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Fehérjék mérésére alkalmas (j és egyben univerzalis moédszer
kidolgozasa a fluoreszcens BisANS festék alkalmazasaval

Bevezetés: Szamos bioldgiai és biokémiai kutatas kiindulé pontjat képezi a
kildnb6zé mintdk peptid és/vagy proteinkoncentraciojanak kvantitativ
meghatarozasa. Az erre valé térekvés eredményeként tébb adekvat
mddszert is taladlhatunk a szakirodalomban, tébbségilk a fotometria elvén
alapszik. A klasszikus vizsgalati modszerek egyik kiemelhetd hatranya, hogy
nem alkalmazhatéak bizonyos kisérleti koérnyezetben, mint példaul
inhibitorok, kelatorok vagy detergensek jelenlétében. Laboratériumunkban
az atlagon fellli molekularis komplexitassal rendelkezé human kénnyminta
vizsgalatat tliztlk ki célul, mely munkafolyamat soran igény mertilt fel egy
nagy tlréképességl, pontos és megbizhaté fehérjeméré mabdszer
kifejlesztésére.

Moédszerek: Munkank soran a szakirodalomban mar standardizalt
fehérjemér6 modszereket alkalmaztunk, mint pl. Bradford tesztet
(Coomassie kék), BCA-t (bicinkoninsav) és Qubit™-ot, az (j BisANS-teszt
validalasahoz. A kapott eredményeket 6sszehasonlitottuk a sajat fejlesztésii
maodszerink méréseivel, amelyhez BSA (bovine serum albumine), NCS
(newborn-calf serum) mintakat, rotifer és éleszté homogenizatumot, valamint
human kénnymintat (n = 180) alkalmaztunk. A BisANS festéket teszteltik
kUi6nb6zd fizikai (pl. UV fény) és kémiai kérnyezetben is, tébbek kézétt
proteaz inhibitor, kelator és detergens jelenlétében.

Eredmények: A BisANS festéken alapuld, kvantitativ fehérje meghatarozé
modszeriink — valtozé kisérleti kériilmények kozott is — tokéletesen az elvart
kévetelményeket teljesitette. Eredményeinket a standard médszerek
hitelesitették. A human kénnyminta protein tartalmanak mérése sikeresen
megvaloésult: minimum 500 nl térfogat, 280 ng/ml detekciés hatar, j6
reprodukalhatésag és nagyfoku inszenzitivitds a kérnyezeti tényezdkre.
Megbeszélés: A BisANS teszt az altalunk bizonyitott elényos tulajdonsagai
révén, valamint dsszehasonlitva a klasszikus modszerekkel, alkalmasnak
bizonyult komplex mintak széleskdrli mérésére. Az Gj modszer modularis,
kivaldan adaptalhatd specialis kérilményeket igényld kisérletek soran is,
mint fehérje koncentraciét meghatarozé alternativ metodika.
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