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Fehérjekoncentráció meghatározása higítási sorral

Bevezetés
Az első laborgyakorlat célja a fehérjekoncentráció meghatározása volt, higítási
sor készítésével. Az elkészített higítási sorokban az oldatok abszorbanciáját
mértük, különböző műszerekkel.

Felhasznált anyagok, eszközök
• kék színnel jelölt pipetta (100-1000 µl mérettartomány)

• sárga színnel jelölt pipetta (10-100 µl mérettartomány)

• 96 well plate

• fehérje törzsoldat

• Bradford reagens

• desztillált víz

• Thermo Scientific NanoDrop

• TECAN SPARK 20M

A gyakorlat menete
A gyakorlat során párokban, fejenként 4 db, 6 pontos felező higítási sort ké-

szítettünk, 96 well plate-en.
A higítási sorhoz 2 mg/ml koncentrációjú fehérje törzsoldattal dolgoztunk. Az
anyagok pontos kiméréséhez 2 különböző mérettartományú pipettát használ-
tunk. Ehhez felelevenítettük a pipetta helyes használatának lépéseit.

A pipetta használata
1. a megfelelő mérettartományú pipetta kiválasztása

2. beállítjuk a kívánt mennyiséget

3. a pipettahegy felvétele (a pipetta mérete alapján)

4. gomb lenyomása az első ütközésig

5. a pipettahegy folyadékba merítése 2-3 mm mélyen

6. a nyomógomb lassú felengedése (így lehet biztosítani, hogy ne kerüljenek
légbuborékok a pipetta hegyébe)

7. a folyadék kiengedése: a gombot lassan lenyomjuk az első, majd a második
ütközésig míg a folyadék teljesen kiürül a pipettahegyből

8. a pipettahegy eltávolítása
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Az elkészített higítási sor abszorbanciáját először NanoDrop 2000 spektrofoto-
méterrel mértük. Ezek után minden második sorhoz Bradford-reagenst adtunk,
majd a teljes plate abszrobanciáját mértük, Tecan Spark 20M műszerrel.

Higítási sor készítése
Minden hallgató 4 higítási sort készített, az alábbi módon:

• törzsoldat + víz (100 µl)

• törzsoldat + víz + Bradford (120 µl)

• törzsoldat + víz (50 µl)

• törzsoldat + víz + Bradford (60 µl)

Az anyagok pontos arányát az 1 táblázat tartalmazza.

7. oszlop 8. oszlop 9. oszlop 10. oszlop
A ism. minta 100

µl
ism. minta 100
µl + 20 µl Brad-
ford

ism. minta 50 µl ism. minta 50
µl + 10 µl Brad-
ford

B üres üres üres üres
C 100 µl blank 100 µl blank +

20 µl Bradford
50 µl blank 50 µl blank + 10

µl Bradford
D 100 µl 0,125

mg/ml
100 µl 0,125
mg/ml + 20 µl
Bradford

50 µl 0,125
mg/ml

50 µl 0,125
mg/ml + 10 µl
Bradford

E 100 µl 0,25
mg/ml

100 µl 0,25
mg/ml + 20 µl
Bradford

50 µl 0,25
mg/ml

50 µl 0,25
mg/ml + 10 µl
Bradford

F 100 µl 0,5
mg/ml

100 µl 0,5
mg/ml + 20 µl
Bradford

50 µl 0,5 mg/ml 50 µl 0,5 mg/ml
+ 10 µl Brad-
ford

G 100 µl 1 mg/ml 100 µl 1 mg/ml
+ 20 µl Brad-
ford

50 µl 1 mg/ml 50 µl 1 mg/ml +
10 µl Bradford

H 100 µl 2 mg/ml 100 µl 2 mg/ml
+ 20 µl Brad-
ford

50 µl 2 mg/ml 50 µl 2 mg/ml +
10 µl Bradford

1. táblázat. A 4 higítási sor

A kapott higítási sorokat a 1 ábra mutatja be. (Az 1, 2, 3, 4-es oszlopokat
mérőpartnerem, Szakadáti Helga készítette a 1 táblázat értékeit követve.)
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1. ábra. A plate a higítási sor elkészítése után

Mérés – NanoDrop 2000 spektrofotométer
Az egyes oldatok abszorbanciának méréséhez először NanoDrop műszert hasz-

náltunk, mely egyetlen csepp (2 µl) folyadék elnyelési tulajdonságait méri.
A felület tisztítása után a blank (C3-as cellában lévő) folyadékkal nulláztam a
mérőműszert. Ezt követően, a legalacsonyabb koncentrációtól, a legmagasabb
felé haladva megmértem az oldatok abszorbanciáját 280 nm-en. Végül, a pi-
petta hegyének cseréje után, az ismeretlen fehérje abszorbanciáját is lemértem.
Minden mérés között letakarítottam a műszer felületét.
A kapott eredményeket a 2 táblázat tartalmazza.

Minta koordináta Abs280
C3 0,0034
D3 0,0094
E3 0,0175
F3 0,0323
G3 0,0611
H3 0,1215

ismeretlen fehérje 0,0645

2. táblázat. Az 3. higítási sor abszorbanciája 280 nm-en
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Mérés-TECAN Spark 20M
Miután minden második higítási sorhoz Bradford-reagenst adtunk, a plate-et

Tecan műszerbe helyeztük, mely megmérte az oldataink abszorbanciáját 280,
465 és 595 nm-en. A "sima" oldatok esetében a 280 nm-en, a Bradford-reagenst
tartalmazó oldatok abszorbanciáját pedig 595 nm-en számolom.
A három mérési eredményt a 2, 3, 4 ábrák tartalmazzák. Az általam készített
higítási sorok eredményeit félkövérrel emeltem ki.

2. ábra. A kapott eredmények 280 nm-en

3. ábra. A kapott eredmények 465 nm-en

4. ábra. A kapott eredmények 595 nm-en
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A mérés kiértékelése
A mérések elvégzése után a kapott eredményeket (abszorbancia) a koncentrá-

ció függvényében grafikonon ábrázoltam, majd lineáris kalibrációs görbét illesz-
tettem a kapott pontokra. A kapott egyenes alapján a grafikonon feltüntettem
az egyenes egyenletét, valamint R2-et. A kapott kalibrációs görbéket a 6, 7, 8
és a 9 ábrák mutatják be.
A 8. és 10. higítási sor kalibrációs görbéjének számolásakor az eredeti koncent-
rációkat korrigáltam a hozzáadott Bradford-reagens mennyisége alapján. A H
cellában lévő koncentráció így (100 ∗ 2)/120 = 1, 667 mg/ml -re változik (az 50
µl-es esetben is), ezt az első esethez hasonlóan felezem a további cellákban.
Az egyenes egyenlete alapján visszaszámoltam az ismeretlen fehérjeoldat kon-
centrációját:
kapott abszorbancia = y → az egyenlet alapján megkaptam x (koncentráció)
értékét

Az eredményéket a 3 táblázat tartalmazza.

Mérési módszer Koncentráció (mg/ml)
NanoDrop 50 ul, 280 nm 1,044
Tecan 100 ul, 280 nm 0,996
Tecan 100 ul, 595 nm 1,599
Tecan 50 ul, 280 nm 1,099
Tecan 50 ul, 595 nm 2,042

3. táblázat. Az ismeretlen fehérjeoldat koncentrációja a különböző mérési ered-
mények alapján

A kapott eredmények átlaga: 1,356 mg/ml, szórása: 0,453

5. ábra. A 3. higítási sor kalibrációs görbéje a NanoDrop műszerrel végzett
mérés alapján.
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6. ábra. A 7. higítási sor kalibrációs görbéje a Tecan műszerrel végzett mérés
alapján.

7. ábra. A 8. higítási sor kalibrációs görbéje a Tecan műszerrel végzett mérés
alapján.

8. ábra. A 9. higítási sor kalibrációs görbéje a Tecan műszerrel végzett mérés
alapján.
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9. ábra. A 10. higítási sor kalibrációs görbéje a Tecan műszerrel végzett mérés
alapján.
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