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Napjainkban a korszer(i fehérjeanalitikai metodikdk széles skalaja all a
tudomanyos kutatds és a gazdasagi termelés legkilonb6z6bb teriletein a fehérjék
vizsgéalataval foglalkoz6 szakemberek rendelkezésére. Az eljarasokat mliszeres-
analitikai mérési elviik alapjan csoportosithatjuk. Eszerint megkuldnbdztethetiink
spektrofotométer segitségével elvégezhet§ vizsgéalatokat (kolorimetrias, spektro-
fotometrias, turbidimetrids és fluorimetrias mérések), elektroforetikus maodsze-
reket, kromatografias eljarasokat és ultraszlirésen alapuld6 moédszereket.

Fentiek kozil els6sorban rendkivili felbontoképessége minimalis anyag-
igénye, viszonylag gyors kivitelezhet6sége és az egyszerre parhuzamosan vizsgéalhato
mintdk nagy szama kovetkeztében a poliakrilamid-gél elektroforézis (PAGE)
egyre kiemelkedd6bb jelent6ség.

1. A poliakrilamid-gél elektroforézis modszereinek attekintése

A poliakrilamid, az akrilamid ésaz N,N’-metilén-biszakrilamid térhalds szer-
kezetl polimerizacios terméke. A PAGE altalaban valamennyi fehérje elvalaszta-
sara és analizisére alkalmas. Azonos j6 eredménnyel szeparalhatok neutralis, ba-
zikus vagy savanylu karakter( fehérjék, mivel pedig maga a poliakrilamid-gél
teliesen inert, nem valtoztatja meg az elvalasztandé fehérjemolekulak nativ
tulajdonsagait (1).

Az utébbi masfél évtizedben a PAGE kilonb6z6 alaptipusait fejlesztették ki,
melyek a kovetkezdk:

— Savas kozegl poliakrilamid-gél elektroforézis (APAGE) (2),

— Natrium-dodecilszulfatos, lagos koézegl poliakrilamid-gél elektroforézis

(SDS PAGE) (3),
— lzoelekromos fokuszélas poliakrilamid-gélben (IF PAGE) (4).

Mindharom vizsgalati eljards lényege, hogy a megfelel6en elékészitett poli-
akrilamid-gélbe felvitt minta fehérjéi elektromos egyenfesziiltség hatasara vando-
rolnak a részecskével ellentétes toltési polus felé. A polipeptidek szeparadlédasa az
APAGE és az SDS PAGE rendszerében molekulatémeg szerint torténik. Az IF
PAGE-nél a fehérjemolekuladkra a gél molekulasz(ir6 hatast nem fejt ki — ilyen
a pérusrendszer -, hanem a gélben kialakult egy kontinuus pH gradiens sorozat,
s az elektromos térben a polipeptidek addig vandorolnak, mig az izoelektromos
pontjukat megfelel6 pH-ju helyig el nem érnek. Itt kicsapédnak, mozgékonysaguk
gyakorlatilag nullara csokken. Az azonos izoelektromos pontd fehérjék azonos
savban akkumulalédnak.

Az utébbi idében a felbontas tovabbi javitasara az egyes PAGE fehérje-
elvalasztasi eljarasokat kombinaltak. igy létrejott a kétdimenzids poliakrilamid-gél
elektroforézis. Tipusai a fenti roviditésekkel jeldlve a kdvetkezdk:

— APAGE (l. dimenzid) — SDS PAGE (Il. dimenzid),
— IF PAGE (1. dimenzi6) - SDS PAGE (ll. dimenzi6).
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2. A fehérjesavok detektalasanak lehetéségei poliakrilamid-gélben

A vonalgazdag fehérjespektrumok el6hivasa, azaz lathatova tétele tobb
maédon lehetséges:

— A szinezés amidofeketével a legrégebbi, a papirelektroforézis technikajabdl
atvett eljaras, ma mar kevéssé hasznalatos, mert nem eléggé érzékeny.

— Napjainkban legelterjedtebb moédszer a Coomassie Brillant Blue R —250-
nel, illetve G—250-nel, vagy ezekkel analég kémiai szerkezet(i, de més
fantazianevl szinezékekkel torténd eléhivas.

— Az elvalasztand6 fehérjéket jelezhetjik radioizotoppal, pl. 35 S izotdéppal
(5), s a fehérjemintadzatot a radioaktivitas mérésével detektalhatjuk az
elektroforézis utan.

— A szinezés legUjabb moédja az Ugynevezett ezlst szinezés, mely elényds
tulajdonsagai miatt egyre nagyobb teret hédit a PAGE technikaban.

A felsorolt detektalasi modszerek kdzott elsésorban a kimutatas érzékenysé-
gében van kulénbség. A gyakorlatban az egydimenziés PAGE esetében leginkdbb
a Coomassie Brillant Blue R és G 250 hasznélatos. Ha azonban a kombinalt, két-
dimenziés elektroforézissel dolgozunk, a kimutatandé fehérjemennyiség gyakran
csak néhany tiz nanogram, igy a szakirodalom szerint a csak mikrogram mennyi-
ségl fehérjét érzékel6 els6 harom detektalasi eljards nem eléggé érzékeny a teljes
szeparatumskala lathatova tételére.

A fentiek alapjan foglalkoztunk az ezist szinezés technikai kivitelezhet6sé-
gével.

3. Ezustszinezés fehérjék el6hivasara

Az ezistszinezést a poliakrilamid-gél elektroforézis gyakorlatdban az utobbi
5-6 évben dolgoztdk ki, s ma mar vilagviszonylatban kiterjedt szakirodalma
van. Tobbféle valtozatat is kidolgoztak, de az ezust proteinekhez valé két6désének
pontos mechanizmusat maig sem sikerilt tisztazni.

A fehérjék ezusttel t6rténd el6hivasanak ismereteink szerint két alapmédszere
alakult ki.

Fehérjék eziist szinezése , bevitt” aldehid-csoportok segitségével

A Tunan és Johannson altal leirt modszer (6) kivitelezése gy torténik, hogy
a fixalt, SDS PAGE esetén a Na-dodecilszulfattdl kimosott ferogramot glutér-
dialdchid oldatban aztatjdk. Ekkor aldehid-csoportok kapcsolédnak a polipeptid-

lancokra. A glutar-dialdehid feleslegét vizes moséassal eltavolitva megfelel6 lugos
ezlst oldatba keril a gél. Az oldatbdl az Ag+ ionok az aldehid-csoportokon adszor-
beéalédnak, majd redukalédnak. Ezaltal valnak lathatova a fehérjesavok. A szerzék
szerint a szinezés bruttd folyamata a kovetkezd:

red+2 Ag++ HD ~ red-0 +2 Ag+2 H+
A folyamat lépésekre bontva
a) red+ HD ~ red-0+2e-+2 H+
b) 2e-+2 Ag+ - 2Ag
Eziistszinezés Ag —fehérje komplexen keresztll

Az eljards azon alapszik, hogy a polipeptidekben eredetileg is vannak olyan
kémiailag aktiv centrumok, amelyek az ezist ionokkal komplexet képeznek. Az
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igy megkotott Ag+ ionokat azutan kilonféle redukélészerekkel sotét szind, kol-
loidalis eloszlasu fémezistté lehet alakitani.

E médszert irjdk le tobbek k6zott Sammons és munkatarsai (7,10) Wray és
munkatarsai (8), Oakley és munkatarsai (9) stb. Az eljarAsok mindegyike kulén-
leges vegyszerminGséget, hosszl id6ét és nagy korultekintést igényel.

4. Sajat modszer a PAGE fehérjespektrumok ezusttel torténé' detektalasara

Buzafehérjék vizsgalatdhoz laboratériumunkban reprodukaini prébaltuk a
fent emlitett, Sammons és munkatéarsai (1981) (7) altal leirt eljarast. Ez viszonylag
kdonnyen kivitelezhetének tiint. A kapott mintaalap-fehérjespektrum és hattér
egyarant — teljesen befeketedett. A fehérjesavok nyomai sem tlintek el6. Fel-
tételezésunk szerint ennek oka a nem megfelel6 vegyszerminéség volt. Célul
tlztik tehat ki, hogy a modszert igy médositsuk, hogy a mi koriilményeink
kozo6tt is hasznalhatd gélképet kapjunk.

Vizsgalatainkat lugos kdzegli SDS PAGE rendszerben végeztik. Megtartva
a Sammons altal leirt géllap el6készitést, Uj redukald kozeget alakitottunk ki
(11), (12), (13), (14), amely viszonylag gyorsan, kevés kdzbees6 segédmivelettel a
gélben megkotott dsszes Ag+ iont redukalja. A fehérjéhez nem kotétt redukalt
ezlst ezutdn Na-tioszulfat oldattal eltavolithaté és megmarad az el6hivott fehérje-
mintazat. A savok szine altalaban barnasfekete. A reakciokorilményeket standar-
dizalva jol reprodukéalhaté az eredmény.

A vizsgalathoz szikséges anyagok

Fehérjekicsapé és SDS kimoso furddk:

etanol — ecetsav — desztillalt viz (50 : 10 : 40) (A),
etanol — ecetsav — desztillalt viz (25 : 10 : 65) (B),
etanol - ecetsav - desztillalt viz (10 : 0,5: 89,5) ©).

Equilibralé oldat:

ezlstnitrat-oldat (1,9 g/cm3 (D).
El6hivé oldat:
1dm3hez 25 g nétrium-szulfit x 7 HD

5 g amidol

1 g kalium-bromid (E).
Eziist kimoso6 oldat.
1 dm3hez 80 g natrium-tioszulfat x 5 HD

8 g kalium-piroszulfit (F).

Lemoso oldat:
1 tf %-os ecetsav (0).

Az eljaras leirasa

Az elektroforézis befejeztével a géllapot 2x 1 6ran at az (A) oldatban, majd
2x1 6ran at a (B) oldatban aztatjuk. Egy-egy 6ra eltelte utan a folyadékot frissel
lecseréljuk. Végul fél 6raig a (C) oldatban tartjuk. Az ezist adszorbedltatdsa a
(D) oldatban torténik 1 éran keresztil. Ezt igen rovid desztillalt vizes o©blités
koveti, majd beletesszilk a gélt a frissen készitett (E) el6hivéba. A fehérjesavokon
kotodtt ezlst nehezebben redukalédik, mint a nem kotott, ezért a kép el6szor

negativan jelenik meg. A hivas soran azonban az atlatsz6 fehérje csikok sotétednek,
végil megjelenik a viszonylag s6tét hattérben a jol lathatdé pozitiv kép. Amikor
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7. dbra: Az altalunk-kidolgozott ezlst szinezési eljaras és a Coomassie Brillant Blue R—250-nel
torténé detektalas érzékenységének dsszehasonlitdsa (,A" 1—5. CBB 250 R-rel el6hivott mintak,
,B " 1—5. ezusttel el6hivott mintak)

Osszfehérje mennyiségek: 1.. 80 Mg., 2.: 40 ~g., 3.. 10 M g 4.: 1 g, 5.: 0,2/ig.

Vizsgalt buzafehérje: GK Tiszataj glutenin frakcidja

Mdédszer: Natrium-dodecil-szulfatos poliakrilamid-gél elektroforézis.



a savok szinmélysége mar nem né, a lapot a (G) oldattal és vizzel ledblitjik és az
(F) fixalé oldatba tessziik. A hattér hamarosan vilagosodni kezd. (Az egyenletes
érintkezést az oldattal ugy biztositjuk, hogy a kadat razégépen razatjuk.) A mive-
let kdzben a gélt néhanyszor az (F) oldatbdl kiemeljik és 40 —50 °C-os csapvizben
atmossuk, hogy a kioldddott ezist eltavolitasat ezzel meggyorsitsuk. Ha elértik a
megfelelen vilagos hatteret, vizzel kimossuk a tioszulfat maradékot.

A reakciék 22 °C-os kdzegben zajlanak le legoptiméalisabban.

Gélvastagsag 1,6 mm.

Az el6hivott gélképet lehetbleg atesé fényben fényképezziik.

A géllapot polietilén féliaba hegesztve h(it6szekrényben hosszabb ideig,
véaltozatlan minéségben tarolhatjuk.

Az 1 abran a GK Tiszatdj buzabdl el6allitott fehérje-glutenin frakciéjanak
SDS PAGE maddszerrel nyert fehérjespektruma lathat6. A jobboldali 6t oszlopban
ezlstreakcidval tettik lathatovad a savokat, a baloldali 6tben pedig Coomassie
Brillant Blue G 250-nel. A felvitt mintamennyiségek mindkét el6hivas esetében
azonos sorrendben kdvetik egymast. (Minta dsszfehérje: 1 80 fig 2. 40 fig 3. 10 fig
4, 17g 5. 0,2 ,rg)

Lathatd, hogy az ezisttel el6hivott mintalap savjai az 6tédik oszlopban is
jol lathatok és értékelhet6k, kdzel olyan mértékben, mint a Coomassie Brillant
Blue-val szinezettek koziil a 3. oszlop alegységei. Bar tul nagy fehérjekoncentracié
esetén az egyes savok osszefolyhatnak, azonban csdkkentve afelvitt minta mennyi-
ségét, ezek az alegységek is értékelhetévé valnak.
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UJABB MODSZER FEHERJE PAGE FEROGRAMOK EZUST SZINEZESERE
Horvathné Almaéssy K.

A nemzetkdzi irodalomban leirt fehérje poliakrilamid-gél elektroforézis
ezlstszinezési eljarasokat leegyszer(sitve kidolgoztunk egykénnyen kivitelezhetd
eléhivdo moddszert a ferogramok fehérjesavjainak lathatéva tetele céljabol. Az
eljaras jol reprodukalhaté, gyorsabb és kevésbé befolyasoljdk a reakciokorilmé-
nyek, mint az eddig ismert médszereket. Az érzékenység tapasztalataink szerint
kb. otvenszerese a Coomassie Brillant Blue-val torténé el6hivasnak. A kozonséges
fotovegyszer-minéség megfeleld.
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A NEWER METHOD FOR SILVER COLOURING OF PROTEIN PAGE
FEROGRAM

Horvath —Almassy, K.

The author simplified the silver colouring of the protein polyacrylamid gel
electrophoresis in the international literature described and worked up a lightly
accomplishable developer method for sightening of protein bands on the ferog-
rams. The method is a good reproducible, faster and the circumstances of the
reaction influence it less, than known methods until now. According to the author’s
experience the sensitivity of the method is about fifty times as much as the sen-
sitivity of the method with Coomassie Brillant Blue developed. Common photo
reagent quality is convenient.

HOBbIN METO[ OKPACKW CEPEBPOM PAGE 3JIEKTPO®PEPOIPAMMbI
BEENKOB

K. XopBaTH3 AnmMaluu

Mocne ynpouw,eHusi, OnuCaHHbIX B MEXAYyHapoaHOl TexHuyeckol nutepa-
Type MeToAoB OKpacku cepeGpom nosvakpua-amui renesoro  anekrpodopesa
6enkoB, 6bla1 paspaboTaH JIErKOBLIMNO/IHVMBIA METOA NPOSIBNIEHUS C LEbi Nosy-
YeHuss BUAMMBIX NOMOC 6enkoB Ha anekTpodeporpammax. MeTog XOpowo BOC-
npousesoanm, SABNAeETCA 6onee 6bICprIM N, N0 CpaBHEHWUD C N3BECTHbIMW B Hac-
TosiLee BpeMs MeToAaMu, Ha MpOBeAEeHUE aHa/iM3a He B/IMAIT YCMOBUS peakuuu.

Mo onbITHLIM AAHHBIM YyBCTBUTENBLHOCTL MeToga NpubAM3NTENBHO B NATLAECAT
pa3 npeBblllaeT 4YyBCTBUTENBHOCTb MeToAa NpPOsB/EHHUS € nomollplo Coomassie
Brillant Blue.

[Ons nposiBNeHUs COOTBETCTBYET MO KAa4yecTBY OObIKHOBEHHbIA (DOTOpPEaKTUB.

NEUE METHODE FUR DIE SILBERFARBUNG VON EIAEISS PAGE
FERROGRAMMEN

Horvathné Almassy, K.

Durch die Vereinfachung der Silberfarbungsverfahren der in der internationa-
len Literatur beschriebenen Eiwei3-Poliacrylamid-Gelelektrophorese wurde eine
leich ausfuhrbare Entwicklungsmethode zur Sichtbarmachung der Eiweil3streifen
von Ferrogrammen entwickelt. Das Verfahren ist gut reproduzierbar, schneller
und wird von den Reaktionsbedingungen weniger als die bisher bekannten
Methoden beeinflult. Die Empfindlichkeit betragt etwa das 50 fache der Ent-
wicklung mit Coomassie Brillant Blue. Die Qualitdt der Ublichen Photoche-
mikalie ist ausreichend.
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