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A fehérje paradoxon

Fehérje ujdonképzodés - vesztés naponta

/5@ bevitel
300g - szervezet osszes fehérjeszintézis
750 - 1zom

709 - emeészto enzim
209 - vérplazma
209 - fehérvérsejt
89 - hemoglobin
2g - bor
200g - ajrahasznositas 10g vesztés



A vérplazma osszetétele
- a fehérje paradoxon

Eredet. sejtalkoto

termek (pl. export fehérjék majbol)

Molekularis sajatsag: monoklonalis - aloumin

poliklonalis - globulinok



A vérplazma feherjék sorsa

Biologiai féléletido: képzodés - eliminacio

gyors: alvadasi faktorok, hormonok,
akut fazis fehérjek, biologiai
valaszmodositok

lassu: albumin, immunglobulinok



Plazma feheérjéek mennyiségi
mereése
Kisdzas, kicsapas - gravimetria

UV elnyelés - 280nm, 220nm
Fluoreszcencia - aromas aminosavak

Fotometria - Biuret reakcio (0sszes fehérje)
- bromkrezol zold (albumin)
Referencia tartomany total protein: 60-809/I

albumin: 35-45¢/I



Plazma fehérjék mennyiségének
informacios értéke
Hiperproteinémia: Kiszaradas
myeloma multiplex
Hipoproteinémia: viztér novekedés
csokkent szintézis
fokozott vesztes

Hipalbuminémia: csokkent szintézis
fokozott vesztes
Nem nutricios paraméterek!



Egyedi feherjék analizise
Fehérje elvalasztasi technikak

Oszlop kromatografia: gélsziireés, ioncserés,
affinitas

HPLC (peptidek)

Elektroforézis: szabad (kapillaris)
papir, keményito, agar,
agaroz, celluloz acetat,
poliakrilamid



Elektroforeézis alapjai

Amfoter jellegii aminosavak:
monoamino monokarbonsav
monoamino dikarbonsav
diamino monokarbonsav
Poszttranszlacios modosulasok!
Izoelektromos pont, disszociacio (albumin)
Futtato kozeg, fixalas, festés
toltés-molekulatomeg



Charge of a protein

Environmental pH
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Fehérje elektroforeézis
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Denzitometrias értékeleés

Darka
T o LM sy

BECKMAN Paragon® SPE Gel '

- oo oo - o [

=5
Z| 2%

C—

N S RSN

Al 3]

L

Ve

{ Wl b

Fehérje elektroforeézis
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Fehérje elektroforeézis
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LDH 1zoenzim
vizsgalat
Agaroz gél
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Fehérje elektroforeézis
Poliakrilamid gél

Acrylamide  Bis, [N,N'-methylene-bis(acrylamide)]
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Choice of electrophoretic system

Bio-Rad

--------

""-....
"',-, ...

i :{ Ty -.'
i ﬂl" ‘ o H I ql[“

’ﬂl“ W




sample lcaded onto gel
by pipette

cathode

(r) anode




Denaturalas

BEFORE 5D charged R-groups

hydrophobic areas

http://www.davidson.edu/academic/biology
/courses/Molbio/SDSPAGE/SDSPAGE.html




lemezkék SDS-PAGE
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Egeszségesek és daganatos
betegek fehérje mintazata




Immunoblot modszer alapjai

T—____‘__.-""- -"'-..._.'____—-I|I_
< Chemilumi- =
< Tescence_-
[ ]

= e -

u Secondary antibody

)\ Primary antibody

Protain |'

Membrane filter



Dot blot kemilumineszcencias
detektalasa
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Orosomucoid kimutatasa
kemilumineszcencias detektalassal

Anti-human (rabbit) orosomucoid glycoprotein

HRP labeled anti-rabbit 1gG



Izoelektromos fokuszalas

Isoelectric Focusing

Cathode -

pH Gradient

http://www .aber.ac.uk/parasitology/Proteome
[Tut_2D.html#Section%203




2D elektroforezis elve
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2D elektroforézis




Egyedi feherjék mennyisegi
meéreése

Immun diffuzio

Rakéta immun elfo

Antigén-antitest reakcio
detektalasa, mennyiségi
analizise




Egyedi feherjék automatizalt
merese
 Immun turbidimetria

 Nefelometria

e Immuno esszek



Immun turbidimetria

Ekvivalencia
| Antigén
| tobblet

Antitest
tobblet
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Precipitalodott antitest
(Szort fény)

Nincs
Szabad szabad
antitesta | | antitesta

~ felilliszoban | I feltiliszoban

Antigén koncentracio
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Immun-nefelometria méreési elve
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Részecske-erositett immun meres

~

/ Mlnta
(analit jelen van)
Van agglutinacio (pozitiv)
Antitesttel boritott
mikro-részecskék Minta
(analit nincs jelen)

\ Nincs agglutinacid (negatw)




