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Fehérjekoncentracié meghatarozasa higitasi sorral

Bevezetés

Az els6 laborgyakorlat célja a fehérjekoncentracido meghatéarozasa volt, higitasi
sor készitésével. Az elkészitett higitasi sorokban az oldatok abszorbanciajat
meértiik, kiilonb6z6 miiszerekkel.

Felhasznalt anyagok, eszkozok

e kék szinnel jelolt pipetta (100-1000 pl mérettartomany)
e sarga szinnel jelolt pipetta (10-100 ul mérettartomény)
e 96 well plate

e fehérje torzsoldat

e Bradford reagens

o desztillalt viz

e Thermo Scientific NanoDrop

e TECAN SPARK 20M

A gyakorlat menete

A gyakorlat soran parokban, fejenként 4 db, 6 pontos felezd higitasi sort ké-
szitettlink, 96 well plate-en.

anyagok pontos kiméréséhez 2 kiilonb6z6 mérettartomanyd pipettat hasznal-
tunk. Ehhez felelevenitettiik a pipetta helyes hasznalatanak 1épéseit.

A pipetta hasznalata

1. a megfelel mérettartomanyu pipetta kivalasztasa
2. beallitjuk a kivant mennyiséget

3. a pipettahegy felvétele (a pipetta mérete alapjan)
4. gomb lenyomasa az elsé iitkozésig

5. a pipettahegy folyadékba meritése 2-3 mm mélyen

6. a nyomogomb lassi felengedése (igy lehet biztositani, hogy ne keriiljenek
légbuborékok a pipetta hegyébe)

7. a folyadék kiengedése: a gombot lassan lenyomjuk az elsd, majd a mésodik
titkozésig mig a folyadék teljesen kiiiriil a pipettahegybdl

8. a pipettahegy eltavolitasa
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Az elkészitett higitéasi sor abszorbanciajat elszér NanoDrop 2000 spektrofoto-
méterrel mértiik. Ezek utan minden méasodik sorhoz Bradford-reagenst adtunk,
majd a teljes plate abszrobanciajat mértiik, Tecan Spark 20M miiszerrel.

Higitasi sor készitése
Minden hallgato6 4 higitasi sort készitett, az alabbi moédon:
e torzsoldat + viz (100 pl)
e torzsoldat + viz 4+ Bradford (120 pul)
e térzsoldat + viz (50 pul)
e torzsoldat + viz + Bradford (60 pl)

Az anyagok pontos arényét az [1] tablazat tartalmazza.

7. oszlop

8. oszlop

9. oszlop

10. oszlop

ism. minta 100

wl

ism. minta 100
1l + 20 pl Brad-
ford

ism. minta 50 pl

ism. minta 50
11 + 10 pl Brad-
ford

ires ires ires ires

100 pl blank 100 pl blank + | 50 pl blank 50 pl blank + 10
20 pl Bradford 11 Bradford

100 pl 0,125 | 100 pl 0,125 | 50 pl 0,125 | 50 pl 0,125

mg/ml mg/ml + 20 pl | mg/ml mg/ml + 10 pul
Bradford Bradford

100 pl 025100 wl 0,25 |50 wl 02550 wpl 0,25

mg/ml mg/ml + 20 pl | mg/ml mg/ml + 10 pul
Bradford Bradford

100wl 05100 wl 05|50 ul0,5mg/ml | 50 pl 0,5 mg/ml

mg/ml mg/ml + 20 pl + 10 pl Brad-
Bradford ford

100 pl 1 mg/ml | 100 pl 1 mg/ml | 50 pl 1 mg/ml 50 pl 1 mg/ml +
+ 20 pl Brad- 10 pl Bradford
ford

100 pl 2 mg/ml | 100 pl 2 mg/ml | 50 pl 2 mg/ml 50 pl 2 mg/ml +
+ 20 pl Brad- 10 pl Bradford
ford

1. tablazat. A 4 higitasi sor

A kapott higitasi sorokat a [l Abra mutatja be. (Az 1, 2, 3, 4-es oszlopokat

mérépartnerem, Szakadati Helga készitette a tablazat értékeit kovetve.)
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1. 4bra. A plate a higitési sor elkészitése utén

Meérés — NanoDrop 2000 spektrofotométer

Az egyes oldatok abszorbancianak méréséhez elGszor NanoDrop miiszert hasz-
naltunk, mely egyetlen csepp (2 ul) folyadék elnyelési tulajdonsagait méri.
A feliilet tisztitdsa utan a blank (C3-as cellaban 1évs) folyadékkal nullaztam a
mérémiszert. Ezt kovetGen, a legalacsonyabb koncentraciotol, a legmagasabb
felé haladva megmértem az oldatok abszorbanciajat 280 nm-en. Végiil, a pi-
petta hegyének cseréje utan, az ismeretlen fehérje abszorbanciajat is lemértem.
Minden mérés kozott letakaritottam a miszer feliiletét.
A kapott eredményeket a [2] tablazat tartalmazza.

| Minta koordinata | Abs280 |

C3 0,0034
D3 0,0094
E3 0,0175
F3 0,0323
G3 0,0611
H3 0,1215
ismeretlen fehérje | 0,0645

2. tablazat. Az 3. higitési sor abszorbanciaja 280 nm-en
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Mérés-TECAN Spark 20M

Miutén minden mésodik higitasi sorhoz Bradford-reagenst adtunk, a plate-et
Tecan mitszerbe helyeztiik, mely megmeérte az oldataink abszorbanciajat 280,
465 és 595 nm-en. A "sima" oldatok esetében a 280 nm-en, a Bradford-reagenst

tartalmazo oldatok abszorbancidjat pedig 595 nm-en szadmolom.

A hérom mérési eredmeényt a [2] [3] [ abrak tartalmazzak. Az altalam készitett

higitéasi sorok eredményeit félkdvérrel emeltem ki.

<>

2,9348
3,4401
2,9503
2,9301
2,9187
2,9793

3,05
3,1102

T 0 "moo @ >

<>

0,1766

0,616
0,2963
0,2377
0,1939
0,2129
0,2592
0,2903

I QT Mmgn@m >

3,2265
3,508
3,166

3,1937
3,282

3,2225

3,2107

3,2709

1,0088
0,654
1,1315
1,0356
1,117
1,1216
0,8118
1,096

3,0362
3,5027
2,8721
2,8778
2,8538
2,9731
2,8792
3,1059

. abra.

0,1564
0,6854
0,1263
0,1276
0,1164
0,1043
0,0965
0,1318

3,0819
3,2905
3,0206
3,0646
3,1112
3,1191
3,1419
3,2556

0,2207
0,4348
0,4536
0,4005
0,4702
0,3739
0,2251
0,4485

3,3499
3,4146
3,4718
3,4301
3,4734
3,4342
3,5241
3,4834

0,4591
0,5827
0,7435
0,5998

0,616
0,6708
0,6411
0,6178

3,3674
3,4188
3,3966
3,4148
3,3547
3,4196
3,5082
3,5678

0,5387
0,5671
0,5858
0,6041
0,4834
0,6143
0,6664
0,6841

2,909
3,4676
2,8821
2,033
2,7951
2,8454
2,3967
3,0244

A kapott eredmények 280

0,1238
0,6859
0,1163
0,1303
0,1084
0,1233

0,114
0,1298

3,4183  2,9882
3,619  3,4397
3,1857 2,9373
3,2469  2,8592
3,168 2,9846
3,2272 2,869
3,3883  2,9936
3,3654  3,0777
nm-en

0,7495
0,6634
1,2661

1,009
1,0824
0,7761
0,8328
0,7536

0,1348
0,6588

0,168
0,1395
0,1629
0,1226
0,1486
0,1633

. abra. A kapott eredmények 465 nm-en

3,2602
3,3813
3,2428
3,1364
3,1534
3,2735

3,214
3,4065

0,3262

0,578
0,6788
0,4842
0,4834
0,5319
0,5807
0,5866

3,5508
3,4968
3,3937
3,4607
3,4717

3,458
3,4064
3,4143

0,65
0,5832
0,5812
0,5883
0,6187
0,6237
0,5922
0,5066

3,6178
3,4378
3,4278
3,4769
3,4798
3,3913
3,4463
3,4172

0,6052
0,5144
0,522
0,5526
0,6
0,5371
0,5623
0,5205

A 0,1577
B 0,5824

C 0,2662
D 0,2094
3 0,1733
F 0,1893
G 0,231
H 0,2588

0,9557

0,609
0,5421
0,8231
1,0867
0,9561
1,3301
1,4256

0,1483
0,6488

0,114
0,1122
0,1032
0,0892
0,0845
0,1136

. dbra

1,1575
0,4039
0,3727
0,8755
0,9546
1,1071
1,1548
1,1366

0,425
0,5439
0,6989
0,5568
0,5759
0,6327
0,6028
0,5782

0,5078
0,5333
0,5532
0,5695
0,4433

0,571
0,6243
0,6437

0,1087
0,6578
0,0971
0,1104
0,1022
0,1086
0,0094
0,1134

1,5236

0,625
0,6335
1,0824
0,9582
1,2586
1,4144
1,4145

0,119
0,6401

0,148
0,1252
0,1437
0,1067
0,1302

0,143

. A kapott eredmények 595 nm-en

1,4182
0,5582
0,4703
0,9312
1,0003
1,2451

0,927
1,2784

0,6061
0,5462
0,5488

0,552
0,5848
0,5909
0,5803
0,4968

0,5519
0,4779
0,4923
0,5211
0,5683
0,5126
0,5384
0,4995
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A mérés kiértékelése

A mérések elvégzése utan a kapott eredményeket (abszorbancia) a koncentréa-
ci6 fliggvényében grafikonon abrazoltam, majd linearis kalibraciés gorbét illesz-
tettem a kapott pontokra. A kapott egyenes alapjan a grafikonon feltiintettem
az egyenes egyenletét, valamint R2-et. A kapott kalibracios gérbéket a @,
és a[0] 4brak mutatjak be.

A 8. és 10. higitési sor kalibracios gorbéjének szdmolasakor az eredeti koncent-
raciokat korrigaltam a hozzdadott Bradford-reagens mennyisége alapjan. A H
cellaban 1év6 koncentracio igy (100 % 2)/120 = 1,667 mg/ml -re valtozik (az 50
ul-es esetben is), ezt az els§ esethez hasonloan felezem a tovabbi cellakban.

Az egyenes egyenlete alapjan visszaszamoltam az ismeretlen fehérjeoldat kon-
centraciojat:

kapott abszorbancia = y — az egyenlet alapjan megkaptam x (koncentrécio)
értékét

Az eredményéket a [3|tablazat tartalmazza.

’ Meérési modszer Koncentracié (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. tablazat. Az ismeretlen fehérjeoldat koncentracioja a kiillonb6z6 mérési ered-
mények alapjan

A kapott eredmények atlaga: 1,356 mg/ml, szorasa: 0,453
NanoDrop

y=0,05583x + 0,0026

L ]
R*=09998 .

o 0,5 1 15 2 25

Koncentracid (mg/ml)

5. abra. A 3. higitasi sor kalibracios gorbéje a NanoDrop miiszerrel végzett
meérés alapjan.
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Tecan-100 ul

y=0,0986x+2,8108 ¢
3 R*=0,7801 o™

29 .

Abs280

2,85 .
28 .

275
o 05 1 I 2 25

Koncentracid {mg/ml)

6. abra. A 7. higitasi sor kalibracios gorbéje a Tecan miiszerrel végzett mérés
alapjéan.

Tecan-100 ul
18

y=0,3730x + 0,9257
16 =080 e

: Y I FPPEY. oo z

12

Abs595

0 02 04 06 0,8 1 1,2 1,4 16 18

Koncentracié {mg/ml)

7. abra. A 8. higitasi sor kalibracios gérbéje a Tecan miiszerrel végzett mérés
alapjan.

Tecan-50 ul

y=0,0012x + 2,888 @
3,05 RZ =0, 7087~

Abs280
e
=)
el

0 05 1 15 ) 25

Kencentracio (mg/mil)

8. dbra. A 9. higitési sor kalibraciés gérbéje a Tecan miszerrel végzett mérés
alapjan.
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Tecan-50 ul
y=0,2044% + 0,817

0 02 04 06 08 i 12 14 16 18

Koncentracid (mg/ml)

9. abra. A 10. higitasi sor kalibracios gorbéje a Tecan miiszerrel végzett mérés
alapjan.



