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A SZABVANYMUVELETI ELOIRAS CELJA

Osszefoglalja a rutinszertien alkalmazott technoldgiai eljaras részleteit.

A SZABVANYMUVELETI ELOIRAS ERVENYESEGI TERULETE

Orvosi Biokémiai Intézet Hemosztazis részlege.

ILLETEKESEG ES FELELOSSEG MEGHATAROZASA

A dokumentum kidolgozasaért felelos:

Részlegvezetd

A dokumentum alkalmazasaért felelds:

Kutatok, oktatok

A dokumentumban foglaltak végrehajtasaért felelés:
Laborasszisztensek.

A dokumentumban szabailyozott tevékenység rendszer feliilvizsgalat alkalmaval torténé
feliilvizsgalataért felelds:
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I. LOWRY-FELE FEHERJE MEGHATAROZAS
Oldat”A”: 4% Na,CO;3; 0.2 N NaOH-ban (tarolas szobahén 1 honapig)
Oldat”B”: 0,5% CuSO4 + 1% K'/Na" tartrat (tarolas szobahdn 1 honapig)
Meérés el6tt készitendo:
Oldat”C”: 50 ml “A” + 2 ml “B” (hasznalat 10’ allas utan)

Az alabbi standard oldatokat és a mintakat 3 parhuzamban kell 6sszeallitani:

5-15-25-50 pl 1 g/l bovin szérum albumun (BSA) oldatot vagy “x” pl fehérje mintat 0,5 ml-re

kiegésziteni deszt. vizzel

0,5 ml fehérje oldat + 0,5 ml “C”

inkubacio 10’

+0,1 ml Folin-reagens 30’ inkubacio

Leolvasas tivegkiivettaban a Beckman DU7500 fotométeren 750 nm-en.
Az ismeretlen fehérjekoncentraciot a BSA sorozathoz késziilt linearis regresszio alapjan keriil
meghatarozasra.

Figyelem: a HEPES is pozitiv reakciot ad!

J Biol Chem 1951; 193: 265-275
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1. FLUORESCAMINE FEHERJE MEGHATAROZAS
-microplate-be bemérjiik a kdvetkez6 oldatokat
50 ul 10/30/50/100/1000 pg/ml BSA-t (3 parhuzamban vizben feloldva)
+
150 pl 50 mM Na,HPO4/NaH,PO,4 pH 8.00
+
50 pul 1.08 mM fluorescamine (acetonban feloldva)
Meérés Victor3 fluoriméteren (Protein modszerrel, mindig be kell allitani melyik cellat mérje!)
(Protein moddszer: shaking 1 min., Ex: 400 nm, Em: 460 nm, counting time 0.1 s, lamp energy
10000)
Az ismeretlen fehérjekoncentraciot a BSA sorozathoz késziilt linedris regresszio alapjan keriil

meghatarozasra.

Anal Biochem 1993; 214:346-348
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