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Bevroren plasma 

Supernatant 1 Fractie 1 

8% EtOH 
Temperatuur – 3°C 
pH 7,2 

Supernatant 2/3 

25% EtOH 
Temperatuur – 5°C 
pH 6,9 

Fractie 2/3 

Supernatant 4-1 

18% EtOH 
Temperatuur – 5°C 
pH 5,2 

Fractie 4-1 

Supernatant 4-4 

40% EtOH 
Temperatuur – 5°C 
pH 5,8 

Fractie 4-4 

Supernatant 5 

40% EtOH 
Temperatuur – 5°C 
pH 4,8 

Fractie 5 

Gc-globuline is een serumproteïne dat instaat voor het
transport van vitamine D metabolieten. Daarnaast heeft
het nog enkele immunologische toepassingen zoals
vetzuurtransport, chemotaxis, actine-scavenger en de
vorming van GC-MAF. Deze laatste is een
macrofaagactiverende factor die als therapeutisch middel
kan dienen [1].

Het doel van dit onderzoek is de opzuivering van
Gc-globuline uit humaan plasma. Het menselijk plasma
bevat tussen 63 en 83 gram eiwit per liter waarvan
albumine de meest voorkomende is. Er dient een methode
opgesteld te worden voor het scheiden van deze vele
eiwitten.

Cohn fractionering

De scheiding van albumine uit
het plasma wordt gedaan aan
de hand van de Cohn-
fractionering. Dit proces
berust op het neerslaan van
eiwitten bij hun isoëlektrisch
punt bij verschillende
ethanolconcentraties, pH-
waarden en temperaturen.
De eiwitten worden
gecentrifugeerd en worden
afgezonderd als fractie. In
fractie 4-1 bevindt zich Gc-
globuline [2].

Cohn Fractionering

De grootste massa Gc-globuline is neergeslagen in fractie2/3.
Theoretisch gezien zou dit in fractie 4-1 moeten zijn. Dit is
mogelijk te wijten aan interacties tussen Gc-globuline en andere
eiwitten.

Affiniteitschromatografie

Vitamine D-metabolieten werden
gecoat op toyopearl epoxy- en
tresylgels. Op deze manier werd een
kolom met affiniteit voor Gc-globuline
gecreëerd. De moleculen gebonden
aan de kolom werden gedesorbeerd
via een uitzoutingmet NaCl.

Antiserum albumine turbidimetrie

Spectrofotometrie

De eiwitconcentratie wordt bepaald aan de hand van
spectrofotometrie bij een golflengte van 280nm. Bij deze
golflengte absorberen de aromatische zijgroepen van tyrosine en
tryptofaanlicht.

Sandwich ELISA

De Gc-globulineconcentratie wordt
achterhaald met een sandwich
ELISA. Er wordt hierbij gebruik
gemaakt van anti-Gc-globuline
antibodies. Het secundaire
antibody is gecoat met het enzym
HRP en zet de reactie van TMB met
H2O2 in werking.

Wanneer albumine bindt met zijn 
antiserum vindt coagulatie plaats, dat 
verstrooiing van licht veroorzaakt. Dit 
kan turbidimetrisch bepaald worden. 
Op deze manier wordt de 
albumineconcentratie gemeten.

Zuiverheid

Affiniteitschromatografie

Fractie2/3 uit plasma werd verkozen als staal voor de
affiniteitschromatografie. Hiermee werd een zuiverheid van
17,3mg/g behaald, met kolom E3, calcidiol als ligand en een
concentratie van 0,2M voor uitzouting.
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Massaverhouding van Gc-globuline ten opzichte van 
het totale eiwitgehalte
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Figuur 1: Het schema van de Cohn-fractionering

Figuur 3: Albumine antibodies coaguleren met meerdere 
albuminemoleculen

Figuur 4: Binding van primair antibody,
antigen, secundair antibody en de omzetting
van het substraat bij de sandwich ELISA

De grootste massa albumine bevindt zich in de supernatanten
zoals verwacht was uit de theorie van de Cohn-fractionering.
Fractie 1 en fractie 4-1 bevatten weinig tot geen albumine.

Fractie4-1 bevat de hoogste zuiverheid van alle fracties samen
met een lage massa albumine. Via de Cohn-fractionering werd een
zuiverheid van 7,94mg/g in serum en 8,85mg/g in plasma
verkregen.

De massaverhouding van albumine ten opzichte van de totale
eiwitmassa heeft een stijgende trend in de supernatanten. Ook dit
werd verwacht volgensde theorie van de Cohn-fractionering.
Fractie4-1 heeft ook een lage massaverhouding voor albumine
wat deze fractie interessant maakt voorverdere opzuivering.

Gelchromatografie
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Verhouding Gc-globuline ten opzichte van het totale 
eiwitgehalte bij kolom T1, T2, E1, E2 en E3
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Figuur 5: De massa Gc-globuline in elke fractie van de Cohn-fractionering van serum en plasma 

Figuur 6: De massa albumine in elke fractie van de Cohn-fractionering van serum en 
plasma 

Figuur 7: De massaverhouding van Gc-globuline ten opzichte van de totale eiwitmassa in 
alle fracties van de Cohn-fractionering van serum en plasma

Figuur 8: De massaverhouding van Gc-globuline ten opzichte van de totale eiwitmassa in 
alle fractoes van de Cohn-fractionering van serum en plasma

Figuur 8: De massaverhouding van Gc-globuline ten opzichte van de totale eiwitmassa bij elke 
stap van de affiniteitschromatografie.

Figuur 2: De reactie van de tresylgel (boven)
en de epoxygel (onder) met de vitamine D-
metabolieten als liganden
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Absorbantie in functie van fractienummer na 
gelfiltratie

Fractie4-1 van serum werd onderworpen aan een gelfiltratie met
een AcA 44 ultrogel. Er bleek een verhoging in absorbantie te zijn
in de fractie waar Gc-globuline werd verwacht. Deze fractie moet
verder onderzocht worden.

Figuur 8: Absorbantie bij alle fracties na gelfiltratie

Cohn fractie 4-1 bevat nog andere interessante eiwitten buiten
Gc-globuline zoals transferrine, proteïne C, α2-macroglobuline,
α1-antitrypsine en IGF1 [3] [4] [5] [6] [7]. Er is verder onderzoek
nodignaarde opzuiveringvan deze eiwitten.

Via de Cohn-fractionering werd een zuiverheid van 7,95mg/g in
serum en 8,85mg/g bekomen in fractie 4-1. In deze fractie zat ook
zo goed als geen albumine wat als storende factorwerkte.

Na affiniteitschromatografie werd een zuiverheid van 17,3mg/g
bekomen. De zuiverheid van Gc-globuline is hierdoor met factor
4,4 gestegen in plasma en factor 1,5 in serum. Gelchromatografie
biedt een interessante mogelijkheidvoor verdere scheiding.

Het onderzoek kan verder gezet worden naar andere
therapeutische eiwittenin Cohn-fractie 4-1.
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