést mutat (lasd késobb, a Protokollok cimii
fejezetrészben). Kiilonosen jo eredményt lehet elérni
az O’Farrell-féle kétdimenzios fehérjetérképezésnél.

NATIV ES DENATURALO PAGE-RENDSZEREK

Nativ fehérjekomplexek vizsgalata. Mar a mintak
elokészitésével kezdodik a két eljaras megkiilonboz-
tetése. A mintafeltdrds, a szolubilizdlds és a tisztitasi
lépés soran végig szem el6tt kell tartani a biologiailag
aktiv fehérjekomplexek védelmét, aktivitasuk meg-
Orzését. Proteolizisgatlas, oxidativ karosité effektusok
kivédése, fehérjeaggregacio elkeriilése, fiziko-kémiai
agensek hatdsanak megakadalyozasa egyarant szere-
pet kap a mintak el6készitésében. El6tisztitasként pl.
a gélsziiréses eljarasok jonnek leginkabb szamitasba.

A legismertebb PAGE-technika, melyet magunk-
nak is alkalmunk volt szamos esetben sikeresen alkal-
mazni, a nem denaturalé alkalikus gélelektroforézis.
A mintakat gélrudakban, de lapgélben is elektrofo-
retizalhattuk. A biologiai funkciét a gélrudak szeg-
mentjeiben (a kiszemelt frakciok magassagaban) akar
biokémiai mddszerekkel kontrollalhattuk.

Emlitést érdemel a rutin klinikai vizsgélatok so-
raban a mostanra kifejlesztett és automatizalasra al-
kalmas agarézgél-elektroforézis (HYDRAGEL), amely
szintén nem denaturdl6 rendszernek tekinthetd. Iga-
zolja ezt a kiilonb6z6 izoenzimdetektalasi technika,

melyeket szdmos mintdndl diagnosztikusan is fel-
hasznalunk.

Denaturalé PAGE-rendszerek. Denatural6 elektro-
foretikus eljarasokat kiilonboz6 bioloégiai mintakra
céliranyosan dolgoztak ki az ismert kutatécsoportok.

o Savanyii urea gél elektroforézis. Az eljarast
ismert, nagyon hidroféb és bazikus fehérjék
urea jelenlétében valo PAGE-szeparalasara fej-
lesztették ki. A magfehérjék, koztiik a hiszton
tipustiak, térképezését ezzel az ureatartalmu,
savanyu tipusu (ecetsavas) szeparalasi moddal
inditottuk.

o Laemmli-féle SDS gél elektroforézis. Ez a legis-
mertebb denatural6 PAGE moédszer. Nem lehet
olyan fehérjeanalitikaval foglalkozé kézlemény-
nyel taldlkozni, mely ne hasznalna vagy ne idéz-
né ezt a szellemes és sikeres frakciondlast. Az
SDS-sel boritott szolubilizalt fehérjemolekulak
az ionos detergenssel bevonva elvesztik eredeti
toltéstiket, és elsédlegesen molekulatomegiik
szerint vandorolnak a gélben. A kicsik gyorsab-
ban, a nagyobbak egyre lassabban mobilizal6d-
nak. Fontos tudni - és ez a kiséré molekula
markerek vandorlasi sebességébdl is kideril -,
hogy nem linedris, hanem logaritmusos az
Osszefiiggés a két tulajdonsag (molekulaméret
és sebesség) kozott.

IZOELEKTROMOS FOKUSZALASOK
POLIAKRILAMID- (PAG-) £S AGAROZGELBEN

A fejezetben megemlitett egydimenzids PAGE rész-
letezésén tul az izoelektromos fokuszalas mint elva-
lasztasi technika itt kiemelést érdemel, jollehet elvileg
lényegesen kiilonbozik az el6zoktol.

Az izoelektromos fokuszalas toltéssel rendelkez6é mo-
lekulak szeparaldsa izoelektromos pontjuk szerint. A
savba meriil6 pozitiv polus (anod) és a ligba meriil6
negativ pélus (katod) kozott l1étrehozott mesterséges,
pH-gradienst ,,szallité” (carrier) amfolit molekulak
hozzak létre. Ezek szintetikus oligoamino/oligokar-
boxil savak keveréke, alacsony molekulatomeggel és
eltérd izoelektromos ponttal. Az aram rakapcsolasa-
val az egyébként nagy diffuzids sajatsagu amfolitok
koziil az alacsony pl-értéktiek az andd felé, a magas
pI-értékkel birdk a katdd felé mozdulnak, és pufferolt
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pH-gradienst hoznak létre. Az egyes amfolitok ad-
dig vandorolnak, amig el nem érik az izoelektromos
pontjuknak megfelel6 pH-értéket, majd ott marad-
nak. (Az izoelektromos pontjukon tulhaladva ugyan-
is megfordul vandorlasi iranyuk, kilépni a hordozé-
bodl ezért nem tudnak.) Az igy elkésziilt pH-,,gradics”
most mar készen varja a hasonl6é amfotér tulajdonsa-
gu fehérjemolekulakat a minta felvitele utdan. Az am-
folitok nagy pufferkapacitassal rendelkeznek, és nincs
biologiai hatdsuk.

Az izoelektromos fokuszalas kiilonb6z6 hordozok-
ban mehet végbe (agar6z-, PAG-, szachar6zoszlop,
immobilizélt réteg stb.). Ismeriink nativ és denatura-
16 fokuszalé rendszereket.

Izoelektromos fokuszdlds immobilizdlt pH-gradi-
ens gélben (IPG). Bevezetésre keriilt az immobilizalt
pH-gradiens (IPG) fogalma, amely az izoelektromos
fokuszalasban uj tavlatokat nyitott. Szamos méretben
és kiillonbo6z6 pH-tartomanyban kereskedelmi forga-
lomban megvasarolhato.

Az immobilizalt pH-gradiens olyan akrilamidszar-
mazékokbdl épiil fel, amelyek pufferolé csoportokkal
az immobilinokkal egyiitt kopolimerizal6dtak az ak-
rilamidgélben. El6nye, hogy stabil és reprodukahatd
gradienst lehet létrehozni, igen nagy felbontdképes-
séggel (a finom pH-érték-kiilonbségek miatt). Meg-
felel6 tapegységet (magas fesziiltség) és horizontalis
szeparalasra alkalmas felszerelést (tankot) igényel.
Alkalmazasa forradalmasitotta a 2D-elektroforézise-
ket.

-

g |’

s

4-3. dbra. 2D PAGE alkalmazdsa albumin/biszalbumin
frakcidk vizsgalatara (festés: CBB; nem denaturalo 1. di-
menzié + SDS lapgél 2. dimenzid)

1. Human szérumalbumin

2. Biszalbumin

KETDIMENZIOS ELVALASZTASOK KOMBINACIOI

Az elvalasztasok felbontdképessége a kétdimenzids
modszerek bevezetésével természetesen tovabb no-
velhetd. A gradiens-gél-elektroforézisek csak a maso-
dik dimenzidban kaphattak teret, de az els6 dimen-
ziés  elektroforézisek/izoelektromos fokuszalasok
szines valtozatai kindljak a kiilonb6z6é kombindacids
lehet6ségeket. Fejezetiinkben ezekrdl részletesebb
modszertani ismertetSt adunk.
» Nem denaturald alkalikus gél + SDS elektrofo-
rézis (4-3. dbra, 4-4. dbra).
« Savanyu urea gél + SDS-gélelektroforézis
+ Denatural6 IEF + SDS gradiens vagy homogén
gélelektroforézis.

FEHERJEDETEKTALASI TECHNIKAK
A KLINIKAI KUTATOMUNKABAN

A fejezet az elektroforetikusan elvélasztott fehérje-
frakciok megjelenitési modjait taglalja. A detektalasi
modok fajlagossagukban és érzékenységiikben jelen-
tésen kiilonbozok lehetnek. A mintdk analizisénél a
helyesen kivalasztott és alkalmazasra keriil6 jeloléssel
keressiik a valaszt feltett kérdéseinkre.
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4-4. dbra. 2D PAGE alkalmazasa szérumglobulinok meg-
jelenitésére (Nem denaturalé 1. dimenzié + SDS lapgél 2.
dimenzi6; minta: albumin-,mentesitett” human szérum,
festés: CBB)
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IzoT6POS JELOLES

Izotdpjelolési modok rendszerint él6 sejtekre alkal-
mazhatok. Kell érzékenységli detektalasi lehetdsé-
get kindlnak, és mennyiségi értékelésre is alkalmasak.
Leggyakrabban baktériumok és sejtek/szovetek kul-
turdiban, de kisérleti dllatoknal is hasznalatos mdd-
szer. A fémek (pl. Zn és Cd) izotdpjainak beépiilését
a fehérjekomplexeikben nem magaban a hordozd
gélekben, hanem az eltavolitott/kimetszett frakci-
ok aktivitasanak mérésével in vitro igazoljuk. A lagy
[-sugarzé izotépok (H, C, P, S) jelenlétében optima-
lis jelolési effektust érhetiink el a mintak elektrofore-
tikus szeparaldsat kovetéen magaban a gélben is. A
detektalds megfelel6 fényatalakito (szcintillacios) ke-
zeléssel autoradiografiasan, helyesebben fluorografia-
san kivitelezhet6 és dokumentalhato.

FESTEKKOTESES JELOLES

Festékkotésen alapul6 eljarasok mind agardz-, mind
poliakrilamidgélre széles korben elterjedtek. Altald-
nos fehérjefestésként a leginkabb ismert az amidofe-
kete és a Coomassie Brilliant Blue (R250 és G250) fes-
tés. Az utobbi festék csaknem valamennyi fehérjéhez
és peptidhez mennyiségileg is értékelhet6en kapcso-
16dik, érzékenysége 0,1 pg.

Alternativaként negativ festés érhetd el az imid-
azol-cink (Hardy és mtsai, 1996) technikaval, mely
az el6bbieknél joval érzékenyebb. A detektdldsi limit
15 ng-nal van. Ennél a mddszernél a koztes terek fes-
tédnek és nem a proteinek, ami a tovabbi kinyerések
szamara és egy tervezett tomegspektrometrias fehér-
jeazonositasnal eldnyt jelent.

EzUsTOZES

Eziistozési eljarasoknal direkt és kombinalt jelolési
modok kiilonboztetheték meg. A direkt eziistozés a
tehérjemolekulakat kozvetleniil jel6li, mig a kombi-
nalt eljardsok egy megel6z6 fehérjefestéssel parosul-
nak. A nagyszamu (t6bb mint 50) kozolt eljarasnal
mind ezlist-nitratos, mind eziist-diaminos valtozatok
szerepelnek. A legérzékenyebb detektalds akar 0,2 ng
fehérjét tartalmazo foltot is képes megjeleniteni. A
valtozatok nem mindegyike alkalmas viszont proteo-
mikai vizsgdlatokra, mert nem MS-kompatibilisek.

A modszerek rendszerint tobblépcsdsek, a reagensek
(viz) tisztasaga és a rendszer keratinszennyezddéstol
6vasa elengedhetetlen a sikeres vizsgalatok érdeké-
ben.

FLUORESZCENS FESTES

A fluoreszcens festési eljarasok kevésbé érzékenyek
(2-8 nglimittel), mint az eziistozési technikak. Meny-
nyiségi méréshez viszont széles linearis tartomannyal
rendelkeznek, és MS-kompatibilisek is. A kereskedel-
mi forgalomban kaphatd festékek sajnos igen dragak,
és az értékeléshez scanner vagy CCD-kamera sziiksé-
ges. A detektalorendszernek megfelelé hulliamhossza
fényforrassal és szlir6kkel kell rendelkeznie, hogy kii-
16nboz6 festékeket alkalmazhassunk.

IMMUNREAKCION ALAPULO JELOLES

Immunreakcién alapulé azonositasok agarézban és
PAGE-szeparalas és transzfer utan blotting memb-
ranfelszinen (Western blotting).

Agarézban mind elektroforetikus szeparalassal kom-
bindlva, mind a nélkiil a rendkiviil fajlagos antigén—
antitest taldlkozds lejatszhatd. Az agarézgél porusai
megengedik a makromolekuldk diffuziojat is, és a
két immunkomponens kozott a megfeleld aranyban
létrejovo ,taldlkozas” lathato, festéssel jol detektalha-
t6 precipitaciot eredményez. Ezek a fajta vizsgalatok
egyébként kontrollok hasznalata mellett akar szemi-
kvantitativ értékelést is lehet6vé tesznek a klinikai/
bioldgiai laboratériumokban.

A Western blotting ma mar a legtobb laboratérium-
ban elsajatitott rutin eljarasnak szamit. Mi magunk-
nak is modunk volt mindkét alapvetd blottolasi mod-
szert kiprobdlni. Az un. nedves mddszer vertikalis
(fuggoleges) kazettaban és pufferoldatba meriild
elektroforetikus fehérjetranszfert jelent. A félszdraz
moddszernél a transzfer horizontdlis grafitlemezek
kozott torténik, csak nedvesitett szlirGpapirrétegek
dramvezetésével.

A blotting lépései egész roviden a kovetkezok:

o Elektroforézis (pl. PAGE).

o Elektroforetikus transzfer nitrocellulézmemb-

ranra.
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A membran blokkoldsa (a szabad kotShelyek
lefedése immunoldgiailag inert makromoleku-
laval).

o Primer antitestkezelés és mosas.

o Szekunder (jelolt) antitestkezelés és mosas.

o A jeloldreakcio lejatszasa (el6hivds).

Az el6hivas a jeloloreakcionak megfelel6en végzendo
(pl. peroxidaz alapt reakciok valtozatai: diaminoben-
zidin - DAB - vagy NiDAB és eziistozés).

A mennyiségi mérésre is alkalmas, igen érzékeny
kemilumineszcens reakciok miiszeres értékelése a fe-
hérjefrakciok azonositasan tdl uj tavlatokat nyitott a
kutatasnak (piko- és femtomol koncentraciokrol van
sz0). Nem utolsosorban megfelel6 késziilékeket hasz-
néalva a mintak dokumentacidja is megoldott.

Protokollok - A klinikai kutatasban
altalunk adaptalt és alkalmazott elvalasztasi
és fehérjejelolési eljarasok

Fejezetiink kovetkezd részében olyan szeparalasi/
elektroforetikus (tdlnyomorészt PAGE) technikakat
és detektalasi eljarasokat kozliink, amelyek a terve-
zett proteomikai vizsgalatok alapjat képezhetik. A le-
irdsok kiilonos informacids értéke abban rejlik, hogy
valamennyi mddszer altalunk kidolgozott, ma is si-
keresen alkalmazhatd és tobbszorosen kiprobalasra
keriilt klinikai kutatdsunkban.

Hangsulyoznunk kell, hogy az esetek tilnyomo ré-
szében az ismertetett eljarasok leginkabb azért tlin-
nek hagyomanyosnak, mert mellézik a kereskedelmi
forgalomban kaphaté un. kész reagens sszeallitaso-
kat. Ezt elsésorban nem financidlis ok, hanem min-
denkori kutatasi célunk valtozé igényei indokoltak.

Elvalasztasi technikak

NEM DENATURALO ES DENATURALO PAGE
GELRUDAKBAN ES LAPGELEKEN

NEM DENATURALO ALKALIKUS GELELEKTRO-
FOREZIS (ORNSTEIN £S DAVIS SZERINT)

Az  egydimenzidés poliakrilamidgél-elektroforézis
nem denaturald kozegben kiilonosen alkalmas biolo-
giai fehérjekomplexek elvalasztasara és a funkcionali-
san megtartott fehérjék in situ gélben valo detekta-
lasara. Mind gélrudakban, mind vertikélis géllapon

elvégezhet6 (4-5. dbra a, b).
Oldatok:

1. Pufferoldat a gélelegyhez (A):
36,3 g TRIS és kb. 48 ml 1M sosav elegye, 8,9
pH-t eredményez.
Az oldatot 0,46 mL TEMED (N,N,N-,N-tet-
ra-metilén-diamin) hozzdmérése utdn 100 mL-re
egészitjiik ki desztillalt vizzel.

count 3% Tt T

| NNNEnrre

T
20%

G-75/11.
zn megoszlas:

—— i. p. jelolés
-==-= p.os jelolés

4-5. dbra. Nem denatural6 PAGE

a) Sephadex G-75 gélkromatogra-
fias cink-fehérje frakciok ,fehérje-
képe” (festés: amidofekete)

b) Sephadex G-75 kromatografias

frakci6 6sszehasonlité vizsgalata:
Zn®-aktivitdsok a nem denatural6
PAGE-szegmentekben)

szegment N2 30
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2. Akrilamid-keverék (B):
45 g akrilamidot és 1,2 g metilén-bisz-akrilami-
dot oldas utan 100 mL-re egészitiink ki desztillalt
vizzel.

3. Ammonium-perszulfdt-oldat (C):
28 mg ammonium-perszulfatot 20 mL desztil-
lalt vizben oldunk. Az oldat a gélkészités el6tt koz-
vetleniil, mindenkor frissen készitendd!

4. Mintapuffer az alkalikus gél elektroforézishez:

14,25 g TRIS-t vizben oldés utan IM H,PO -gyel
(kb. 64 mL) 6,9 pH-ra hozunk elektromos pH-mé-
rével kontrollalva, majd 1000 mL-re egészitjitkk ki
desztillalt vizzel. A pufferoldat 5-szorés tomény-
ségl torzsoldatot képez, ezért a hasznalathoz
desztillalt vizzel 5-szorosére higitjuk. A higitott
mintapuffer a denzitds novelésére, a mintak feliil-
rétegzésének megkonnyitésére 10% glicerint is tar-
talmaz.

5. Futtatopuffer:

12 g TRIS-t és 57,6 g glicint oldas utan 1000
mL-re egészitiink ki desztillalt vizzel. A pufferoldat
pH-ja 8,3. A hasznalatos puffert az emlitett oldat
10-szeres higitasaval készitjiik.

A gélek elkészitése:

8 mL gélkeverékhez az A A-koncentraciotol fiiggo-
en a 4-1. tabldzatban szerepld adatok alapjan mérjik
Ossze a komponenseket. Ha nagyobb gélmennyiség
sziikséges, ezek tobbszoroseit alkalmazzuk. (A szik-
séges mennyiség a lapgélek, ill. a gélcsovek méretébdl
és szamabol adddik.)

A gélelegy 0sszekeverése és vakuum alatti gaztala-
nitdsa utan az tivegcsoveket megtoltjiik. Majd feliilré-
tegzése kovetkezik 50-50 pL desztillalt vizzel.

4-1. tablazat. Alkalikus gél keverék készitése nem denatu-
ral¢ alkalikus gél elektroforézishez

Kivant gélkoncentrdcio 5% 7,5% 10%
A oldat 1 mL 1 mL I mL

B oldat 0,87mL | 1,3mL | 1,78 mL
H,O 2,11mL | 1,70 mL | 1,22 mL
C oldat 4 mL 4 mL 4mL

Minta-el6készités alkalikus gélhez:

A fehérjetartalmu mintdkat mintapufferben oldjuk.
A mintak gélre valo felvitele utan azt 6vatosan feliil-
rétegezziik a futtatopufferrel. Alkalikus kozegben a fe-
hérjék anionként az andd felé vandorolnak, igy a pozi-
tiv polus (andd) alul helyezkedik el a kddrendszerben.

Elektroforézis:

2 mA/cs6 konstans aramerdsség mellett elektrofo-
retizdlunk. Jelzofestékként brémfenolkéket tehetiink
a mintdkhoz. Az elektroforézis az alatt megy végbe,
amig a szabad festék a gélcs6 alsé részét eléri.

Festés:

Az tivegesovekbdl eltavolitott géleket 1%-os ami-
dofekete oldataval festhetjiik.

A festékoldat dsszetétele: 10 g amidofekete, 70 mL
jégecet, 100 mL metanol; desztillalt vizzel 1 literre
egészitjiilk. A festés idétartama 1 ora.

Differencialas:
7% ecetsav, 10% metanol vizes oldatdban, a diffe-
rencialéoldat tobbszori véltogatasaval.

DENATURALO SDS-GELELEKTROFOREZIS
(LAEMMLI SZERINT)

Egydimenzids poliakrilamid-gélelektroforézis SDS-t
és -merkaptoetanolt tartalmazé denaturdlo kozeg-
ben. A fehérjék molekulatomegiik szerint vandorol-
nak. A gélcs6 vagy a lapgél un. ,,disc” (nem folytonos)
elektroforézist képez, ugyanis fels6 gyujtogélt és alsd
szeparalogélt tartalmaz az élesebb elvalasztas céljabol
(4-6. dbra a, b).

Oldatok:

1. Akrilamidelegy (A):
30% akrilamidot és 0,8% metilén-bisz-akrilami-
dot tartalmaz:
30 g akrilamid
0,8 g bisz-akrilamid oldasa utan 100 mL-re egé-
szitjiik ki desztillalt vizzel.

2. TRIS-puffer az also gélelegyhez (pH 8,8) (B):
18,17 g TRIS-t vizben oldunk. pH-jat 6M sdsav-
val elektromos pH-mér6 kontrolljaval 8,8-re allit-
juk (kb. 20-25 mL).
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4 mL 10%-os vizes SDS-oldatot adunk hozza,
majd desztillalt vizzel 100 mL-re egészitjiik ki.

3. TRIS-puffer a felsé gélelegyhez (pH 6,8) (C):
6,06 g TRIS-t oldas utan 6N sdsavval 6,8-es pH
ra hozunk.
4 ml 10%-o0s SDS hozzamérése utan desztillalt
vizzel 100 mL-re egészitjiik ki.

4. Pufferoldat az elektroforézishez (D):
4-szeres toménységii TRIS-glicin térzsoldat (pH
8,3).
12 g TRIS-t + 57,6 g glicint oldds utdn desztillalt
vizzel 1000 mL-re egészitiink ki.

5. Mintapuffer (E):
- 10 mL glicerin
- 5 mL -merkaptoetanol
- 30 mL 10%-o0s SDS
12,5 mL fels6 gél TRIS-puffer elegyét desztillalt
vizzel 100 mL-re egészitjiik ki.

6. Amménium-perszulfat-oldat (AP) (F):
200 mg ammonium-perszulfatot 2 mL desztil-
lalt vizben oldunk. A gélkészités el6tt mindenkor
frissen késziil!

A gélek elkészitése:

MegfelelGen tisztitott tiveglemezeket (esetleg tiveg-
csoveket) fliggoleges helyzetben a gélkiont6 allvany-

|
| -

a i =

4-6. dbra. SDS-lapgél

ba erésitiink. A gélkiontéséhez a kivant gélkoncentra-
ciotol fliiggben a 4-2. tdbldzat szerint oldatkeveréket
készitiink. A tablazatban megadott mennyiség két 9
x 12 cm-es szeparalogélhez (0,75 mm vastagsagnal)
elegendé.

4-2. tdbldzat. Gélkészités denaturdldé LAEMMLI szerinti
SDS-gélelektroforézishez

Also (futtato/szepardld) gél

Kivant gélkoncentrdcio | 10% 12,5% 15%
H,0 42mL |3,45mL |2,5mL
A oldat 34mL [4,15mL |5,0mL
B oldat 25mL [25mL |25mL
F oldat 30 pL 30 L 30 pL
TEMED 5uL 5uL 5uL

Felsé (gytijté/koncentrdlo) gél

Az alsé gél koncentrdcidjdtol fiiggetleniil
azonos gélelegyet készitiink

H,0 2,9 mL
A oldat 0,83 mL
C oldat 1,25 mL
F oldat 15 uL
TEMED 5uL

LIAE i

a1
11 8

o

a) Detektéalas: Coomassie Brilliant Blue (CBB) R250 (minta: 6 klinikai beteg széruma, M: marker)
b) Detektalds: CBB + kombinalt eziistozés (minta: 6 klinikai beteg széruma, M: marker)
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A gélelegy Osszekeverése utan a celldkat megtolt-
juk. Feliilrétegzését 0,1%-os SDS-oldattal végezziik.

A ,kondenzviz” kiitatasa utan 2-2,5 mL-t rétege-
ziink az alsé gél folé. A féstik behelyezése buborék-
mentes legyen.

A mintak el6készitése az elektroforézishez:

1. A fehérjemintat un. mintapufferben oldjuk (E ol-
dat).

2. 2-3 percig 100 °C-on forraljuk.

3. 0,1%-o0s bromfenolkékoldatbol 5 pL-t adunk a mo-
lekulatomeg-jel6l6 fehérjékhez, majd a mintakat a
gélekre vissziik (10-20 pL térfogatban).

4. A feliilrétegezésre futtatopuffert hasznalunk (lasd a
kovetkezd pontban).

Futtatopufter:

125 mL D oldatot (4-szeres toménységti) és 5 mL
10%-os SDS-oldatot 500 ml-re egészitiink ki desztil-
lalt vizzel.

Elektroforézis

Az SDS-sel fedett fehérjemolekuldk anionként az
anod felé vandorolnak. Az elektroforéziskésziilék alsd
tankjaba meriil a pozitiv pélus (andd).

A minicellanal konstans, 150 V fesziiltséggel elekt-
roforetizdlunk, mig a bromfenolkék jelzéfesték éppen
az alsé gél végéig vandorol (ez kb. 45 perc).

Festés (4-7. dbra a, b):

Coomassie Brilliant Blue-val, 2 6ra hosszan 4t a
kovetkezd Osszetételii festékoldatban:

- 1 g CBB (Coomassie Brilliant Blue) R-250
- 450 mL viz

- 450 mL metanol

- 100 mL jégecet

Differencialas:

Differencidléoldat:

- 100 mL ecetsav

- 450 mL metanol

- 450 mL viz

Ezeket elegyitjiik, ebben differencialjuk, az oldat
tobbszoros cseréjével.

KETDIMENZIOS PAGE DENATURALO
RENDSZERBEN

Nagy felbontasu kétdimenzids poliakrilamid-gél-
elektroforézis technika (O’FARRELL). Denaturald
jellegti kétdimenzids poliakrilamidgél-elektroforézis.
Az els6 dimenzié izoelektromos fokuszalds urea és
redukal6 agens (B-merkapto-etanol, ditiotreitol vagy
ditioeritrol) jelenlétében. Adaptalé kezelést kove-
téen az izoelektromos fokuszalt gélcsoveket — vagy
az immobilizalt pH-gradiensen elvalasztott fehér-
jéket — SDS-elektroforézisnek vetjiik ald, homogén
gélkoncentracidji vagy exponencialis gradiens gél-
koncentracioéju poliakrilamidgélben. Mig az els6 di-
menzid soran a peptidlancok izoelektromos pontjuk
szerint, a masodik dimenzi6 soran molekulatomegiik
szerint vandorolnak a poliakrilamidgélben.

4-7. dbra. Lizalt mosott vorosvértestek fehérjéi (M: marker)
a) CBB R250 festéssel SDS-lapgélen
b) CBB + kombinalt eziistozéssel
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IZOELEKTROMOS FOKUSZALAS GELCSOVEKBEN
Az izoelektromos fokuszalas oldatai:

A. Lizispuffer a mintak szolubilizalasdhoz.

Az oldat osszetétele:

-9,5M urea (5,7 g)

— 2% Nonidet P-40 detergens (tomeg/térfogat%)

- 5% B-merkaptoetanol (térfogat%/térfogat%)

- 1,6% pH 5-8-as Amfolit/Servalit (0,4 mL)

- 0,4% pH 3-10-es Amfolit/Servalit (0,1 mL)

A zaréjelben feltiintetett adatok 10 mL minta-
pufferre vonatkoznak. Az amfolit cégenként vélto-
z6 névvel kereskedelmi forgalomban kaphato. Az
A oldat 1 ml-es adagokban -20 °C-on térolando.

A lizispuffer az uredt a fehérjék oldatban tarta-
sahoz telitett oldatban tartalmazza. A detergensek
a szolubilizalashoz természetesen kizarélag nem
ionos vagy ikerionos detergensek lehetnek (pl. NP-
40 vagy Triton X-100) az izoelektromos fokuszélas
miatt.

D. Akrilamid térzsoldat izoelektromos fokuszalashoz:
30%-0s
28,38%-0s akrilamid és 1,62%-0s metilén-bisz-
akrilamid vizes oldata.
10 mL elkészitése javasolt, 4 °C-on tarolando.

E. Nonidet P-40 (vagy Triton X-100) detergens torzs-
oldata: 10 tomeg/térfogat%-os.
10 mL oldatot készitiink, és 4 °C-on taroljuk.

G. Ammoénium-perszulfat 10 tomeg/térfogat%-os vi-
zes oldata. (1 mL elkészitése javasolt; frissen ké-
sziil.)

H. 8 M-os urea vizes oldata. Az ureabdl un. ,ultra-
pure” tisztasagu készitmény ajanlott. 4,8 g ureat
vizben oldunk, majd 10 mL-re egészitjiik ki. Taro-
lasa =20 °C-on javasolt.

I. Izoelektromos fokuszalashoz anddoldat: 0,01 M-s
H,PO,.
85%-0s H,PO, (analitikai tisztasagu) 0,67 mL-ét
higitjuk 1 literre desztillalt vizzel. Az anddoldat az
izoelektromos fokuszalas soran a vertikalis kamra-
rendszerben alul helyezkedik el, és mint a nevébdl
is kideriil, a pozitiv pdlus meriil bele.

J. Katédoldat: 0,02 M-s NaOH; 1,6 g NaOH granu-
lalt készitményt oldunk 2 liter desztillalt vizben.
Mind az andd-, mind a katédoldat 20 °C-on ta-
rolhatd.

K. Feliilrétegzo oldat: 8 M ureat és 1% Amfolit/Serva-
lit keveréket tartalmaz.
- 0,8% pH 5-8-as Amfolit/Servalit (0,2 mL).
- 0,2% pH 3-10-es Amfolit/Servalit (0,05 mL).
4,8 g ureat oldas utdn az Amfolittal 6sszekeve-
riink, és desztillalt vizzel 10 mL-re egészitjiik ki. 1
mlL-es adagokban -20 °C-on fagyasztva taroljuk.

A gélcsovek elkészitése és el6fokuszalas

10 ml gélkeverékhez az aldbbi mennyiségek sziik-
ségesek:
- 1,5 g ultra-pure urea
- 1,33 ml akrilamid torzsoldat (D)
— 2 mL NP-40 torzsoldat (E)
- 1,97 mL viz
- 0,4 mL pH 5-8-as Amfolit
- 0,1 mL pH 3-10-es Amfolit
A keverék igen kevés vizben oldandé az urea nagy
térfogata miatt!
A receptben feltiintetett vizmennyiség elegend6 a
10 mL-es ossztérfogathoz.
Teljes oldodas utan
- 10 pL 10%-0s ammoénium-perszulfat (G)
- 7 uL TEMED hozzamérése biztositja a poli-
merizaciot.

A polimerizalatlan gélelegyet igen vékony hossza
tivegcsovekbe toltjiik (mi 20 cm-re vagott 1 mL-es
botpipettdkat hasznalunk erre a célra). Feliilrétegzé-
sét 50-50 pL 8 M ureaoldattal (H) végezziik.

1-2 6ra allas utan a mar megpolimerizalt gélekrdl
a H oldatot 50-50 L lizispufterrel (A) cseréljiik le. A
lizispuffer folé 20-20 pL desztillalt vizet rétegziink a
bekoncentralddas, ill. az ureakivélds megelézésére.
Ujabb 1-2 6ra &llas utén friss lizispufferrel (A) el6-
zetes izoelektromos fokuszalast végziink. Ennek célja
az Amfolit pH-gradiensének kialakitdsa a mintdk fel-
vitelének idépontjara.

Az egydimenzids elektroforézis kamrarendszerbe,
vertikalis helyzetben felerdsitjiik az Amfolit-tartalmua
gélcsoveket. Az als6 puffertankba keriil a sav, mig a
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fels6 puffertankba a lug. A savba meriil a pozitiv, a
lugba pedig a negativ pélus.
Konstans fesziiltség mellett az alabbiak szerint izo-
elektromos fokuszalast végziink ennél a [épésnél:
- 200 V/15 perc
- 300 V/30 perc
- 400 V/30 perc
Az el6fokuszalast kovetSen a késziiléket kikapcsol-
juk, a katédoldatot elontjiik, majd a csovek fels6 ré-
szét a lagtol sziirépapir csikokkal leitatjuk.

A mintak felvitele és izoelektromos fokuszalasa

A fehérjetartalmi mintakat A oldatban oldjuk, ill.
sziikséglet szerint a kivant fehérjekoncentracionak
megfeleléen higitjuk. 20-100 ul térfogatban ajanlott
a mintdk gélre rétegzése, melyet K oldattal valo feliil-
rétegzés kovet. 50-50 pl K oldat védi meg a mintakat
a kozvetlen laghatastol.

Friss NaOH-oldattal feltdltjiik a csoveket és a f6lsé
pufferkamréat. Az izoelektromos fokuszalas 12 dran
at konstans fesziiltség mellett 400 V-on megy végbe.
Az elvalasztott frakciok élesitése végett befejezés el6tt
800 V-on 1 6ran at fokuszalunk.

Az iivegesovekbdl eltavolitott géleket a szitkség-
letnek megfelelén detektaljuk (festés, izotdpaktivi-
tas-mérés, pH-mérés stb.), vagy a masodik dimenzids
elvalasztashoz adaptald kezelésnek vetjiik ala.

Az izoelektromosan fokuszalt gélcsikok festése

Ha a minta nem kertil masodik dimenzios elvalasz-
tasra, a gélcsikok fehérjefrakcidit megfesthetjiik. A
festés soran nem csak az elvalasztott fehérjefrakciok
detektdlasara, hanem azok fixalasara és a szintén fes-
t6d6, tehat zavaré Amfolit eltavolitasara is sziikség
van. Mindezek elérésére a gélrudakat a kovetkezd ke-
zelésnek vetjiik ala:
1. 50% triklorecetsav és 0,1%
ant-Blue tartalmu vizes oldatban 1 6rat kezeljiik a

Coomassie-Brilli-

géleket.
2. Tovabb festjiik, majd differencialjuk ORTEC sze-
rint 65 °C-on, az un. gyorsfestési eljarassal.
o Festés az alabbi festékoldatban 1 o6ran 4t 65
°C-on.
— 45 rész etanol
- 45 rész 0,2%-0s CBB vizes oldata
— 10 rész ecetsav

« Differencidlas és rehidralas:

- 25 rész etanol

- 10 rész ecetsav

- 65 rész viz elegyében kétszer 60 percig 65
°C-on.

A metakromaziasan fest6d6 fehérjefrakciok
el6hivasara és a gélek tarolasara 10%-os ecetsavat
hasznalunk.

MASODIK DIMENZIO; SDS-ELEKTROFOREZIS
HOMOGEN VAGY EXPONENCIALIS GRADIENS
POLIAKRILAMIDGELBEN

Oldatok:

L. 0,4%-os SDS-tartalmii alsé gél puffer: 1,5 M-s
TRIS-sésav, pH 8,8.

36,34 g TRIS-t vizben oldunk, 2 M sdsavval
pH-méré kontrolljaval 8,8 pH-ra titraljuk, majd
0,8 g SDS-t oldunk az elegyben. 200 ml-re desztil-
lalt vizzel feltoltjiik. 4 °C-on tarolando.

M. Felsé gél puffer: 0,4% SDS-tartalmu, 0,5 M-s
TRIS-sésav, pH 6,8.

6,05 g TRIS-t oldunk desztillalt vizben, 2 N s6-
savval, 6,8 pH-ig titralunk, majd 0,4 g SDS-t ol-
dunk hozz4, és 100 ml-re desztillalt vizzel feltolt-
jiik. 4 °C-on tarolando.

Megjegyzendd, hogy ugyanez a puffer késziil az
O oldathoz is, de SDS nélkiil.

N. 30%-os akrilamid-torzsoldat SDS-gélhez;
29,2 g akrilamidot és 0,8 g metilén-biszakril-
amidot desztillalt vizben oldunk és 100 ml-re jelig
higitjuk. 4 °C-on tarolando.

O. SDS mintapuffer; 10% glicerint, 5% p-merkapto-
etanolt, valamint 2,3% SDS-t tartalmazd 0,0625
M-s TRIS-sosav pufter (pH 6,8).

Az SDS nélkiili M oldatbdl 12,5 ml-t vesziink,
10 ml glicerint, 5 ml B-merkaptoetanolt, valamint
2,3 g SDS-t adva hozza desztillalt vizben feloldjuk,
és 100 ml-re egészitjiik ki. 4 °C-on tarolando.

P. 1% agaroztartalmu O oldat az elsé dimenzios gél-
csikok beagyazasahoz; 10 ml-t készitiink:
100 mg agarézt oldunk 10 ml O oldatban mele-
gitéssel. A gélbedgyazas el6tt, frissen készitjiik.
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Q. Futtatépuffer SDS-elektroforézishez

0,025 M TRIS, 0,192 M glicin-, valamint 0,1%
SDS-tartalmu oldat.

10-szeres toménységu torzsoldat készitése java-
solt, amely 20 °C-on tarolhato.

| liter torzsoldathoz az alabbi mennyiségeket
mérjik ki:

30,28 g TRIS-t, 139,27 g glicint, 10 g SDS-t ol-
dunk desztillalt vizben, és 1 literre feltoltjik. A
torzsoldat 10-szeres vizes higitasabol késziil a min-
denkori futtatopuffer.

R. 50% triklorecetsavat, valamint 0,1% Coomassie
Brillant Blue-t tartalmazo vizes festékoldat a gél-
lemezek festéséhez. 1000 g triklorecetsavat 1 liter
vizben oldunk és 1 g CBB-t (melyet megel6zéen
desztillalt vizben oldunk) adunk hozza.

S. Dehidraléfolyadék a megfestett és fixalt géllemezek
kezeléséhez: 50% etanolt, 7% jégecetet, valamint
0,005% CBB-t tartalmazé oldat.

T. 7% ecetsavtartalmu rehidrald, differencidlé oldat.
A madsodik dimenzios géllemez elkészitése (4-8.

dbra a, b).

M = keverékamra
M R R = rezervoar, tartaly
2, 1 = billentyG
™ 2 = cs6szoritd
3. N 3=kilsd csd

15% T

12% T
6% T

C, (be) (ki) ¢

géllemez
rezervoartank C
T~
v c !
konstans !

térfogat | =<

c keverétank

4-8. dbra. Gélek kiontése

a) Gradiens gélek kiontése

b) Homogén gélek kiontése

¢) A konvex gradiens gél készitési elve

Altalédban az elektroforézist megel6z6 napon
készitjilk el a futtatégélt. Hasznalhaté homogén
koncentracioju géllap, de készithetlink un. expo-
nencidlis konvex gradiensgélt is. Ez utobbi felel
meg az eredeti O’Farrell elvalasztasi technikanak.
A rendelkezésiinkre all6 oldatokbol 5-22,5%-o0s
akrilamidgél-koncentracié alakithato ki.

100 x 140 x 2 mm 1-1 lemez mérete, 2 lemezt
elektroforetizalunk egyszerre. A sziikséges gélke-
verék 60 ml ossztérfogatu.

A gél kialakitasanal a kovetkez6 térfogataranyo-
kat kell betartani:

0,25 térfogat als6 gél puffer (L).

A gélkoncentraciotol figgden 0,75 térfogatot
képvisel az akrilamid-térzsoldat (N) és a higito viz
egylittes mennyisége.

A polimerizaciéhoz 0,0033 térfogat 10%-o0s am-
moénium-perszulfat-oldat (G), valamint 0,0005
térfogat TEMED sziikséges.

Gradiensgélnél a nagy gélkoncentraciéju kom-
ponens higitojaként viz helyett 75%-os glicerint
tartalmaz, és a G oldat térfogataranya 0,00145-re
csokkentett.

Homogén gélkoncentracio kialakitasa lemezben
Példa homogén 12,5%-os géllemez kiontéséhez (60

ml 6ssztérfogat esetén).

- 15ml L oldat

- 25 ml N oldat

-20 mlviz

- 200 pl G oldat

~ 30 ul TEMED

Osszekeverés utdn az dsszeallitott masodik dimenzids
géltartalyokat megtoltjitk ezzel az eleggyel, majd kb. 1
ml desztillalt vizzel feliilrétegezziik. 1 dra elteltével a
polimerizacio végbemegy, majd 4-szeresre higitott L
oldattal cseréljiik le a feliilrétegezd vizet. Az igy elo-
készitett also, tn. futtatd/szeparald gél masnapig elall.

Konvex gradiens gél kialakitasa

Exponencialisan névekvo konvex gradiens gélkon-
centracio kialakitdsa azért ajanlott, hogy a masodik
dimenzids géllapon a molekulatomeggel linedris van-
dorlasi sebességet érjiink el a fehérjéknél a géllapon.
A kilonboz6é molekulatomegt fehérjék igy egyenle-
tesen oszlanak el a géllemezben. A gélkialakitas az
egyre fokozodo koncentracidju gél alarétegzésével ér-
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hetd el, ez legegyszeriibben a tankok alulrél valé fel-
toltésével érhetd el keveredés nélkiil. Az egyre valtozd
gélkoncentracio konstans térfogatii keverétank és val-
tozé térfogatu feltoltd-, rezervodrtank dsszekapcsold-
saval alakithato ki (Idsd a 4-8. b 4brét).

A konstans térfogatu keverétankbdl toltjiik fel a
géllemezeket. Az alacsony gélkoncentraciéji kom-
ponenssel levegémentesre feltoltjiik a keverdtankot,
és egyrészt a géllemezekhez, masrészt a rezervoar-
tankhoz csatlakoztatjuk. A rezervoartankbdl befolyd
ge megegyezik a géllapok feltoltési sebességével, igy a
keverétank térfogata a feltoltés sordn viltozatlan ma-
rad.

A kever6kamrdban a gélkoncentrdcio folyamatosan
vdltozik a kovetkezd egyenlet szerint:

C=C,-(C,-C) exp™

ahol

C: a keverétankbdl eltavozé folyadék koncentracidja
a kérdéses id6pontban, ill. volumennél.

C,: a kever6kamra kezdeti gélkoncentracioja.

C,: arezervodrtankban 1év6, tehdt a keverétankba be-
mend folyadék gélkoncentracidja.

K: a keverdtankbdl eltavozott folyadék térfogataranya

a kever6tankban 1év6 fix volumenhez képest a kér-
déses idépontban (K =v /V).

Példdk exponencidlis konvex gradiens gél kialakitdsa-
ra: A lemezek kiontéséhez az emlitett méretek mel-
lett 60 ml gélre van sziikség. 60 ml konstans kevers-
tank-térfogat mellett az alacsony gélkoncentraciobol
60 ml-t, a magasabb gélkoncentraciobol (a lemezek-
hez sziikséges gélmennyiség szabalyozza) szintén 60
ml-t készitlink.

1. példa

60 ml 5%-os gélhez 60 ml 15%-os gélhez

(keverétankban) (rezervodr tankban)
15mlL 15mlL

10 mIN 30mlN

35 ml viz 15 ml 75%-os glicerin
200 ul AP (G) 90 ul AP (G)

30 ul TEMED 30 ul TEMED

E gélkeverék elkészitése utan a 60 ml elfolyasi pontnal
az emlitett egyenlet szerint a kovetkez6 gélkoncentra-

ci6 érhetd el:

15-(15-5) e 6760 = 11,49%,

tehat a géllemezek feltoltésével 5-11,4%-os gradiens

gél keletkezik.

2. példa
60 ml 8%-os gélhez 60 ml 20%-os gélhez
(kever6tankban) (rezervoartankban)
15mlL 15mlL
16 mIN 40 mIN
29 ml viz 5 ml 75%-os glicerin

200 pl AP (F)

200 ul AP (G)

30 ul TEMED

30 ul TEMED

20-(20-8) e = 15,7%,

tehat 8-15,7%-os gélt fogunk kapni.

A feliilrétegezést hasonlé modon végzik, mint a ho-
mogén géllemezeknél. Mindkét géllemeztipusra mas-
nap un. hordozégélt ontiink ki. Ennek célja, hogy a
gélcsovekbdl kimozdulo fehérjék az elektroforézis so-
ran ebben felgytiljenek és azonos startpozicidoban lép-
jenek be a futtatogélbe.

A gyiijtogeél elkészitése
4,75% akrilamidot, 0,1% SDS-t és 0,125 M-s
TRIS-s6sav puffert tartalmaz (pH 6,8):
- 0,25 térfogat felsé gél pufter (M)
- 0,15 térfogat akrilamid torzs (N)
- 0,6 térfogat viz
- 0,03 térfogat AP (G)
- 0,001 térfogat TEMED
10 ml gél-elegy elkészitése elegendd

Miutan a futtatégélrél a rétegezéfolyadékot eltavoli-
tottuk, ezt a gélelegyet ratoltjiik. A polimerizacié 30
perc koriil kovetkezik be. A hordozdgélt 4-szeresre
higitott M oldattal ajanlatos feliilrétegezni.

Az els6é dimenzids gélcsikokat id6kozben az izo-
elektromos fokuszalas befejeztével adaptaljuk, ill. ek-
vilibraljuk (redukcio, SDS stb.) a masodik dimenzids
elvalasztds koriilményeihez. Ehhez a gélcsikokat 5-5
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ml O oldatban tartjuk 2-3 érdn keresztiil szobaho-
mérsékleten. Az igy ekvilibralt gélek masodik dimen-
zi6s géllemezre valo bedgyazasa kovetkezik.

A gélcsikok bedgyazdsa a mdsodik dimenzios gélle-
mezre

80 °C-ra hevitett O oldatot ontiink (kb. 5 ml) a
hordozogél tetejére. Az ekvilibralt gélcsikokat ebbe
tektetjitk. Az agardz roévid idon beliili megdermedése
utdn a masodik dimenzids géllemezeket 10-szeresre
higitott futtatopuffert (Q) tartalmazé elektroforézis-
tankba helyezziik. A mésodik dimenzids elektrofo-
rézist 20 mA/géllemez konstans dramerdsség mel-
lett végezziik. A felsé tankba oldott kis mennyiségi
bromfenolkék vandorlasi sebessége jelzi az elektrofo-
rézis befejeztét.

A géllemezek megfesthetdk, ill. festés nélkiil meg-
felel6 kezeléssel autoradiografids értékeléshez fel-
hasznalhatok.

A géllemezek festése

Két o6ran at R oldatban festiink. Ezt kovetéen 24
orét S oldatban dehidralunk. Végiil T oldatban hivjuk
el6, differencidljuk és taroljuk a megfestett fehérje-
frakciokat (4-9. dbra).

Megjegyzés: autoradiografias detektalashoz a meg-
festett géllemezek is felhasznalhatok.

Ehhez a fluorografias detektalas megfelel6 eloké-
szitése, valamint a gélek szaritasa sziikséges (lasd ké-
sébb). Rontgenfilmre, —20 °C-on exponaljuk.

Mw x10°° ; S| EF

95 =

45 —
35 —

4-9. dbra. 2D PAGE O’FARRELL szerint (minta: 400 pg pro-
tein, human thrombocytafehérjék; CBB-festés)

IZOELEKTROMOS FOKUSZALAS LAPGELEN -
DENATURALO RENDSZERBEN

(AZ O’FARRELL-TECHNIKA ELSO DIMENZIOJANAK
MEGFELELO RENDSZER)

A gél osszetétele (15 ml-hez):

- 5% akrilamid - 2,5 ml (torzs: 2,838g AA + 0,085g

Bis AA ad 10 ml desztillalt viz)

-9 Murea - 8,1g

- 1% Ampholine pH 3-10 - 0,15 ml

- 4% Ampholine pH 5-8 - 0,6 ml

— 2% Triton X-100 v. NP-40 - 0,3 ml

ad 15 ml desztillalt viz

15 ml késziil 25 ul 10%-os ammoénium-perszulfat-
tal és 25 ul TEMED-del!

Mintapufferben oldott fehérjék:

Az osszetétel megfelel az O’Farrell-technika A ol-
datanak:

-9 M urea

- 1% Ampholine pH 3-10

- 4% Ampholine pH 5-8

- 2% Triton X-100

- 5% PB-merkaptoetanol

Fokuszalas a katddos mintafelvitelt kovetéen:

5 W konstans aram 4 6ran at (teljesitményregula-
cio!)

8 W konstans aram 2 Ordn at.

Anédoldat (+) 10 mM H,PO, - alul (vertikalis
rendszer esetén).

Katodoldat (-) 20 mM NaOH - feldl.

Fixalas - 20-50%-0s TCA-ban festékkel vagy fes-
ték nélkul.

A tovabbiakban az O’Farrell-technika szerint kell
eljarni.

Detektalasi technikak

GELELOKESZITES AUTORADIOGRAFIAHOZ

FLUOROGRAFIAS DETEKTALAS
(BONNER ES LASKEY SZERINT)

"C, °H vagy *S izotdpot tartalmazé mintak poliak-
rilamidgélben valé detektdldsahoz mind fixalatlan,
mind fixalt, mind festett gélek alkalmasak.
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A detektdlas folyamata:

1. A géllemezeket 20-szoros térfogatuknak megfelelé
dimetilszulfoxidba meritjiik 30 percig.

2. Ismételt dimetilszulfoxidos kezelés kovetkezik friss
reagensben (30 perc).

3. Az el6z6 két 1épéssel vizmentesitett, impregnalt gé-
leket 4-szeres térfogat szcintillacids oldatba merit-
jiuk: 20%-os (suly/suly) PPO-t (2,5-difeniloxazolt)
tartalmazo dimetilszulfoxid (DMSO). A kezelés 3
ordn at tart.

4. 20-szoros térfogat desztilllt vizben a PPO-t a gél-
ben kicsapjuk (1 éras kezelés).

5. A géleket desztillalt vizzel leoblitjiik a felesleges
csapadéktodl, majd nedves celofanba burkolva a gél-
szarit6 késziilékbe fektetjiik.

6. Szobahdmérsékleten vakuum alatt szaritjuk.

7. A megszaritott poliakrilamidlemezeket RP Royal
»X-Omat” filmen (vagy ezzel megegyez6 rontgen-
filmen) -70 °C-on expondljuk. (Az id6 az elézdleg
tesztelt radioaktivitds mértékétdl fiigg.)

8. Az el6hivashoz KODAK hivot, ill. fixalot hasznélunk.

EzUSTOZESI ELJARASOK

FEHERJEK DIREKT EZUSTOZESE EGYDIMENZIOS
SDS LAPGELEN [6]

Oldatok:

A. Savas alkoholos fixdléoldat — 150 ml/gél.
- 50%-o0s etanol, 10%-o0s ecetsav:
- 500 ml abszolut etanol.
- 100 ml cc. ecetsav, desztillalt vizzel 1000 ml-re
kiegészitve.

B. Glutdraldehid ,cross linking” oldat — 150 ml/gél.
- 10%-os oldat: frissen késziil hasznalat el6tt!
- 100 ml 25%-o0s glutaraldehid
- 150 ml desztillalt viz

C. Ammoénids eziistfestd oldat — 150 ml/gél.

Torzsoldatai — el6re elkészithet6k (4 °C).

1. 90 mM NaOH: 3,6 g NaOH ad 1000 ml desztil-
lalt viz

2. 14,8 M NH,OH - cc. ammoniaoldat, gyégyszer-
tari kiszerelésben

3. 1,14 M AgNO,-oldat: 19,38 g ad 100 ml desztil-
lalt viz (s6tét tivegben tartando)

Munkaoldat — felhasznalas el6Stt kell elkésziteni:
- 31,5 ml 90 mM NaOH
-2,5ml 14,8 M NH,OH
~4ml 1,14 M AgNO,
+ 110 ml desztillalt viz

D. Citromsayv - formaldehid hivé - 500 ml/gél

Torzsoldatai:

1. 47,6 mM citromsav: 9,14 g citromsav (vizmen-
tes) vagy 10 g citromsav (egy kristalyvizes) ad
1000 ml desztillalt viz

2. 37% formaldehidoldat (9 rész) + 10% metanol (1
rész), 100 ml késziil.

Munkaoldat - felhasznalas el6tt 6sszednteni
—2,5ml 47,6 mM citromsav
- 250 pl (!) formaldehid/metanol
+ 500 ml desztillalt viz

Eljaras
Az eziistozést csak vékony (max. 1 mm) gélen lehet
végezni. Valamennyi edény 3-szor desztillalt vizzel
tisztitando, és a reagensek is azzal késziilnek!

1. Fixalas 150 ml A oldatban, 30 percig, mozgatva (ta-
rolasra is alkalmas médium).

2. Keresztkotés 150 ml B oldatban.

3. Mosas 3-szor desztillalt vizzel (2-3 liter, atfolyd
rendszerben).

4. Kezelés C oldat 150 ml-ével, mozgatva (3-5 percig,
gélvastagsagtol fiiggéen).

5. Mosas 2-szer 500-500 ml véltott vizben 1-1 percig.

6. Masik edényben el6hivas 500 ml frissen késziilt D
oldatban. Hivasi id6 a felvitt fehérjemennyiségtol
tiigg: 2-7 perc.

7. Mosas masik edényben, tobbszor valtott desztillalt
vizzel. Legalabb 3 literrel, 6rakig!
Kevés mosas magas hatteret okoz!

KOMBINALT (GYORS) EZUSTOZESI ELJARAS
LESZARITOTT FESTETLEN, ILL. FESTETT ,,NEDVES”
GELLEMEZEKEN (WILLOUGHBY ES LAMBERT [19])

Gélszaritas és a festetlen gélek el6készitése:

1. 30 perces fixalas 20%-o0s TCA-ban.

2. 2 x 5 perc metanol : cc. ecetsav : viz = 45:10:45
elegyben.

3. 4 x 2 perc vizes mosas.

4. 2 perc 0,75%-os glicerines aztatas.

5. Szaritas.
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Oldatok gyors eziistozéséhez:

A. 25 g Na,CO, (10 kristalyvizesbdl 67,5 g!) 500 ml
desztillalt vizben oldva.

B. oldat:
- 1gNH,NO,
-1 g AgNO,
- 5 g szilikovolframat
— 7 ml formaldehidet (37%-0s) vizben 500 ml-re
oldani.

C. Rogzitéoldat:
- 0,05 mol/l glicin
-3,75 g glicin
ad 1000 ml viz

Valamennyi oldat készitésekor nagy tisztasagu 3-szor
desztillalt viz hasznalando.

Eljaras:

1. Kozvetlenil a felhasznalas el6tt késziilt 35 ml A és
65 ml B oldat elegyében a kivant intenzitasig ezist-
hivast végziink.

2. Rovid, 2-szer valtott vizes mosas.

3. Rogzités: C oldatban. A kivalt eziistot a gélfelszin-
16l ,,letorolni”, majd tjabb C oldatban dokumenta-
lasig tarolni.

Megjegyzés: Az el6készités (szaritds) csak festetlen gé-
lek esetén sziikséges. Az eziistozés CBB-festések utan
is alkalmazhaté. (Kolloidos festések, CBB-R250 vagy

S

formalinos CBB G-250 eljarasokat koveten.) Ajan-
lott minden olyan esetben, amikor a festett gél inten-
zitdsa nem elegend6 (SDS-elektroforézis vagy IEF
poliakrilamidgélben, de agaréz hordozoéra is).

Az ecetsavban tarolt, festett géleket az eziistozés
el6tt vizben kell rovid ideig aztatni (4-10. dbra a, b)!

EzZUSTOZESES FEHERJEDETEKTALAS ULTRAVEKONY
PAGE-LEMEZEKEN (SAMMONS [16])

Barmelyik fajta poliakrilamidgél-elektroforézis utan,
ha azt 1 mm koriili vastagsagui lemezgélen végezziik,
a fehérjedetektalas nagy érzékenységl eziistozéssel
lehet6vé valik.

Szétszedhetd cellaban 0,8 mm vastag SDS 6-12%
poliakrilamid gradiens gélt allitunk eld, a szokdsos
moddon elektroforetizalunk, majd a fehérje-el6hivast
eziistozéssel végezziik.

Sziikséges oldatok (készitésiikhoz ioncserélt vizet

hasznéalunk):

1. Fixdléoldat: 50% etilalkohol, 10% ecetsavtartalmu
vizes oldat.

2. Mosédoldat I.: 25% etilalkohol, 10% ecetsavtartalmu
vizes oldat.

3. Mosooldat II.: 10% etilalkohol, 0,5% ecetsavtartal-
mu vizes oldat.

4. Ekvilibrdléoldat: 1,9 g/l eziist-nitrat-tartalmu vizes
oldat. 1,9 g AgNO,-t feloldunk desztillalt vizben,
és 100 ml-re egészitjiik ki. Hasznalat el6tt 10-szeres
higitast készitiink a sziikséges mennyiségben.

5. Redukdldoldat: 30 g/l natrium-hidroxid-tartalmu
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4-10. dbra. Két ezlistozési eljaras osszehasonlitasa (egyedi konnymintdk, SDS-PAGE)
a) Kombindlt eziistozés (CBB festés + eziist; pasztanként 1,3 ug protein, Willoughby-féle eziist6zés)
b) Direkt eziistozés (pasztanként 1,3 ug protein, Giulian-féle eziistozés)
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oldatban kozvetleniil a hasznalat el6tt 37%-os for-
maldehidet (7,5 ml/l), ill. natrium-borohidridet
(80 mg/1) oldunk.

6. Szinstabilizdlé oldat: 7,5 g/l toménységli natri-
um-karbonat.

A festés menete:

Az elektroforézis utan az dvatosan eltavolitott gé-
leket (kézzel ne fogjuk meg) mlianyag dobozban leg-
alabb 2 draig fixaljuk. Az oldatot lecseréljiik, és leg-
alabb 2 dra hosszat, de inkabb egy éjszakan at tovabb
fixdljuk. A gélt az 1. mosooldattal, kétszeri valtassal
egy ora hosszat, majd a II. mosdoldattal szintén két-
szeri valtassal egy ora hosszat mossuk. (Ha a festést
nem tudjuk befejezni, ennél a 1épésnél abbahagyhat-
juk, ebben az oldatban a gél tarolhato.)

A tovabbi Iépéseket kiilon edényekben kell végezni!

A gélt lassu razas kozben 2 6ra hosszat az ekvi-
libralooldatban inkubaljuk, majd ioncserélt vizzel a
feliiletre tapadt eziistét rovid mosdssal eltavolitjuk
(10-20 s). Utana a gélt a redukaléoldatba meritjiik,
amelyet kozvetleniil a hasznalat elott készitiink el.
A fehérjefoltok néhany perc utan halvanysarga hat-
térben kezdenek el6tiinni. Az elsé elszinez6dott re-
dukaldéoldatot kb. 1 perc elteltével elontjiik és frissel
potoljuk. A redukal6oldatban a kivant szinintenzitas
eléréséig hagyjuk a gélt (kb. 10-15 perc), majd a szin-
stabilizaloba tessziik azokat. 1 éras inkubalas utan a
szinstabilizalot cseréljiik, majd a gélt ebben az oldat-
ban tarolhatjuk. A szin ebben az oldatban napokon
keresztiil stabil.

A MINTAK FEHERJEDUSITASA ES EZUST-
DETEKTALASA (MARSHALL SZERINT [12])

A mintak fehérjedusitasa

A kétdimenzids elektroforézisek esetén gyakran
nem elég koncentralt a vizsgalandé minta sem az elsé
dimenziés felvitelhez (IEF), sem a mdasodik dimen-
zi6s detektdlashoz. Az itt ismertetésre keriil6 Mar-
shall-féle ultraszenzitiv eziistozési eljaras egy kozbe-
iktatott dusitdsi eljdrdssal nagysagrendileg novelheti a
mintafehérjék detektalasanak érzékenységét a maso-
dik dimenzids lapgélen.

Az eljaras elve: az el6készités soran a mintak fehér-
jetartalmat CBB R-250 alkoholos savas festékreagens
segitségével kicsapjuk, SDS-oldat hozzaadasaval no-
veljiik a precipitacios tartomanyt, majd a fehérje-fes-

ték komplexet centrifugalva tiledékként nyerjiik vizs-
galandé mintdainkat. A felesleges festéket acetonos
mosassal tavolitjuk el. A médszert vizeletfehérjék 2D
vizsgalatahoz irtak le el8szor.

Munkaoldatok:
Coomassie Brilliant Blue R-250 festékreagens (a
precipitacidohoz):
- CBB 0,05 g/40 ml vizben
- etanol 25 ml
- 85% foszforsav 30 ml
majd desztillalt vizzel kiegészitjiikk 100 ml-re
+10% SDS-oldat

Eljards:
A Bradford-modszer alapjan megel6z6en megha-
tarozott fehérjekoncentracidju mintakat két csoport-
ra osztjuk:
« A 0,1-1,0 g/l fehérjetartalmi mintdk 1 ml-éhez
0,25 ml festékreagenst és 3 ul SDS-t adunk

« Az 1,0 g/l-nél magasabb fehérjetartalmu vizele-
tek 0,25 ml-éhez 1 ml festékreagenst és 5 ul
SDS-oldatot mériink.

Ezutan centrifugalas kovetkezik: 13 500 rpm 5 percig
Eppendorf tipust centrifugaban, ill. nagy mennyisé-
gl minta esetén Du Pont Sorvall RC5 tipusu centri-
fugaban.

A feltiltszot ledntve az iiledéket 1 ml acetonnal fel-
szuszpendaltuk, majd ezt kovetden djra centrifugalas
kovetkezik. Célunk a felesleges kezel6oldat kimosa-
sa. A feliiluszot ledntve a végsd pelletet lizispufferbe
vessziik fel (lasd 2D elfo). A végs6 fehérjekoncentra-
ciot 2 mg/ml-nek allitjuk be.

FEHERJEK DETEKTALASA MARSHALL SZERINT
MODOSITOTT ULTRASZENZITIV EZUSTOZESI
ELJARASSAL [10]

A modszer 1ényege, hogy a fixalt géleket az eziistozés
soran ,,talhivjuk’, majd differencidlassal (destaining)
a feleslegben kivalt eziistot eltavolitjuk. Ily médon a
jel/zaj ardny mintatdl fiigg6 optimalis beallitdsa érhe-
t6 el (4-11., 4-12. dbra).

Eziistozés
Felhaszndlt oldatok:
Savas, alkoholos fixdléoldat (500 ml/gél):
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- metanol 500 ml

- ecetsav 100 ml

tridesztillalt vizzel 1000 ml-re kiegészitve
Formaldehidoldat (500 ml/gél):

- 37% formaldehid 2,7 ml

— tridesztillalt vizzel 1000 ml-re kiegészitve
Diaminos eziistfestd oldat (400 ml/gél, mindig frissen

készil hasznalat el6tt):

— 40% metil-amin 8 ml

-0,36% NaOH-oldat 40 ml

-20% AgNO, 12 ml

— tridesztillalt viz 340 ml
Hivéoldat (500 ml/ gél, tobbszor cserélve):

- 1% citromsav 15 ml

- 37% formaldehidoldat 1,62 ml

— tridesztillalt viz 31

Festési procedura:

1. Fixalas egy éjszakan at 200 ml savas, alkoholos fi-
xal6oldatban.

2. Mosas 2 x 200 ml tridesztillalt vizben 10, majd 20
percig.

3. Inkubadlas 200 ml formaldehidoldatban 60 °C-on
30 percig.

4. Mosas, htités 200 ml vizben 10 percig.

)]

. Kezelés diaminoldattal, mozgatva, 10 percig.
6. Mosas kétszer, 200-200 ml valtott tridesztillalt viz-
ben, 1-1 percig.

7. El6hivas 200 ml frissen készitett hivooldattal 5 per-
cenként cserélve az oldatot, maximum 30 percig,
amig a gél felszinén az egyenletes eziisttiikorréteg
megjelenik. (A talhivas a metodikahoz tartozik,
igy ériink el minél nagyobb jel6lési effektust.)

«— IEF pI3-10

SDS

4-11. dbra. 2D PAGE Marshall-eziistozés lapgélen (75 ug
protein; minta: human konny)

8. Mosas kétszer 200-200 ml vizben 10, ill. 20 percen
keresztiil.

9. Tarolas tridesztillalt vizben legalabb egy éjszakan
at.

Destaining

A kezelés célja a megfeleld hattér elérése ugy,
hogy minél tobb fehérjefrakcié lathaté maradjon.
A destaininghez felhasznalando oldatok (elkészitve
SWITZER és munkatarsai szerint):

A oldat:
-NaCl1l,1g
- CuSO L1L1g
(17,3 g CuSO,. 5H,0)
— tridesztillalt viz 285 ml
- NH,OH, amig a feltisztulod oldat sotétkék lesz

B oldat:
- Na-tioszulfat-pentahidrat 44 g
— tridesztillalt viz 70 ml

C oldat:
- Hypo (kereskedelmi) 5 ml (12,5 ml)
— tridesztillalt viz 195 ml (488 ml)

Destaining kezelés

1. Az A és B oldatot 1:1 aranyban osszekeverjiik, a
10%-os gél esetében tapasztalataink szerint 3-szo-
ros, a 12,5%-o0s gél esetében 4-szeres mennyiségu
vizet adunk hozza.

2. A gélt 1-4 percre az igy elkésziilt oldatba (200 ml/
gél) helyezziik, az aranysarga szin(i hattér eléréséig.

IEF pI 5-8 M

Bt T i
4-12. dbra. Marshall-eziistozés 2D O’Farrell-gélen (minta:
H50 sejtkultira)
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3. Mosas kétszer 200-200 ml valtott tridesztillalt viz-
ben 1-1 percig.

4. Destaining leallitasa 200 ml C (Hypo) oldattal 30
percig.

5. Mosas 200 ml desztillalt vizben 10, 20, ill. 30 per-
cen at.

6. Tarolas tridesztillalt vizben

A gélek kezelésekor minden esetben kesztytit hasz-
naltunk.

Dokumentacid
A gélfotokat alsé megvilagitasbol (transzparencia),
Fujicolor 100 ASA filmre készitettiik.

MS-KOMPATIBILIS FEHERJEDETEKTALASOK
POLIAKRILAMIDGELEN

MS-ANALIZISHEZ AJANLOTT CBB-FESTES
(WANG [20])

Az eljdrds a kovetkezo
1. Elektroforézis utan a gélt 20 térfogat fixaléoldatba
meritjitk és fixaljuk 1 érat
fixdlooldat:
- 10% (v/v) ecetsav
- 10% v/v metanol
- 40% v/v etanol
2. Ezt kovetben a gélt érzékenyitdoldatba meritjiik és
tovabbi két 6rat mozgatva keverjiik (razzuk).
érzékenyitdoldat:
- 1% v/v ecetsav
- 10% ammonium-szulfat
3. 20 térfogat festGoldatba helyezziik legkevesebb 4
orara vagy egy éjszakara.
festboldat:
- 5% v/v ecetsav
- 45% v/v etanol
-0,125% v/v CBB R250
4. A festés utan a gélt 1 orara keverés mellett az I. dif-
ferencialoba tessziik.
L. differencidlé:
- 5% v/v ecetsav
- 40% v/v etanol
5. Ezt kovetGen a II. differencialoba helyezziik, amig
a hattér tiszta lesz.
II. differencidlo:
- 3% v/v ecetsav

- 30% v/v etanol
6. Végiil a gélt 5% w/v ecetsavban honapokig tdrol-
hatjuk.

MS-KOMPATIBILIS EZUSTFESTES GELBEN
(GrRoMOVA [7])

A modszer az eziist-nitrat-festési procedura (Shev-
chenko et al., 1996; Yan et al., 2000) modositasa,
amely alkalmas fehérjék megjelenitésére, gélben vald
emésztést koveté MS-analizishez.

Nagy érzékenységt és alacsony hatter(i eredmény-
hez fontos az inkubdcids idok szoros betartdsa. Vala-
mennyi oldathoz és mosashoz ,ultra pure” viz sziik-
séges.

Az eljaras menete (Az eredeti cikk titkorforditasaval)

Oldatok

1. Fixdlooldat: 50% etanol, 12% ecetsav, 0,05% forma-
lin.

1 literhez: 120 ml jégecetet adjunk 500 ml 96%-
os etanolhoz, valamint tovabbi 500 ul 35% formal-
dehidet. (A kereskedelmi formaldehid 35%-os!)
Egészitsiik ki egy literre. Szobahémérsékleten ta-
rolhato.

2. Mosds: 20% etanol.

1 literhez: adjunk 200 ml 96%-os etanolt 800 ml

deionizalt vizhez. Szobahdmérsékleten tarolhato.
3. Erzékenyitboldat: 0,02% (w/v) néatrium-tioszulfat

(Na§,0,).

1 literhez: adjunk 200 mg vizmentes natri-
um-tioszulfathoz kis vizet, oldédas utan egészitsiik
ki a végso térfogatra.

4. Festés: 0,2% (w/v) eziist-nitrat (AgNO,), 0,076%
formalin. Frissen készitendo!

1 literhez: 2 g eziist-nitratot oldunk kevés vizben,
majd 760 pl 35%-os fomaldehidet adunk hozza.
Oldédas utan kiegészitjitk a végsé térfogatra ion-
mentes vizzel. Hasznalat el6tt lehiitjiik az oldatot
4°C-ra.

5. Hivé: 6% (w/v) natrium-karbonit (Na,CO,),
0,0004%  (w/v) (NaS,0),
0,05% formalin.

1 literhez: 60 g natrium-karbonatot kevés vizben

natrium-tioszulfat

oldunk. 4 mg vizmentes natrium-tioszulfatot kiilén
kevés vizben oldunk. Keverjiik 6ssze a két oldatot,
adjunk hozza 500 pl 35% formaldehidet és egészit-
siik ki egy literre. Szobahdmérsékleten tarolhato.
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6. Ledllitooldat: 12% ecetsav.
1 literhez: adjunk 120 ml jégecetet 500 ml ion-
mentes vizhez. Keverjitk 0ssze és egészitsiik ki egy
literre. Szobahémérsékleten tarolando.

A festés menete

A festési eljaras teljes idotartama alatt talkummen-
tes gumikesztyl viselete ajanlott. Mossuk le a kesz-
tytit vizzel a festési eljaras el6tt és alatt. A gélfixalast
és a mosasi 1épéseket olyan festStartalyban végezziik
(polipropilén ajanlott), amelyet kizardlag csak eziist-
festésre hasznalunk. A tartdly mérete legyen elég nagy
ahhoz, hogy a razas alatt a gél szabadon mozoghas-
son. Minden lépéshez elegend6 folyadékmennyiséget
kell hasznalni, hogy az teljesen befedje a gélt. Zarjuk
le a mlianyag tartalyt egy feddvel, és helyezziik egy-
masra, megvédve a parolgastdl. Valamennyi 1épést
szobahdmérsékleten, tartdlyonként egy géllel végez-
ziik, és a razodasztalon alacsony sebességgel mozgat-
juk. A kezelés soran ne érintsiik a gélt kesztyt nélkil
vagy fémtarggyal. M{ianyag pipettaheggyel vagy ha-
gyomanyos iivegpipettaval kezelhetjiik a géleket.

1. Az elektroforézist kovetden tavolitsuk el a gélt a
kazettabdl és helyezziik a fixaldoldatot tartalma-
z6 tartalyba. Aztassuk a gélt ebben az oldatban
kb. 2 drat. A fixalas megakadalyozza a protein ki-
aramldsat a gélmatrixbdl, és el fogja tavolitani az
interferalé ionokat és a detergenst a gélbol. A fixa-
las éjszakan at is végezhetd. Ez noveli a festés érzé-
kenységét és csokkenti a hatteret.

2. Ontsiik le a fixdldoldatot, és mossuk a gélt 20% eta-
nolban 20 percig. Valtsuk az oldatot haromszor,
hogy eltavolitsuk a maradék detergenst, az ionokat
és a fixalo savakat a gélbol.

Megjegyzés: Viz helyett etanolos oldat hasznala-
tat ajanljuk a mosashoz, ezzel megel6zve a gél duz-
zadasat. Ha mégis vizes mosast végeznek, akkor
20%-os etanol 20 perces inkubacidjaval a gélnagy-
sag megorizhetd.

3. Az etanolos oldat elontése utdn adjunk a gélhez ele-
gend§ térfogatu érzékenyitdoldatot. Az inkubalas
erds rotacié mellett 2 percig tart. Ez novelni fogja
az érzékenységet és a festés kontrasztossagat.

4. Ontsiik el az érzékenyitéoldatot és mossuk a gélt
kétszer 1-1 percig ionmentes vizzel. Ontsiik el a vi-
zet.

5. Adjunk a gélhez hideg eziist fest6oldatot, és razzuk

20 percig, hogy az eziistionok rakétédjenek a fe-
hérjékre.

Megjegyzés: Ne ontsiik a festéoldatot kozvetle-
nil a gélre, mert ez egyenldtlen hatteret eredmé-
nyezhet. Adjuk az oldatot pl. a tartaly sarkaba.

6. A komplett festés befejez6désével ontsiik le a fes-
téoldatot, és oblitsiik le a gélt nagy mennyiségi
ionmentes vizzel 20-60 masodpercig, hogy a fe-
lesleges, azaz a kotetlen eziistionokat eltavolitsuk.
Ismételjitk meg a mosast még egyszer.

Megjegyzés: ha a gél mosasa tovabb tart, mint
egy perc, eltavolithatja az eziistionokat a gélbdl is,
és ez magatdl értetédden csokkent érzékenységet
eredményez.

7. Oblitsiik le a gélt hirtelen a hivéoldattal. Ontsiik el
az oldatot.

8. Adjunk hozza egy uj adag hivdoldatot, és hivjuk elé
a fehérjeképet a gél 300 ml hivéban val6 2-5 perces
inkubdciojaval. A reakcié azonnal ledllithato, ha a
kivant intenzitast elérik a frakciok.

9. Allitsuk le a redukciét 50 ml un.,,terminalé”-oldat-
nak a gélhez ontésével, mikor a gél még a hivoban
van. Erételjes razas kovetkezik 10 percig. Ha az ol-
dat buborékolasa megsziinik, a hivas leallitédott.

10. A nedves gélek 4 °C-on 12%-o0s ecetsavban, mu-
anyag zsakban eltarthaték. (Vagy 20%-os etanolos
kezelés utan vakuumban leszarithatok.)

IMMUNOBLOTTING TECHNIKAK FEHERJEK
AZONOSITASARA

Létezik nedves és félszaraz transzferalas

MINI-TRANS-BLOT KESZULEK HASZNALATA
(,NEDVES” ELJARAS)

A ,blotting” dltaldnos menete/Fehérje-,blotting”
(immunologiai detektaldssal)
« Elektroforézis (pl. SDS PAGE Laemmli-féle
vagy 2D O’Farrell-féle).
o Ekvilibracio transzfer el6tt (15 perc-1 dra).
« Elektroforetikus transzfer (gélrél nitrocelluloz-
membréanra, tobb 6ran at).
+ A le nem kotott membranhelyek blokkolasa (1
Ora).
« Inkubacié a primer antitesttel (egy éjszakan at,
4°C).
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+ Az el nem reagalt anyag kimosdsa a membran-
bdl (5 x 10 perc).

o Inkubdci6 a szekunder antitesttel (1 éra szoba-
hémérsékleten).

« A folosleges és nem specifikus reagens kimosasa
a membranbol (4 x 10 perc).

o Detektalas (reakcid-el6hivas) (5 percen beliil).

Hasznalatos felszerelés

Elektroforézishez: Mini Protean II. Dual Slab Cell
vagy Bio Rad Dual Vertical Slab Gel Electrophoretic
Apparate (Model 220).

Elektroforetikus transzferhez: Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell; tapegység — pl. Biichler
Instrument.

Haszndlatos oldatok és reagensek

1. Transzferpuffer pH 8,1-8,3 (transzfer el6tti ekvilib-
ralashoz és elektroforetikus transzferhez hasznala-
tos).

-25mM TRIS: 3,03 g TRIS; 1000 ml-re desztillalt/
deionizalt vizzel feltoltve

- 192 mM glicin: 14,4 g glicin

- 20% metanol (v/v): 200 ml metanol
Hutészekrényben kell tartani. Hasznalatkor

fontos, hogy 4 °C-os legyen inditaskor. Sem savat,

sem lugot nem szabad hozzaadni a pH-allitashoz.

Analitikai tisztasagu metanol haszndlata ajanlott.

2. Ponceau S festés (az immunolodgiai detektalast meg-
engedi) a transzfer effektivitasanak ellendrzésére.
Festékoldat:

-0,25% Ponceau S 0,25 g

- 40% metanol 40 ml

- 15% ecetsav 15 ml

kiegészités 100 ml-re desztillalt vizzel
Differencialds: desztillalt vizzel (20 perc utan

lathato fakulds)

3. TBS -TRIS pufterolt séoldat pH 7,5 (alapoldat és
mosooldat a detektalas eldtt)
- 50 mM TRIS: 6,05 g
- 150 mM NaCl: 8,78 g
pH-beallitdas HCl-lel 7,5-re
ad 1 liter desztillalt vizzel (tarolas 4 °C-on)
Az egyszer(iség kedvéért 2 literre val6 anyagot
oldunk, és a pH-t bedllitjuk, de 1 literre toltjiik csak

fel (2-szeres toménységli TBS-oldatot hasznalva!).
500 ml-re felezziik, és ugy toltjiik fel egyik felét
yjra 1 literre. A masik részt a zselatinos oldathoz
hasznaljuk.

. Zselatinos TBS-oldat (kezel6oldat immundetekta-

lasndl és higitéoldat a szekunder antitesthez)
-0,25% zselatin 2,5 g
- TBS-ben 1 liter

2,5 g zselatint melegitéssel 100 ml desztillalt
vizben oldunk. A feloldédott zselatint az 500 ml
2-szeres toménységli TBS-hez ontjiik, desztillalt
vizzel 1000 ml-re kiegészitjiik. 4 °C-on taroljuk.

5. Blokkoléoldat — zselatinos TBS + BSA

1% BSA (bovine serum albumin, liofilizdtum)
1 g BSA-t oldunk 100 ml 4-es oldatban (4 °C).

. Zselatinos TBS + azid (higitoldat a primer anti-

testhez)

0,02% nétrium-azid (20 mg = 0,02 g)

100 ml zselatinos TBS (4-es) oldatban (4 °C)
Tudni kell, hogy az azid a peroxidazreakcid po-

tens inhibitora!

. Szubsztrdtoldat a peroxiddzreakciohoz (frissen ké-

sziil, 1-2 oraval a detektalas el6tt)
- 20 mg DAB (diaminobenzidin tetra HCI, Serva)
- 100 ml TBS-ben oldani, fénytél védeni kell.
Csiszolt dugds Ehrlenmayer-lombikot alufdlia-
val burkolni, keverés mellett oldani. Nem szabad
melegiteni. 1 o6ra alatt maradéktalanul oldddik.
Szlirés nem sziikséges: a kezelt szlirGpapir a festé-
ket ,kiranthatja” az oldatbol, amint azt észleltiik.
A reakci6 100 pl 30%-os H,O,-oldat hozzaad4saval
indul. A reakciét 2 x 50 ml TBS-oldattal valé mo-
sassal allitjuk le. Lathaté reakcio6 5 percen belil.

A blotting kivitelezése
A blottingegység Osszeallitasa

Elektroforetikus transzfer

o Vizsgdlati ,anyag”. AA géllemez, Laemmli-féle
SDS-elektroforézist vagy 2D O’Farrell-féle nagy
felbontasu elektroforézist kovetéen. A Mini-
Trans-Blot blottolé apparatushoz a maximalis
gélnagysag 7,5 x 10 cm. A géllemezt kozépen
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elfelezve a kérdéses mezd blottolhat6 a ,nagy”
géllemezbdl is. A ,mini” gél nagysaga megfelel a
blottoloegységnek.

o El6késziilet a transzferhez. Sziikséges eszkozok
Osszekészitése: puffertank, elektrodrész, 2 gél-
tarto kazetta, 3 tivegkad, 4 °C-ra hiitott transz-
ferpuffer (2 liter), tapegység (Biichler), nitro-
cellulézmembran, magneses keverd: azaz
»Kerge-Ferke”.

A gélek és a membranok ekvilibrdldsa. A géllapokat
egy transzferpuffert tartalmazo tivegkadba helyez-
ziik (kb. 500 ml), és a gél vastagsagatol fiiggéen 15
perctdl 60 percig ekvilibraljuk. Az ekvilibralas célja
az SDS-elektroforézis médiumdnak eltavolitdsa. (A
transzfer alatti h6képzddés csokkentésére). A gél mé-
reteit az inkubdcio letelte el6tt meghatarozzuk. Maxi-
malis nagysdga 7,5 x 10 cm lehet. A kb. 2 mm vastag
O’Farrell-géllemezt 1 drat aztatjuk. A lemez nagysa-
ganak megfelel6 membrant éles szikével vagy pengé-
vel felvagjuk (7,5 x 10 cm). A felvagott membranokat
tiszta edényben 15-30 perc idGtartamban transzfer-
pufterrel ekvilibraljuk.

Sziirépapir. Schleicher-Schiill- vagy Whatmann-szii-
r6papirbol a gél vastagsagatol fiiggd szamban 7,7 x
10,2 cm-es darabokat vagunk: gélenként 4-6 dara-
bot, O’Farrell-gélhez 2 x 2 réteget (6sszesen 2 gélhez
8 db-ot).

Szivacs. A szivacsokat transzferpufferrel telitjiik.
Uvegkédba transzferpuffert ontiink; a szivacsokat és
a szlir6papirokat ebben telitjitk pufferrel.

Géltarto kazetta. A két géltartd kazettat a harmadik
tivegkadba helyezziik. A kazettak sziirke része fek-
szik az edény aljan. A kinyitott kazetta atlatszo része
az edény oldaldnak tdmaszkodik. A kazettaba helyez-
ziik a transzferpufferrel telitett ,,szendvics”-rétegeket,
pontosan egymasra centralva, minden réteg utan
transzferpufferrel meglocsolva, buborékmentesen a
kovetkez8képpen:

— szivacs (8 x 11 ¢m)

- 2 vagy 3 réteg szlir6papir (7,7 x 10,2 cm)

- géllemez (7,5 x 10 cm)

- nitrocellul6zmembran (az orientacié bejelolve,

pl. a lemez sarkénak lemetszésével; 7,5 x 10 cm).

A membran/gél adhézids kontaktusdinak biztositdsd-

ra egy kémcsé6vel, nyomassal és gorgetéssel érjiik el a
megfelel érintkezést.

- 2-3 réteg szlirGpapir (7,7 x 10,2 cm)

- szivacs
A kazettat dvatosan zarjuk, a mtianyag kallantya ol-
dalra forditasaval és visszacstsztatasaval.

Puffertank. A puffertankot kb. 400 ml transzferpuf-
ferrel toltjiik. Az elektrodegységet behelyezziik. Kb.
2-2,5 cm-es keverdpalcat engediink az aljara. A gél-
tartd kazettakat az elektrodrészbe csusztatjuk. Sziirke
oldaluk néz az elektrédpanel sziirke oldalara mind-
két kazetta esetén. A tankot magneses keverére allit-
juk. A kever6t bekapcsoljuk. Ha hiitéegységet nem
hasznalunk (éjszakan at végzett transzfer, alacsony
fesziiltség) tovabbi kb. 450 ml transzferpufferrel tel-
jesen megtolthetd a tank.
Ugyeljiink a tulfolyas elkeriilésére.

Elektroforetikus transzfer. A tetd rahelyezésével és az
elektrédok csatlakoztatasaval a tdpegységhez, hideg
(4 °C) pufferrel indul. Ugyelni kell a szinazonossagra
a csatlakozasnal. Piros a piroshoz, fekete a feketéhez,
mind a teténél, mind a tapegység kimenoinél.

Az ily médon 6sszedllitott blottinggységben a fehér-
jék a gélbdl az anod felé vandorolva (andd: a kazetta
atlatszo része, az elektrod piros jelolése) a membran-
hoz kétédnek.

Elektroforetikus transzfer. Konstans fesziiltségallas-
nal (volt-regulalas) a tapegységen a 0-200 V és 0-200
mA tartomany kivélasztdsa utdn az aramot bekap-
csoljuk, és 30 V-ra allitjuk a fesziiltséget. A transz-
fer 20 orat vesz igénybe. (O’Farrell-géleknél — kb. 2
x 2 mm-es gélvastagsagnal — induldskor fokozatosan
csokken 200 mA-r6l 100 mA-re a vezetés, és ez az ér-
ték masnapig megmarad.) A transzfer befejezése utan
az aramot kikapcsoljuk, a kazettakat kiemeljiik, majd
a membranokat tetszés szerint festjiik.

Festés immundetektalas eldtt. Ponceau S-festéssel,
desztillalt vizes oblitéssel végezziik. A membranokat
a gélrdl leemelve, a géllel érintkezd oldalukkal folfe-
1¢, dvatosan festékkel toltott tiszta edénybe helyezziik.
(A tovabbi kezelés is végbemehet ebben az edény-
ben). A membranok fotografalasat azonnal el kell vé-
gezni a fakulds miatt.
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Immundetektalas. Lényege, hogy a gélr6l a memb-
ranra atkerilt és rakotott fehérjék koziil specifikus
antitest (primer antitest) segitségével keressiik és azo-
nositjuk a kérdéses fehérjét.

Antigén-antitest talalkozas esetén a specifikus re-
akcié kimutathatdsaganak érzékenységét nagymér-
tékben novelhetjiik egy masodik antitesttel, amelyet
valamilyen médon kordbban jeloltiink. Ez a jelolés
fogja ,indikatorként” igazolni a kérdéses fehérje és a
primer antitest kapcsolodasat. Esetiinkben egy olyan
alkalmazast ismertetiink, ahol a szekunder antitest
enzimmel, nevezetesen peroxidazzal jelolt. Szubsztrat
jelenlétében az immobilizalt enzim lathat6 reakciot
katalizal (ELISA-moddszer), és a termék a keletkezés
helyén marad. [A nitrocellul6zon lejatsz6dé immun-
reakcionak nagy elénye, hogy az antigén (transzblot-
tolt) fehérjemembranhoz kotédése, tehat fix helyzete
miatt nincs sziikség un. immunprecipitdciora, vagyis
optimalis antigén-antitest ardanyra a kimutatashoz].

Az eljaras menete. Az elektroforetikusan blottolt
(festett vagy festetlen) nitrocellulézmembrant a géllel
érintkez6 felszinével folfelé reakcidedénybe helyez-
ziik. El6ny0s a fedeles kis ,,ételdobozok™ hasznalata.

1. Blokkolds. A le nem kotott membrankotd helyek
blokkolasa az immunreakcié szempontjabdl indif-
erens fehérjével.

20 ml blokkol6oldattal (5-0s oldat).
Razas 1 6ran at szobahémérsékleten, majd le-
ontés.

2. Primer antitestreakcid. Az antitest a megadott ada-
tok szerinti mértékben higitandé zselatinos + azi-
dos TBS-sel 6-os oldat); példaként a tropomiozin-
ra iranyulé vizsgalatunkat mutatjuk be:

Tropomiozinnal pl. 160-szoros higitas ajan-
lott (125 pl + 20 ml higitéoldat) (Sigma: csirkezu-
za-tropomiozin ellen termelt nyulimmunsavo).

Egy éjszakan at 4 °C-on tartva (37 °C 1 dra, 25
°C 2-3 6ra).

Az antitestoldat visszatoltése tovabbi hasznalat-
ra (4 °C-on tartva).

3. Az el nem reagadlt anyag kimosdsa a membranbdl.

50 ml zselatinos TBS-sel (4-es oldat) 10 percig.

(Ezt alépést 5 x 50 ml-re 5 x 10 percig ajanlatos
végezni, szobahdmérsékleten, razogatva).

4. Inkubdcié a szekunder antitesttel; pl. peroxidaz-
konjugélt nyul-IgG-ellenes kecskeszérumot hasz-

ndlva, a tartdsitdészer nem azid, hanem tiomerzal.
Az antitest higitasa zselatinos TBS-sel (4-es oldat)
1:1000 aranyban (20 pl + 20 ml higito).

20 ml higitott szekunder antitestet ontiink a
membranra. Inkubacié szobahdmérsékleten leg-
alabb 1 dras razas mellett.

5. A folosleges és nem specifikus reagens kimosdsa a
membranbol:

1 x 50 ml zselatinos TBS (4-es oldat) 10 perc

4 x 50 ml TBS (3-as oldat) 4 x 10 perces razassal,
szobahdmérsékleten.

6. Detektdlds: enzimreakci6 (tiszta edényben):

50-50 ml szubsztratoldat lemezenként (7-es ol-
dat), a membran belecstsztatasa ,,szinével” folfelé,
2-2 csepp (kb. 50-50 ul) 30%-os H,O,-oldat razas
mellett.

Szinreakcio el6hivdsa 5 percen beliil. Mosas 2 x
50 ml TBS-sel, fotografalas, szaritas nedves sziir6-
papir kozott szobahémérsékleten, fénytdl védve.

Megjegyzés:

A szaritott membranok konyv lapjai kozott ta-
rolhatok.

Tovabbi felhasznalas lehetséges. Uj reakcié 2-3-
szor lejatszhato, ha megfelel detergens kezeléssel
az antitesteket az elektroforetikusan blottolt fehér-
jékrol eltavolitjuk. Ily médon az ismételt reakcio-
ndl kiilonb6z6 primer antitestek probalhatok ki.

IMMUNOBLOTTING TECHNIKA A FEHERJEK
AZONOSITASARA (SEMI-DRY BLOTTING)

A fehérjefrakciok immunkémiai detektaldsara szol-
gal. Az immundetektalashoz pasztanként (mintan-
ként) 3-5 ug proteint elektroforetizdlunk.

Oldatok
Blokkoléoldatok: a szabad kotéhelyek blokkolasara
— 3 és 5%-os tejes zselatinos TBS-oldat
- 3,ill. 5 g tejpor
100 ml zselatinos TBS-ben
vagy
- 1%-0s BSA (bovin szérumalbumin, liofilizdtum)
-1gBSA
100 ml zselatinos TBS-ben

Alternativ puffer pH 8,1-8,3: a transzfer el6tti ekvilib-
rélashoz és az elektroforetikus transzferhez hasznala-
tos:
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-48 mM TRIS5,8 g
-39mMglicin2,9 g
oldas utdn 1,3 mM SDS 3,7 ml 10%-os oldata
ad 800 ml desztillalt viz
- 20% metanol 200 ml
Hutészekrényben taroljuk, hasznélatkor 4 °C-os
legyen.

TBS (TRIS-pufferolt sdoldat), pH 7,5 (alapoldat és
mosooldat a detektalas el6tt)
- 50 mM TRIS 6,05 g
- 150 mM NaCl 8,78 g
pH beallitasa HCl-lel 7,5-re, és 1000 ml-re vizzel
kiegésziteni.

Zselatinos TBS (kezel6oldat immunreakciénal és hi-
gitooldat az antitesthez)

-0,25% zselatin 2,5 g

ezt melegitéssel oldjuk 100 ml vizben

- + 2-szeres toménységii TBS-bdl 500 ml

a fentieket desztillalt vizzel kiegészitjitk 1000 ml-re.

Elektroforetikus transzfer

Az egydimenzios géllap transzferalasanak mene-
te nitrocellulézmembranra: A semi-dry NovaBlot
(Pharmacia) késziilék grafitlapjainak benedvesitése
utan az alternativ pufferbe martott szlirépapirokat
egymasra tessziik, f6léjiik helyezziik a vizzel bened-
vesitett membrant, majd az alternativ pufferben ekvi-
librélt gélt, majd ismét a nedves sztir6papirokat.

A transzferalast 150 mA aramerdsségen 20 percen
keresztiil végezziik.

A membran blokkolasa:
A blokkolashoz a membrant egy éjszakan at 4 °C-
on, tejben vagy BSA pufteroldatban tartjuk.

Immunreakcio:

Vizsgalataink soran tobbféle fehérjét detektaltunk
(virusfehérjék, hésokkprotein, aktin, aktomiozin, li-
zozim, szekretoros IgA, laktoferrin, orozomukoid,
XIII. faktor, fibrinogén stb.).

A jel-zaj ardny optimalizdldsdhoz fehérjénként kii-
16nb6z6 médiumokat fejlesztettiink ki. Az immun-
reakcidhoz hasznalt kiilonb6z6 médiumok lehetnek:

« A oldat: 5% tej- (non fat dry milk) tartalmua TBS.

+ B oldat: 0,05% Tween 20 TBS-ben.

« Coldat: TBS.

o D oldat: 0,5%Tween 20 zselatinos TBS-ben.
o E oldat 0,05% Tween 20 zselatinos TBS-ben.
o F oldat: zselatinos TBS.

A primer antitestreakcié egy oran at 37 °C-on ter-
mosztatban ment végbe, folyamatos razas mellett.

Az immunreakcio kozege minden esetben a vizsgalt fe-
hérjére lett kifejlesztve. Az immunreakcio részleteit a
4-3. tabldazaton foglaltuk 6ssze. HRP-konjugatumokat
hasznaltunk a jelolésre. A tablazat ennek valtozatait
mutatja be, a teljesség igénye nélkiil.

AZ IMMUNREAKCIO ,,ELOHIVASA”

A peroxidazreakcio el6hivasahoz két kiilonbozo elja-
rast is alkalmaztunk:

Ni-DAB-reakcio eziistintenzifikalassal (Gallyas et
al., 2003)

Ni-DAB-reakcié:

Az el6hivas enzimreakcidn alapul: a szekunder an-
titesthez kotott peroxiddz enzim szubsztratja a H,O,.
A reakcio hatdsara a DAB elszinezddik, és a szinreak-
ciét a NiSO, erdsiti fel.

Eléhivéoldat: Ni-DAB-reagens

- 20 mg DAB (3,3-diamino-benzidin-tetrahidrok-

lorid)

- 56 mg nikkel-szulfat (NiSO, x 7H,0)

Mindkettét kiilon-kiilon feloldjuk 50-50 ml
TBS-ben.

Az oldédas utan dsszedntjiik, és a Ni-DAB-oldatba
50 ul 30%-o0s H,O,-t tesziink. Az igy frissen késziilt
el6hivooldatba helyezziik a membrant, és megvarjuk,
amig a szinreakcié kifejlédik. A szinreakci6 lealli-
tasahoz a membrant 1%-o0s natrium-acetat-oldatba
tessziik néhdny percre.

Eziistintenzifikdlds:

A Ni-DAB-os immundetektalast kovetden az eziist-
erésitést a kovetkezd elegyben végezziik [Na-volfram-
atot és C-vitamint (gyogyszertari ampulla) tartalma-
z0 oldat].

Oldatok:

- 60 ml A oldat (pufferolt detergenssel stabilizalt

Ag-kolloid-oldat).
- 7,5 ml B oldat: 5% Na-volframat-dihidrat.
- 7,5 ml C oldat: 0,2% aszkorbinsav vizes oldata.
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4-3. tabldzat. Fehérje detektalasa immunreakcidval®

Modszer I 2. 3.
blokkolas A oldat 3% tejes zselatinos TBS 1% BSA zselatinos TBS
mosas - C oldat C oldat

primer antitest

poliklonalis antipatkany IgA
(kecske)
1:50 higitas A oldatban

poliklonalis anti-tojasfehérje
lizozim (nyul)
1:50 higitas D oldatban

antihuman laktoferrin (nyul)
1:50 higitas F oldatban

mosas 4 x 5 perc B oldat

5 x 10 perc D oldat

5 x 10 perc E oldat

szekunder antit- | antikecske immunglobulin
est: (nyul)
1:1000 higitas A oldatban

antinyul immunglobulin (disznd)
1:1000 higitas F oldatban

antinyul immunglobulin
(diszno)
1:1000 higitas F oldatban

mosas 3 x 10 perc B oldat

10 perc C oldat

10 perc D oldat
3 x 10 perc C oldat

3 x 10 perc E oldat
10 perc C oldat

*Az immunreakcié kozege minden esetben a vizsgalt fehérjékre lett kifejlesztve. HRP konjugatumokat hasznaltunk a jelo-

lésre. A tablazat ennek valtozatait mutatja be, a teljesség igénye nélkiil.

Kozvetleniil hasznalat elott készitjiik el a harom
komponens keverékét az el6bbi aranyban. Az el6hi-
vas soran a kivant intenzitas eléréséig tart a kezelés.
Az eziistozési reakcio leallitasahoz 1%-os ecetsavol-
datot hasznalunk.

Az el6hivott membrant iiveglapon szaritjuk tri-

desztillalt vizzel atitatott sziirépapir kozott. A meg-
szaradt membranok szaraz koriilmények kozott, szo-
bahémérsékleten, fénytdl védve archivalhatok (4-13.
dbra).
Kemilumineszcencia (ECL, enhanced chemilu-
minescence). A kemilumineszcencia az a fényki-
bocsatas, amely a kémiai reakcid soran felszabaduld
energiabdl keletkezik. Leggyakrabban peroxidaz en-
zimmel konjugalt masodik antitestet hasznaltunk a
detektalashoz, amely ECL esetében a kovetkezd reak-
ciéséman alapul:

luminol + H,O, + peroxiddz = luminol” + fény

- 75 kDa

4-13. dbra. Western blotting. Gallyas-féle immundetekta-
las (minta: human kénymintak, laktoferrin; detektalas: Ni-
DAB + eziist)

A fényjel gyorsan csokken (flash tipust kemilumi-
neszcencia), ezért an. erdsit6t is hasznalunk.

Az immunoblott ECL detektalasat a 4-14. és 4-15.
abrdn mutatjuk be: a membranhoz kotott, detektalni
kivant fehérjéhez el6szor hozzakapcsolodik a primer
antitest, majd a torma-peroxidaz-konjugatummal je-
161t szekunder antitest. Erdsitd agensként parajodo-
fenolt alkalmaztunk, ezutén a H,O,- és luminoltar-
talmu reagens hozzaadasaval fénykibocsatas torténik,
amelyet detektalunk.

A parajodofenol mint jol bevalt erésit6 hatasara a
kemilumineszcencia-intenzitas percekig stabil ma-

ECL-immunoblottolas elve

eléhivas
és
analizis

H,0,+

luminol

e

v erésité

(p-iodofenol)

jelolt masodik
antitest
A elsd antitest
fehérje antigén ‘

nitrocelluldzmembran

KODAK
Image Station
2000R

CCD technika

kvantitativ
értékelés

4-14. dbra. Western blotting; az ECL-detektalas elve
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rad, a csokkenés lassan megy végbe. Az oldat pH-ja-
nak novelése is nagyobb jelet eredményez.

Altalunk kiprébdlt és ajdnlott ECL-reagensek:
« Kereskedelmi forgalomba kaphat6 gyari kit:
SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Pierce Biotechnology Inc.) 34077; 50
ml Luminol/Enhancer + 50 ml Stable Peroxide
(szubsztrat)
A reagens szobahémérsékleten tartando, kb.
1 évig stabil, a gyari ajanlds szerint 800 cm?” felii-
letre elegendd.

A kereskedelmi forgalomban ma mar akar
1000-szer érzékenyebb reagens is elérhetd. Mi
konnyfehérjék identifikalasaban hasznéltuk.

« ,Hazilag’, laboratériumunkban késziilt reagens-

elegy:
— Luminololdat (10 ml):

4-15. dbra. Western blotting; lizozim ECL-detektaldsa

0,1 M TRIS-HCI puffer, pH 9,35 100 ml-ében
78 mg luminol + 95 mg parajodofenol egytitt
oldva.

- Szubsztrdt: 10 Wl H 0,

Az eljaras részletezése:

1. A gyari reagenseknél a két komponenst (luminol
és szubsztrat) 1:1 ardnyban elegyitjiik, a sziikséges
mennyiségnek megfeleléen. Az Osszekevert rea-
gens szobahémérsékleten 6rakig stabil marad. Ov-
juk az oldatot erds fénytol.

2. Az ECL-reagenssel val6 el6hivas két modja isme-
retes:

« Folyadékfilmmel, amely a takarékos valtozat.

» A membrant éles felével folfelé reagensbe merit-
jik. Ez utobbi érzékenyebb és stabilabb detekta-
last eredményez.

3. Fényszegény kornyezetben inkubaljuk 5 percig.

4. Az értékelés esetiinkben KODAK Image Station
2000R késziilékkel végeztiik, de ez késziilék hia-
nyaban rontgenfilm-expoziciéval is helyettesithe-
t6.

A KODAK Image Station 2000R késziilék:

CCD (charge-coupled device) technikat alkalmaz:
lényege, hogy a detektorba érkezé fotonok egyenként,
kozvetleniil szamolhatdk, igy ez a mddszer kvantita-
tiv értékelésre is alkalmas.

Lactoferrin (1BKA) 77572Da
Serum albumin (AAASE79E)

ism eretlen

. A Beta actin (Q53G76) 42036Da

' — G -°2 71177Da
- ..
-y
il

-pHL E1F1 (154810) 15088Da
-laerim al (AAM34338) 150880a
-lg light chain Fab fragment
a5b7 chain a (1ADDA) 23431Da
-lg kappa chain V-lll region
(K3HUGO) 11837Da

Lacrimal lipocalin (LCHUL)
1940904

4-16. dbra. MS-kom-
patibilis detektalast
kévetd konnyfehér-
je-azonositds
(MALDI TOF)
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A CCD-kameras felvétel a beren-
dezés sajat szoftverével értékelhetd. Ez
lehet6séget ad mind automata, mind
kézi vezérlést elemzésre. Az alappara-
méterek egy adott teriiletrdl a kovet-
kezok lehetnek:

- atlagos fényintenzitas

— az Osszes képpont szummalt (0sz-

szegzett) jele

- nettd intenzitds (az Osszes kép-

pont szummalt jele — a hattér in-
tenzitas)

- a teriilet nagysaga, alakja stb.

A berendezés ugyanakkor alkalmas
a kép valos idejli kovetésére, azaz ki-
netikus mérésre és a jel/zaj viszony
optimalizalasara is. Hagyomanyos fes-
tett gélek (4-16. dbra) és fluoreszcenci-
asan jelzett gélek fotdzasa (4-17. dbra)
és kiértékelése szintén (2 x 2 cm-t61 20
x 20 cm nagysagig) lehetséges ezzel a
technikédval (4-18. dbra).

altalanos fehérjejelélés

'

anionos festék indian tinta

(pl. CBB)

radioaktiv jelolési
2. antitesttel

autoradiografia
(réntgenfilm)

98 kDa -
62 kDa -

49 kDa -

21 kDa -

14 kDa -

pH 3.0

pH 10.0

4-17. dbra. 2D DIGE analizis (fluoreszcens jel6léssel).
A szeparalas itt is az O’Farrell-technikan alapszik

gélelektroforézises elvalasztas

kolloidalis arany

enzim jelolési
2. antitesttel

kromogén szubsztrat
(vagy ECL)

l

fehérjetranszfer immobilizalt membranra

\

specifikus fehérjejeldlés

'

a nem szaturalt kotéhely blokkolasa

'

inkubacio az 1. antitesttel
(vagy lektinnel)

inkubacié a jeldlt 2. antitesttel
(kdzvetlenil az 1. antitesttel szemben)

'

az antigén-antitest komplex megjelenitése

arany jelolési
2. antitesttel

fluoreszcensen jelolt
2. antitest

|

tetszés szerinti intenzifikalas ultraibolya megvilagitas

(ezustfestés)

4-18. dbra. Fehérjejelolési médok a blottingot kovetSen (osszefoglalas)
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Dokumentacié. A gélfotokat alsé megvilagitasbol
(transzparencia), Fuji Velvia 50 ASA filmre készitet-
tik, ill. szamitogépes, digitalis technikaval rogzitet-
tik.

POLIAKRILAMIDGEL-LEMEZ SZARITASA
ZSELATINNAL (POPESCU SZERINT [15])

A mddszer vékony és nagy poliakrilamid-koncentra-

cioju gradiens lemezek szaritasara alkalmas. 0,8 mm

vastagsagu, 17-25%-os koncentracioju lemezgélek

toredezés nélkiil leszarithatok.

1. A festett géleket differencialas, a festetlen géleket
40%-0s etanolban vald 1-2 Oras fixalas utdn 7,5%
ecetsavat és 1,5% glicerint tartalmazé oldatban az-
tatjuk 2 6ran at, szobahdmérsékleten.

2. Az igy el6készitett géllemezt vizszintezett plexilap-
ra helyezziik. A gél és a plexilap kozé szorult bubo-
rékokat ovatosan eltavolitjuk. A gél felszinérdl és
széleirdl a felesleges folyadékot felitatjuk.

3. Haztartasi zselatin 5%-os vizes oldatat (+ 0,02%
Na-azid) még forré allapotban, 1-2 mm castagsag-
ban a gélfelszinre rétegezziik, vigyazva arra, hogy
az a széleken ne csorduljon le. 1-2 éra mulva, ami-
kor a zselatin mar elég viszkdzus, de még nem gél
allapotd, a lemezszélekre pipettaval ujabb zselatin-
réteget hizunk ugy, hogy az kb. 1,0-1,5 cm széles-
ségben raterjedjen a plexilapra is.

Igy a géllemezt boritd zselatinréteg kozépiitt véko-

nyabb, mint a széleken. Ez az eléfeltétele a deforma-

l6das nélkiili szaradasnak.

A lemez szobahdmérsékleten 36-48 6ra alatt lesza-
rad. Teljes szaradas utan a plexilaprdl film formaja-
ban lehtzhaté.

Ajanlatos a gélfilmet sima felszinek kozott tarolni.

IRODALOM
A modszertanok eredeti forrasai szerint

[1] BONNER, W. M., LASKEY, R. A.: A film detection me-
thod for tritium-labelled proteins and nucleic acids in
polyacrylamide gels. Eur. J. Biochem. 46: 83-88, 1974.

[2] BURNETTE, W. N.: ,Western Blotting™: electrophoretic
transfer of proteins from sodium dodecyl sulfate-po-
lyacrylamide gels to unmodified nitrocellulose and ra-
diographic detectation with antibody and radioiodina-
ted protein A. Anal. Biochem. 112:195-203, 1981.

[3] Davis, B. J.: Disc Electrophoresis. 2. Method and appli-
cation to human serum proteins. Ann. New York Acad.
Sci. 121:404-427, 1964.

[4] O’FARRELL, P. H.: High resolution two-dimensional
electrophoresis of proteins. J. Biol. Chem., 250:4007-
4021, 1975.

[5] GERSHONL, J. M., PALADE, G.E.: Protein blotting: prin-
ciples and applications. Anal. Biochem. 131:1-45, 1983.

[6] GIuLIAN, G. G. et al.: Improved methodology for analy-
sis and quantitation of proteins on one-dimensional sil-
ver stained slab gels. Anal. Biochem. 128:277-287, 1983.

[7] GRomoOVA, L. CELIS, J. E.: Protein detection in gels by sil-
ver staining: A procedure compatible with mass-spect-
rometry. In: Celis, J. E., Carter, N., Hunter, T. et al. (eds):
Cell Biology: Laboratory Handbook. 3™ Ed. Academic
Press, Elsevier, 2006.

[8] LaEmmtLi, U. K.: Cleavage of structural proteins du-
ring assembly of the head bacteriopghage T4. Nature
227:680-685, 1970.

[9] LuDANY, A., GALLYAS, F., GASZNER, B. et al.: Skimmed
milk blocking improves silver post-intensification of
peroxidase-diamino-benzidine staining on nitrocel-
lulose membrane in immunoblotting. Electrophoresis
14:78-80, 1993.

[10] MARsSHALL, T.: Detection of protein in polyacryl-
amide gels using an improved silver stain. Anal. Bio-
chem. 136:340-346, 1984.

[11] MaRrsHALL, T., WiLLiams, K. M.: Sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis of urine:
concentration of urinary proteins by precipitation with
Coomassie Blue. Clin. Chem. 39/11:2314-2318, 1993.

[12] MARrsHALL, T., WiLLiams, K.: Two-dimensional
electrophoresis of human urinary proteins following
concentration by dye precipitation. Electrophoresis
17:1265-1272, 1996.

[13] OrnsTEIN, L.: Disc Electrophoresis, 1. Backgro-
und and Theory. Ann. New York Acad. Sci. 121:321-
349,1964.

[14] OTEY, C. A, KaLNOsKI, M. H., BuLINsky, J. C.: A pro-
cedure for the immunoblotting of proteins separated
on isoelectric focusing gels. Anal. Biochem. 157:71-76,
1986.

[15] PopEscu, O.: A simple method for drying polyacryl-
amide slab gels using glycerol and gelatin. Electropho-
resis 4:432-433, 1983.

[16] SamMMoONs, D. W. et al.: Ultrasensitive silver-based
color staining of polypeptides in polyacrylamide gels.
Electrophoresis 2:135-141, 1981.

[17] TowsiN, H. et al.: Electrophoretic transfer of proteins
from polyacrilamide gels to nitro-cellulose sheets: pro-
cedure and some applications. Proc. Natl. Acad. Sci.
76:4350-4354, 1979.



Az analitikai kémia mddszerei a fehérjekutatasban — Fehérjevalasztasi és fehérjedetektalasi technikak 99

[18] WESTERMEIER, R.: Electrophoresis in Practice. 4™ Ed.
Wiley-VCH Verlag GmbH Co. KgaA, Weinheim, 2005.
(Ajanlott 6sszefoglalé munka)

[19] WiLLouGHBY, E. W., LAMBERT, A.: A sensitive sil-
ver stain for protein in agarose gel. Anal. Biochem.
130:353-358, 1983.

[20] WANG, XUCHU et al.: A modified CBB staining me-
thod at nanogram sensitivity compatible with proteo-
mic analysis. Biotechnol. Lett. 29:1599-1603, 2007.

A gradiens gél kialakitasahoz

[21] WORK, E. (eds): Laboratory techniques in biochemis-
try and molecular biology. Vol. 2. North-Holland pub-
lishing Company, Amsterdam-London, 1970.






