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Elvalasztastechnika

- Kovetkez0 harom hét:
- Makromolekuldk analitikdja
- Bioanalitaka
- Proteomika
- Bioaktiv komponensek analitikai
- Szemelvenyek az €lelmiszeranalitika tertletérol
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Elvalasztastechnika alkalmazasa a bio-, mezogazdasagi és
az élelmiszer analitikaban
- Makromolekulak jellemzése

Ko6z0s vélemenyformalas:
- M1 az az elvalasztastechnika?
- Milyen teruleten talalkoztak alkalmazasaval?

- Milyen jellegzetességel vannak a
bioanalitikanak?
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Mirdl 1s lesz sz6 ma €s jovO héten?

- Elektroforetikus technikak
- nativ, SDS — PAGE
- 2D, IeF, Blotting, immunoanalitika
- Fast gel system
- Kapillaris elektroforézis
- Lab-on-chip technika
- Kapcsolt technikdk (...MS)
- Kromatografias technikak
- g¢l, SE, IE, RP HPLC,
- kapcsolt technikak (....-MS)

- Alkalmazasi peldak
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Mire hasznaljuk az elvalasztastechnikai modszereket pl. az ¢élelmiszer- és
biologiai orientacioju teriuleteken:

- leggyakrabban feherjék jellemzésere, de

- DNS-vizsgalatokra

- szénhidrat monomerek és polimerek vizsgalatara

- lipidek ¢€s lipidkomponensek jellemzésere

- mikrokomponensek meghatarozasara

- stb., pl...

Miért van sziikség pl. a fehérje, mint makromolekula jellemzésére?
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Miért van sziikség a fehérje, mint makromolekula jellemzésére?
-mert nem csak taplalkozastani (tapanyagforras) funkcidja van
- mert allergiat, érzékenységet okozhat (¢lelmiszerbiztonsag)
- mert eredetazonositasra alkalmas lehet (eredetvédelem)
- stb, pl...
Miért lehetséges?
- A fehérje alegység Osszetétel altalaban jellemz0 a forras biologial matrixra,
ezért alapvetd €s megbizhato ,,informacioforras”

- (Enn¢l megbizhatobb mar csak a DNS lehet, ezekrdl a molekularis biologiai
modszerek kozott esik majd sz6...)
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Nézziik, mit ,,tud” a buza...? —taplalkozastani szempontbol
tobbet, mint amit ma hasznositunk

Endosperm (80-85%) Aleuron réteg (6-9%)
: - Oldhato és oldhatatlan élelmi rost

- Kem_él'l.yitd (AX, B-glikan)

— Fehereje - Fehérjék
- Antioxidansok (fenolos savak)
- E vitamin, B vitaminok

Embr16(3%) - Enzimek

— Lipidek - Fito savak

— Anfroxidnsok

—  E vitamin ~__— Maghéj (1%)

= B vitaminok - Alkilrezorcinok

— Asvanyi anyagok

—  Enzimek _ Termesfal (4-5%; epi-, mezo- és

— Novenyiszterolok endokarpium)

- Oldhatatlan alelmi rost (Ax, celluloz,
lignin)

- Sejtfalhoz kotott antioxidansok
(fenolos savak)
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Mit ,,tud” a buza...? — A technologia tulajdonsag
alakulasanak fo ,,felelose” a sikérfehérje

Glutenin

polipeptid-
alegysegekbdl
felépiilt makro-
polimer
ELASZTIKUS

Gliadin

monomer,
hidrofob
fehérjék
PLASZTIKUS

Sikér

KOMPLEX
REOLOGIAI
TULAJDONSAG
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Mit ,,tud” a buza...? — A fehérjeosszetételt és a technologiai

minoséget befolyasolo téenyezok
Gének

bl = —
1A 6A

VR T N
1D 6D

HMW LMW Gliadin

10-15% 30-35% 35-40%

Glutenin Gliadin —
polimerek monomerek OAgrotechnologia
\ / Talajminosége
iy QIdéjaras
Sikér € Tovabbi komponensek OKartevok. ..
(fehérje-szeénhidrat-lipid komplex) QOldhaté fehérjék
Feldolgozas > UKeményitd
UNem keményito jellegii szénhidratok

— Hidratacio

——— Lipidek
— Dagasztas P

(_ Végtermék UAntioxidansok...
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Mit ,,tud” a buza — egyes fogyasztoi csoportoknak a siker (és egyéb
gabona-) feherjék elelmiszerbiztonsagi kockdzatot jelentenek

Buzafeheérjéek
Oldhato Sikérfehérjek
Monomer Aggregalt
'/ gliadinol-c\l gluteninek
_aliadi C-type Y-type LMW HMW
il gliadins gliadins alegysegek alegységek
J 1L | |

v : . )
_ _ Kénben szegény Kénben gazdag HMW
Albuminok Globulinok prolaminok prolaminok prolaminok

I Toxikus fehérjéek coliakias betegek szamara

A buzafeherje allergia valoszinusitheto felelosei
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Izolalas, tisztitas — csoportositas

fol6wiail biokémiai funkcionalis — : kémiailag
motiolostatias szempontbol oldhatosag szerint

albuminok ——>  egyszerii

fehérék
enzimfehér)ck globulinok ——>  0sszetett
fehérék

prolaminok ——>y lipoproteinek

CSIRA-
FEHERJEK

ALEURONFEHERJEK | ©xido-reduktazok, <
—hidrolazok, stb.

glutelinek ——> glikoproteinek

membranfehérj¢k
riboszomalis fehérjek
regulatorfehérjék
vedofehérck
tartalékfehér)ék

ENDOSZPERM
FEHERJEK
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Izolalas, tisztitas — csoportositas funkcio szerint

tipus, példa elofordulas, funkcio

enzimek bélben fehérjeket, peptideket hidrolizal
tripszin elektrontranszporter
citokrom-c ribonukleinsav-szintézis
RNS polimeraz

transzportfehérjék oxigenszallitas gerincesek vérében
hemoglobin oxigenszallitas gerinctelenek testfolyadékaban
hemocianin oxigénszallitas 1izomban
mioglobin zsirsavszallitas vérben
szérumalbumin

védofehérjék komplexképzés idegen anyagokkal
ellenanyagok komplexképzés antigén-ellenanyag rendszerekkel
komplement fibrin el6anyaga a véralvadasban
fibrinogén véralvadas résztvevoje
trombin

toxinok bakterialis toxin
diphteria toxin foszfoglicerideket hidrolizalé enzimek
kigyomérgek ricinus toxikus fehérje

ricin
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Izolalas, tisztitas — csoportositas funkcio szerint

tipus, példa elofordulas, funkcio

hormonok gliikkozanyagcserét szabalyozza
inzulin kortikoszteroid-szintézist szabalyozza
adrenokortikotrop csontok novekedését stimulalja

novekedési hormon

kontraktilis fehérjék

miofibrillum stacionarius filamentuma

miozin miofibrillum mobilis fillamentuma
aktin cilia és flagellum
dinein

szerkezeti fehérjék

fonalas kotoszovetekben (inak, csontok, porc)

kollagén elasztikus kotoszovetekben
elasztin bor, szor, toll, szarv, pata, stb.
a-keratin selyemben, pokhaléoban
fibroin sejthartya, sejtfal
glikoproteinek membranban
membran strukturfehérjék nyalkas valadékokban, iziileti folyadékban
mukoproteidek

tartalékfehérjék tojasban
ovalbumin tejben
kazein vastarolo fehérje a Iépben
ferritin buzaban
gliadin kukoricaban
zein

egyéb (funkcidjuk nem teljesen ismert)
hisztonok
protaminok

eukariotak sejtmagjaban
halspermaban
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Elektroforetikus modszerek
1. ELV:

Power Supply

N

L)

- Electrodes \
_,.-——/ :

N A N R A A

-----------------------

..................
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Elektroforetikus modszerek

2. Papirelektroforézis — ahonnan indultunk:

1. Put strips on folding rack
and place rack in cell

2. Apply sample to strip with
special sample applicator

3. Apply current to cell from
DUOSTAT Power Supply

| |
s |
SR |
| |

¥

ELECTROPHORESIS CELL

Holds strips, electrolyte
and electrodes

s

DUOSTAT"

Regulated Power Supply

Supplies constant current to the strips
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Elektroforetikus modszerek

2. Papirelektroforézis — ahonnan indultunk:

[ e
2 1125012506 ) 84

4. Dye strips 5. Place strip in ANALYTROL
Recording Scanner and Integrator

6. Count integrating teeth to measure
concentration of each component

ANALYTROL"

Recording Scanner and Integrator

Scans the strips photoelectrically, draws a

curve of dye density and integrates the area under
the curve to facilitate measuring the

concentration of each component
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ €s SDS gelelektroforézis — agardzgel
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ gélelektroforézis — agarozgél Experiment:

%~ 100 ng K562 DNA
&~ Digest with DNAse

~23Kbp

Molecular Weight Ladder
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ ¢s SDS gelelektroforézis — a gél

Acrylarmmede N.N' -methylene- Polymer
) bis-acrylamice

)

—r
<

CH,—CH CH,—CH—CH,—CH—CH_—CH

Acrylamide
0o
1"
' H,C=CHCNH,
Agarose

HO
s

Y ou 7 =
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ és SDS gelelektroforézis — geélosszetétel

Table 2: Running gel and stacking gel recipes for 1.5 and 0.75 mm thick gels

Running Gel Final Gel Concentration (60 ml; 2 ea. 1.5 mm thick SE 600/400 gels)

5% 1.5% 10% 12.5% 15%
Monomer Solution 10 ml 15 ml 20 mi 25m| 30 ml
4X Running Gel Buffer 15 ml 15 ml 15 ml 15 ml 15ml
10 % SDS 0.6 ml 0.6 ml 0.6 ml 0.6 ml 0.6 ml
daH,0 Mim o 29Im 4Im o 190Iml 141 ml
10% Ammonium Persulfate! 300 pl 300 300 300 pl 300
TEMED! 20 yl 20l 20 20 yl 20yl

1. Added after deaeration (step 3)
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ €s SDS gelelektroforézis — SDS hatésa a fehérjeszerkezetre

HHHHHHHHHHHH O
N
H-C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-C~(
NN
HHHHHHHHHHHH O

Non-polar

C=0-5-0O"N

Polar

Hydrophobic tail

Hydrophilic head
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ €s SDS gelelektroforézis — SDS hatésa a fehérjeszerkezetre
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ €s SDS gelelektroforézis — SDS hatésa a fehérjeszerkezetre

sSDS Toltéssel

hasznalata / rendelkezd részek
elott /

—_— Hidrofob
reszelk

SDS utan

E‘ e— __\____—-— P
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ €s SDS gelelektroforézis — mitkodes elve

Sample Electrode
well l Buffer, pH 8.3

e

::." A Upper
Buffer
4 Reservolr

~
N

~~
—~

A

2R

Stacking Gel, pH 6.8

Direction of
Protein
Migration

Resolving Gel, pH 8.8

O ] Lower
N ° " Buffer
A A A A A A AT AT
A A AT A A A A A A A A A A A A A AT Reservoir
4 Electrode
Buffer, pH 8.3
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ €s SDS gelelektroforézis — késziilekfelepités

Spacer

&4 |
r

/ Glass Plates
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ €s SDS gelelektroforézis — a modszer kivitelezése

i = & 2 i’ NN : ﬁ\ A ROVTAINGS SR RSN N 0 b
Permanently bonded spacers guarantee perfect alignment and leak-free casting. For proper alignment, simply assemble the casting
frame and glass plates on any flat surface. The spring-loaded lever in the casting stand creates a tight seal against the rubber gasket.

Rend Sl : - = SR 2 G BN X
Place the gel cassettes in the assembly, transfer to clamping frame, use the patented soft-touch cam closures™ to secure th
cassettes against the gaskets, and you're ready to run!
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ €s SDS gelelektroforézis — automatizalas lehetosége
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ €s SDS gelelektroforézis — automatizalas lehetosége

o

Plastic embedded membrane
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ és SDS gélelektroforézis — molekulastandardok

Table 1. Protein standards with
approximate molecular weights
(Sigma Chemical Co.)

o-Lactalbumin, bovine milk 14,200
Trypsin imnhibitor, soybean 20,000
Trypsinogen, bovine pancreas 24,000
Carbonic anhydrase 29,000
Glyceraldehyde-3-P-dehydrogenase 36,000
Albumin, egg 45,000
Albumin, bovine 66,000
Phosphorylase b, rabbit muscle 97,400
P-Galactosidase, E. cofi 116,000

Myosin, rabbit muscle 205,000
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ és SDS gelelektroforézis — molekulastandardok

Myosin

f-galactosidase

BSA

Carbonic anhydrase

Soybean trypsin inhibitor

Lysozyme

Aprotinin

Kaleidoscope
Prestained
Standards*

216 kD

47
132

IVI""OS”}
J

f-galactosidase
BSA

Ovalbumin

Carbonic anhydrase
Soybean trypsin inhibitor

Lysozyme

Aprotinin

G

Vil ity
e,
L
e,
s,

Prestained
Standards*

209 kD

124
80

34.8
289

20.6
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Elektroforetikus modszerek
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ €s SDS gelelektroforézis — mobilitas

Molecular  Unknown

welght _protln E 5.0
standards 5
66,000 f==—""" =
= o "0-1 m 4:8 T.
G 4so0i— 102 2 3
u36000t=— 103 K 46;
S e i ¢
E 29,000 T — 105 E = 4 4 .
J #0007=" |og g O | Unknown
D o7 o W |/ protein
0 201001 == - i S L < xenut N R '
(et o =
. 14,200_' q1.0 3 0 4-0 —
Tracking 9 00 02 04 06 08 1.0

dye RELATIVE MOBILITY
(A (B)
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ es SDS gelelektroforézis — értekelés

Table 7. Protein standards with approximate molecular weights (Sigma Chemical Co.)

Standard Size Log Migration | Relative | Migration | Relative |Estimated
Size Distance Mobility Distance, | Mobility, Size,
unknown | unknown | unknown

w-Lactalbumin, 14,200 41523
bovine milk

Trypsin 20,000 4.3010
inhibitor, soybean

Trypsinogen, 24,000  4.3802
bovine pancreas

Carbonic 29,000 4.4624
anhydrase

Glyceraldehyde- 36,000 4.5563
3-P-dehydrogenase

Albumin, egg 45,000 4.6532
Albumin, bovine 66,000 4.8195

Phosphorylase b, 97,400  4.9886
rabbit muscle

p-Galactosidase, 116,000 5.0645
E. coli

Myosin, 205,000 5.3118
rabbit muscle
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Elektroforetikus modszerek

2. Egyéb modszerek — 1zoelektromos fokuszalas

; el S HMW
s il

subunits
B e w-gliadins
“"‘-’ e - o -
el | -_-m s . B,y

- gliadins and

mgrsg!gq ;:ii%ai i

e

2T Il I I

@ €¢——— ISOELECTRIC FOCUSING —Pp

subunits __

- & v |
. . SDS-
w-gliadins — //’1 PAGE

e e e e —
—_—rt -

HMW \

|
— - o ‘,
e — |
P - ~
a-gliadins - - 3 —
y-gliadins - o8
and LMW i 5l *«.—‘ ‘
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Elektroforetikus modszerek

2. Egyeb modszerek — 2D technika

Mount the electrodes

_ Apply the samples

Adjust the electrodes
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2. Egyeb modszerek — 2D technika
ccmd dimension SDS-PAGE

Evaluate and enjoy your results
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Elektroforetikus modszerek

2. Egyéb modszerek — Westernblott

Gel
Membrane Blotter paper

A Electrodes Sponge
- . Plastic Tl .

o, '" & Transfer
: = Cassette

Membrane

Gel

R — -_-'«':3'\7 Filter
Paper

B Filter Electrodes
Paper
o B SRS Gel
p—=——— Membrane
Filter
Paper
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3. Alkalmazasi példak

Analysis of potato
species

PhastSystem, PhastGel Dry IEF pH 3.0-9.0.
Courtesy of Dr. R. Agneessens, Station de
Haute, Belgium.

Analysis of hordeins in barley cultivars

Multiphor System, CleanGel™ acid native pH 5.5

with urea and non-ionic detergent. Courtesy of
Pharmacia Eurolab, Freiburg, Germany.

Amino acid analysis of orange
juice

AlphaPlus II System, 15ul sample.

Detection of bovine milk in cheese
from other species

—_—

. o

= o S SRSy aEte ssisce e

PhastSystem, PhastGel Dry IEF, pH 5.0-8.0 with
urea. Methodology courtesy of L. Moio,
L. Chianese, F. Addeo, Universit a di Napoli, Italy.
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Elektroforetikus modszerek
3. Alkalmazasi példak

_ o Identification of meat Identification of fish
Comparlson Of WO pure orange juices Species Species

Abs

Biochrom 4060 system, 200-800nm (@2400nm/min.
Courtesy of Dr. M. Davies, Cambridge, U.K.

- &8
A i
@ i

w '

4

& 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

PhastSystem, PhastGel Dry IEF, pH 3.0-9.0. Courtesy of
Dr. I. Malmheden Yman, National Food Administration, Sweden.

Soya determination in sausages Amino acid analysis of oxidised feedstuffs

423856 323 0m

oo 3 &% Sy S & D da 3 & My AR 8@

Multiphor System, ExcelGel SDS 8-18%.

Courtesy of Dr. E. Feigl, Landesuntersuchung-

samt fiir das Gesundbeitswesen Nordbayern,

Erlangen, Germany. AlphaPlus 11 _\:’;z System, E.E.C. method. Courtesy of Dr. Anni
Lund, DLG, Arbus, Denmark.
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Elektroforetikus modszerek

4. Kapillaris elektroforézis (CE) - Elv

Readout
Device

Buffer filled capilla

Detector

Exit Resevoir

Inlet Resevoir

Electrode Electrode
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Elektroforetikus modszerek

4. Kapillaris elektroforézis (CE) - elv

migration
Protein-SDS complexes _> Smellest Proteins
\ Largest Proteins

“:-V.i\.-.m' ‘'

TN, el :'.\ . W,
AN N / ‘ so Lo - L/ ~
o ‘!_.4 L\_..,_ A{’YH’} \: g !

Cathode Anode
1
Fused silica capillary Entangled Polymer solution .

UV Lamp
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Elektroforetikus modszerek

4. Kapillaris elektroforézis (CE) - elv

20
d 4
=
3
o] 1 2
w
| —
=
Qo
w 0—
o —~
[ =
a—
5_5 -] 7__: Total protein
5 ) 10 -
Time (min) 5
E o.osjﬂ Gliadin
a8 -
g 0.04—
0.03—

Gilutenins

Mw Markers
i

T rr¥r 77T "1 *7 71 T T T T T T T T 1
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Time, min

Buzafeherjék futtatasanak eredményei
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Lab-on-a-chip mukodése TR

Elektroforetikus modszerek
3. Lab-on-a-chip technologia — ELV

kapillaris elektroforezisbdl fejlodott ki
az egyik legmodernebb gyorsvizsgalati

modszer

az SDS tartalmu gél injektalasa a kapillaris csatornakba torténik
a g¢l nyomas hatasara egyenletesen eloszlik

a mintak fesziiltseg kiilonbség hatasara haladnak a gelben

¢s a szeparaci0s csatornaban elektrokinetikai erok hatasara valnak
szet

a detektalas fluoreszcens detektorral torténik
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Elektroforetikus modszerek
3. Lab-on-a-chip technologia — ELV

The sample moves The sample is Sample components Components are detected
through the micro injected into are electrophoretically by their fluorescence
channels from the the separation separated and translated into gel-like
sample well channel images (bands) and

electropherograms (peaks)

Micro-channels
are filled with a
sieving polymer
and fluorescence dye

)
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Elektroforetikus modszerek
3. Lab-on-a-chip technologia — ELV

Dispense 40 picoliters

oo:0o1:55:168 oo:01:55:08

Dispense 40 picoliters

oo:o1:571:19

<«— Direction of electrodriven movement of liquids and molecules within liquids
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Elektroforetikus modszerek
3. Lab-on-a-chip technologia — chipszerkezet, késziilekfelépites

Sample wells 1

Gel wells

<« Separation channel and point of detection

Of
0|3
O Qv

Ladder well

» Chip accommodates sample wells, gel
wells and a well for a standard (ladder)

» 16 pin-electrodes in the electrode cartridge
(standard equipment) are arranged such
that they fit in the wells on the chip
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Elektroforetikus modszerek
3. Lab-on-a-chip technologia — mérés végrehajtasa

Fast and easy operation

See data

* Ready-to-use reagent kits » Start analysis at the press * Predefined protocols
of a button
* Quick-start instructions * Automated data analysis
. o * Minimal use of hazardous
* Chip preparation in less chemicals and waste disposal

than five minutes

+ Sample volumes in the pl-range




Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Alkalmazott Biotechnoldgiai és Elelmiszer-tudomanyi Tanszék

Elektroforetikus modszerek L___J 2
3. Lab-on-a-chip technologia — eredmeények értekelése '

File information

Press "1 Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer - Bio Sizing [Protein pudication_1_00250_2001-06-01_11-25-18]
Eile Edit View Graph Assay Tools Help
START \”|é(ﬂgv@:3\@\f\lﬂpeak]nm / o« »
( Fa Data File: Protein purification_1_00250 2001-06-01_11-25-18 Assay: Protein 200
.J OLcllLIP Rad 100122130 ' e = ® o ;
cell lysate \
3 — — ]
% E ° ” cell lysate colurnn flow through
4 B ° E
1 27000 - c ] Assay
E . 350 £ omparison | . .
L s j o P information

e
| _/ 100 D ——
Tl 50 A —
|
| 01
| l l | | 1 1 1
| | | I I ! I
| 15 20 25 30 35 40 45
|

orescence
N
=3
=]
T

\u

of multiple
samples in
overlay mode

Time (seconds)

\ Peak | Size(KDa) | Rel.Conc (ug/ml) | %Total | Observations 4| Sample | Setings Resunlenml
| 11 60 740
(TS 2 89 449.8 System Peak 17 sample peak(s) found.
! 3 164 113 0.40 5 . .
Lk 4 184 1809 .4 < Size and concentration
== 5 219 867.2 308 . ..
L - R 8 51 in digital format
| = 7 360 4892 17.4
| | im— 8 397 368.1 131
, 9 448 1267 45
: 10 503 70.9 25
| s 11 585 1036 37 &
Status . KT R T o
§F\eady | ‘Offline(SeriaIportZselected) Auto Export | Auto Print
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Elektroforetikus modszerek
3. Lab-on-a-chip technologia — alkalmazasi teriiletek

, : e kornyezeti €s szennyvizek
e amodszert jelenleg Y v

nukleinsavak (DNS, RNS) és szennyezesenek
fehérje kapillaris nyomonkovetese
clektroforézises vizsgalatara * mezOgazdasagi vagy
hasznaljak kertészeti vizek tapanyag

« orvosbiologiai kutatasok ellenOrzese

* robbandanyagok azonositasa e ¢lelmiszerek termelésének

mindseégi ellendrzése

Kiilonb6z0 mintak analizisére a
specifikus alkalmazhatosagot
kitek biztositjak.
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Elektroforetikus modszerek

3. Lab-on-a-chip technologia — néhany alkalmazasi példa

116
14

Agilent’s Protein 200 Lssay 29

45

18.4 s 31
20.1 45 T

17 20.1

18.4

N W f

4-20% SDS-PAGE oy 116

45

29

20.1

:|§.4

14
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Elektroforetikus modszerek
3. Lab-on-a-chip technologia — néhany alkalmazasi példa

Buzafehérjék vizsgalata, fajtaazonositas

Fu) MV Maska IFu) G Ko IFU &K Smaragd |
150+ 150 100~ (kDa]
100 = 100 -
50 50 | 240-———————————

0 A 0 - A0 VT 0 WL

UL B LB L B UL L mTrrrr 11
45 28 63 19 20) (kD3] 45 28 63 150 240 [D4) 45 8 63 150 240 [KDa)

FUJ GKPixoz  [Fy) r Chineze Spring  [F] MV kuczma

Pl 20- 150 -
sg;JMLW B w:;MW_ o

LU 1 1 LU 1 I mrrrrt 1 |

45 B B 10 240 [iDy) 45 2 63 150 200 [uDa) 45 2 63 150 240 [Da)
FUJ - Al |Fy) Abony [FUI_ GK Ledava 63 - — —
200 ! N F—

e -
- Jh 100 < .MJ i
0 ‘\Jv\ﬂn_ 0-<-—M o \f\.ﬂh l W 28

UL L L L mTrrrr 1 1 M TITIr T T 1

45 28 63 150 240 (kDa) 45 28 63 150 240 [kD9) 45 2 63 150 240 [kDa) 15-
Fu) Remsanta  |F1)) Ladder

o] €0 — e (R R U R — I ——
1501 300 = 4‘5- P R R R R R R R —
100 - 200
S0 100
0- u\N.LM_..._ o

LU LB

45 28 63 150 2% (kD3] 45 28 63 150 2 [kDa] | | i 3 4 5 b 7 B 9 10
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Makromolekulak jellemzése — 2. Kromatografias modszerek
Bioanalitikai modszerek - attekintés

Elkeépzelés mara
- Feherjeprofil jellemzése kromatografias modszerekkel
- Bioanalitikai modszerek

- Fehérje alapu bioanalitikal modszerek:
Enzimes ¢€s immunanalitika

- Allergomika, Proteomika
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Kromatografias modszerek

1. Gélsziires, gélkromatografia - ELV:

(b) (c) (d) (e)

Gélmatrix
Gélszemcse

Nagy molekulik

LA\

B
T

@
@
C
Q
C
©32822
C
C
C
C

e Ae——

"%
SO
S
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Kromatografias modszerek

1. Gélsziires, gélkromatografia — Toltetek, elvalasztas folyamata:
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Kromatografias modszerek

1. Gélsziires, gélkromatografia — Késziilék felépités — egyszertisitett séma

(7]

&y |  [analitika
L

I )
CLENIT

i<

Preparativ kromatografia
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Kromatografias modszerek

1. Gélsziires, gélkromatografia — Kromatogram
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Kromatografias modszerek

1. Gélsziirés, gelkromatografia — Kromatogram értekelés, kalibracio
logM- V (t) 0sszefligges

6/ Ve
[ ; T e - «SZ(J'#":.’-’“{«‘;-{- YT,
~ : Glijkag
J01-
: Mioglobin ———
251 —— Kimotripszinagen
= ——0valbumin
Ovomukoid —— L » !
i : . ~—— [Malat-dehidrogenaz
2 /:Jrﬁra—o“%efum?/bumm-——-- —_FE.coli-fasztatn=
rans : P G :
Lakto-peroxiddz anieleriy = Elicering/dehid-foszfat-dehidrogendz
ke Fejuin—e _— Laktat - gehidrogendz
i ., Szerumalbymin-dimer —Rege———Ald0laz
. /-moho/—deh/dr%genaz eleszto)— o~ fumargz
151 orulop azmip =" ¢ &——— Kotalaz
7~ 6lobulin— —Apaferritin
E R- Fikoeritrin ——/ _)@f) Galaktozidaz
oL-Konarahin —~—Ferpitin
S ! g
- Fibrinagén—=e /" 5
10 |- : a4z — —— il ...'_".'.ﬁ..._.__,;_
~-Krisztallin—Blue Dextran 2000
[ PSS ) s TA S L AT o] l ok P e ]
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Kromatografias modszerek
1. Gelszlres, gelkromatografia — Késziilekfelépités tegnap. ..
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Kromatografias modszerek
1. Gelszlres, gelkromatografia — Késziilekfelépités ... ma

¢ Antibody purification

¢ Desalting and buffer exchange
¢ |gG purification

* Purification of serum proteins

Detailed schematics, protocols,

applications, and ordering informat
for the BioLogic LP system, Econc
cartridges, and all Bio-Rad chrom:
graphy products are available onlin
us on the Web at explorer.bio-rad.c

1
| L

L:2N ﬁ‘wrmmuumumummum

BioLogic LP system with BioFrac" fraction collector.
LP Data View" software and computer sold separately.
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Kromatografias modszerek

1. Gelszlres, gelkromatografia — Alkalmzasi példak

- fehérjetisztitas, somentesites
- frakcionalas molekulameéret szerint
- kutatas-fejlesztés

- termékeloallitas
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Kromatografias modszerek

2. Egyeb kromatografias modszerek — SE HPLC

Total protein Extractable protein
1944 - 196-8 |~ H

964 |~ 970~ 168k
~ v
B
: A v
N
]
8
g Unextractable protein
‘3 805~

158k
430~
5 10 16 20

Elution time (min)
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ABSORBANCE ,

Kromatografias modszerek

2. Egy¢b kromatogratias modszerek — RP HPLC

S8

3080

4286

K ’\ﬁ ERGLE

Wwwf CENTURY 78

1 BRULE

RARKAN

— — T T T -

- 6 8 1a 12 14

TIME, MIN
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Bioalitikai modszerek

DNA Polymerase 4 Nucleotides
D14

PO D7 O WP We original DNA

(. am

|
- - - - e pr—— Heat 95 degreos
@ i Biokémiai reakcion = R
W W W alapulé maédszerek sas rimers— | <ot .90 segrees
% == p— Prime rs an ne al 1]

B C -
L heat to 7Z degrees
| PR VP VAP WP W i cepticares
PV P VP WPVt Wt
Antigens
- w W
-y
. \"7.?..«.9‘,,, benging site p ‘:
=) ’ DNS, RNS alapu
Fehérje alapu :
: modszerek
modszerek
Antibody - PCR
* RT-PCR

- PCR-ELISA
*DNS chipek

http://enwikipedia.orgiwikiMonoclonal_antibody_therapy
http:/fanmansciencegeek.net/Biology/reviews/graphics/Unit2/enzyme2.gif ostb_
http://click4biology.info/c4b/4/images/4.4/pcrl .gif
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Feherje alapu modszerek

N\

ENZIMES IMMUNANALITIKAI
MODSZEREK MODSZEREK
A QED - é"_
@ % -, S

—_— ¢
B8 (o D

| E

* Szubsztrat meghatarozas * Elektroforetikus technikak

* Enzimaktivitas mérése * Immunfluoreszcencia,
radioimmunologia
* Immobilizalt enzimes
technikak * Jelolt ellenanyagot vagy
— antigént alkalmazo technikak —
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Végpont- Kinetikai Kétpontos Kinetikai
modszer modszer modszer modszer
SZUBSZTRAT- ENZIMAKTIVITAS
MEGHATAROZAS MERESE

N

Enzimes analitikai modszerek

[ Enzimreaktorok

ENZIMES
TECHNIKAK \

Bioszenzorok ] [ Tesztcsikok]

] [ Enzimelektrédok]
\ IMMOBILIZALT
/
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Enzimes analitikai modszerek - enzimtesztek

Gyorsvizsgalatokra alkalmasak, mert
- 1dS8igényiik minimalis (1 - 3 perc)
- specifikusak (molekula és nem csoport spec.)
- érzékenyek
- eszkozigényiik minimalis

Alkalmazasi példak:

Szenhidratok Szerves és szervetlen savak
D-gliikoz L-Malonsav
D-fruktoz Aszkorbinsav
D-galaktoz Tejsav
Szacharéz Oxalsav
Maltoz Aszpartam
Laktoz Citromsav
Raffin6éz Ecetsav
Kemeényits Karbamid

Lecitin, stb.

Egyebek

' Etanol
Koleszterin

Acetaldehid

Higiéniai tesztek
metabolikus végtermékek mérése (pl. piruvat,
laktat, ammonia tejben)
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Enzimes analitikai modszerek - alkalmazasi példak

Advantages: 1. very specific
| 2. sensitive

3. rapid (t< 3 min)

4. applicable for automatic methods —yp
Examples:

Example
Carbohydrates inase
pend hy harides, D-glucose + ATP —ngp+glmﬁnq)}me
oligosaccharides, glucose-6-phosphate +NADP S o D-gluconate-/-P +NADPH + H"
polysaccharides)
Ino ic and i 4+ utarrate—
e e L-ghutamate + NAD' +H,0 . > 2 oxoglutarate + NADH + NH,*
(ascorbic acid, formic acid, =~ NADH +H' +INT — =2 oAD"+ forrmazan
IL-malic acid, aspartic acid,
succinic acid, pyruvic acid,
citric acid, etc.)
Alcohols N —delydrogenase
- Ethanol + NAD" —2o20! > acetaldehyde + NADH + H'

Sl Cholesterol + O, —oSol-odke o 4 4 olestenone + FLO,

cathal
H,O, +methanol —— > formaldehyde + 2 H,O
Formaldehyde + NH," + 2 acetylacetone — lutidine-dye + 3 H,O
Other analytes urease
keratin, urea, triglicerides, NH,;" + 2-oxoglutarate + NADH
etc.)

> L-glutamate + NAD" + H,O
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Enzimes analitikai modszerek - alkalmazasi példak

Ecetsav meghatarozasa:
(acetyl-CoA synthetase)

(1) Acetic acid + ATP + CoA — acetyl-CoA + AMP + pyrophosphate

(citrate synthase)
(2) Acetyl-CoA + oxaloacetate + H20 — citrate + CoA

(L-malate dehydrogenase)
(3) L-Malate + NAD+ < oxaloacetate + NADH + H+

Glicerol-teszt:
(glycerokinase)

(1) Glycerol + ATP — L-glycerol-3-phosphate + ADP

(pyruvate kinase)

(2) ADP + PEP — ATP + pyruvate
(L-lactate dehydrogenase)

(3) Pyruvate + NADH + H+ — L-lactic acid + NAD+
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Enzimes analitikai modszerek - alkalmazasi példak

* Kemilumineszcencia = biolumineszcencia = ATP biolumineszcencia

D —luciferin+ ATP — 1< Me™ s hciferil adenilat  komplex + PPi

luciferil _adenildt _komplex+ O, —— oxiluciferin+ AMP + CO, + FENY
* Fény = ATP = mikroorganizmus

Az ATP-lumineszcenciaalkalmazasa a tejiparban :

L BN 3 o * Hus- és hustermékek mikrobiologiai
* Fejes: gépek (higiénia) es termék (nyerstej-mindsités)

- Tarolds, tovabbitas, szallitas:eszkdzdk (higiénia) ellendrzése

- Tarolas: tartalyok (higiénia) és * voviz mikrobiologiai ellendrzése

termek (nyerstejdtvete) , * Ipari biomassza vizsgalata

- Hokezeles: berendezések (higiénia) es L . i
termékek (mindségellenérzés) * Soripari alkalmazasok

« Uditdital gyartas
* Vendéglatoipar, catering
* Kozmetikai ipar

* Gyartas, toltés: gyarto és adagolé berendezések (higiénia) és
termékek (mindségellendrzés)

» Csomagolas: gépek, berendezések (higiénia) és
végtermék (mindségellendrzés)
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Enzimes analitikai modszerek

Bioszenzorok
Internal Enzymes Semipermeable
membrane ! __membrane
Electrolyte I e * =
oh——1 ) ® ™Y a
S » | °
Signal
, oc—¢ Analyte
- - °
* °
v ~ <™ .
Transducer | o FExternal
medium o

Az 1mmobilizalt enzimek lehetové tették az enzimelektrodok
alkalmazasat. Az enzimek a bioszenzorokban felismerik a szubsztratot
¢s a megfeleld termékke alakitjak at, melyet szenzorok ismernek fel.
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Immunanalitikai modszerek

 Antigén: Antisomatogen (Ag) = ellenanyag-termelést kivaltd szé
roviditett formdja. Az ¢érintett 1mmunrendszer sejtjer  altal
(idegenként) felismert struktarak (sejtek, molekuldk) gylijtoneve.

« Antitest (At): Ellenanyag. Az antigén ellen termelt kering0
molekula, melyet a B-limfocitdk termelnek (globulin termeészetii
feherje). Immunglobulinnak is nevezik (Ig)

Dr. Gelencser Eva
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Immunanalitikai modszerek elve

Ag+At —AgAt
Ag +At . AgAt.. AgAt _. Ag +At

D —

Ag antigen vaagy: analizalando KOMpPonens
az elelmiszer  magthxisan

At ellenanyad
AgAt IMMUNKeMPIEX

Elsodleges osszekapesolodas: pillanatszerli kotesen
alapulo, reverzibilis folyamat

Masodlages osszekapesolodas: agglutinacio al sejtek
kozott, precipitacio a melekulak kozott

Dr. Gelencser Eva
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Immunkémiai reakciok

« Elsodleges 0sszekapcsolodas:
— komplexképzésnek kedvez: fiziologias kortilmények

— disszociacionak kedvez: detergensek, alacsony pH,
nagy ionerosseg, stb.

* Masodlagos un. szeroldgiai reakciok:

— szerologiai reakcionak kedvez: At megteleld
affinitasa az Ag-hez, Ag determinansok kedvezd
térbeli elhelyezkedése €s szama (>1)

Dr. Gelencser Eva
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Elektroforetikus modszerek => Immunoblott

2. Egyéb modszerek — Westernblott

ELV: molekularis biologiai mddszer antitest-specifiki
feheérjemeghatarozashoz

LEPESEI: GG
1. Gél elektroforezis

2. Fehérjetranszfer nitrocelluldzra

3. Blokkolas

4. Els0 antitest adagolas, mosas

5. masodik antitest adagolas - azonositas

cathode

PA gel
e—nlfrocellulose

blotting paper

Nappy Liners

anode
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PROTEIN Separate protein on an

Agarose Gel Transfer or BLOT protein
PROBE from GEL to Nylon
Membrane
Membrane with Radiolabeled
protein bands ’ probe Incubated Bound protein
n transferred to it with Nylon B Bands are

Exposed on Film

* Western blot: fehérje
* Southern blot: DNS
* Northern blot: RNS

http://www.molecularstation.com/images/western-blot.jpg
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Jelzéses modszerek — ELISA

Elve: antigén-antitest immunreakcion alapul

7

Dy >—
T ITH- , C T L@ —
antigén antigén  jelolt antitest MOSAS
minta

= Kiértékelés: abszorbancia mérés-spektrofotométer segitségével, kalibracios gorbe
alapjan

" Modszer jellemzoi:

Erzékeny, specifikus, konnyen kivitelezhetd, egyidejiileg nagyszamu minta
vizsgalatara alkalmas
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MOEGYETEM |
Példak ELISA-ra
NEGATIV TESZT POZITIV TESZT
. an % [ o
1. Z 1. 7 @
ANTITEST 79 0] 0 .
E"Z"" Szul)sztl.il | Y Y Y Y | Y ? Y Y ? l
\ >= -« -
%Mmigénl Szlneslelmek 2 @6 o ) :élgﬁ [? 8
MASODIK ANTITEST | Y Q@ Y Y | | Y ? Y 9 |
Minta @ ’Q :I‘j .:? 3 5 {Pp "EPP 3 ptp Pé B P|,P
4 > Yer Y IYWWI AAAAA
8 Szilard fazis
Antigén megkitése Mosas Jelolés Detektalas :.a.:. coo .o 1 4, oq cooo.:ﬁ-‘ %0y o
|YY M edye

Szendvics ELISA —
R-Biopharm, RIDASCREEN Fast
Ei/Fgg Kit

Indirekt kompetitiv ELISA- 7epne/
BIOKITS Casein Assay Kit
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Példa: kompetitiv ELISA

NEGATIV TESZT POZITIV TESZT

QOD m
IY?Y ¥ |
2. @6‘ —Sm

‘@Y?I

3. B IZ] "
%W%%@ﬂ
4. = O o g‘ = o
Standard oldatsoroz:z
(0,1-10ppm) . . = -0,16In(x) +0,684
75 ppm minta Teljes standard gorbe Y R?= 33’3 T
S .
)
< o 2
% 8600 T a
2 I
8 ' N
5 €,200
m D000
Qo T TTooT
<
0,01 0,1 1 10
prm minta koncentracio pgiml
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Immunanalitikai gyorsvizsgalati technikak —

o immunokromatografia, deepstick
ve.

e Szintén immunreakcion alapulnak

Procedure Interpretation

 Keresztaramlasos technika elvén mukodnek

Strip test

Result window

Absorbent Pad Max line
Reaction Zon

positive  negative  invalid

Control Line

Test Line T

N 3 2 Negat
Membrane

¢ i
Gold Pad N Posit

sample
Vial

Filter pad '\--._ 3 2 |  Very high level
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Immunanalitikai modszerek — alkalmazasi példak

* kémiai és mikrobiologiai szennyezOk
« Toxinok

e szermaradvanyok

« génmodositott szervezetek (GMOK)
 allergének

* mikrobak fajspecifikus meghatarozas

* Stb...
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Elelmiszer eredetll veszelyforrasok — allergia vagy intolerancia

Szinte barmely étel alkotoelemére lehetiink allergiasak, vannak azonban
olyan élelmiszerek, amelyek gyakrabban keltenek allergias tiineteke ¢k:
tehéntej, tojasfehérje, szoja, hal, kagylo, foldimogyoro, did, k /Puza,
paradicsom, szilva, 0szi- €s kajszibarack, cseresznye, , eper, mal ?kivi.

- A gliadin, az grr eny e; arositja a bél nyalkahartyajat. A

gliadingsZél¥éNy egyén onybelében szovettani elvaltozasok keletkeznek,
a tfz@g%él U : intha valami "legyalulta" volna a felszivodashoz
T bolyhokat.

'- H a -.. @ ‘.

|
[ e
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Elelmiszer eredetll veszelyforrasok — allergia vagy intolerancia

Csak egy példa: Arpabél izolalt lipid-transzfer fehérje. Allergén

fehérjeként nem ismert, azonban nagyon hasonlit
az almaban illetve a barackban taldlhato
allergénhez — keresztreakciokat okozhat...

(forras:http://www.ifr.ac.uk/Protall/NewsletterAu
22000.html

Analitikai kihivasok:
-fehérjéhez kotddik
-allergén fehérjek nem teljes mértékben azonositottak
-hatasmechanizmus csak rszben 1smert

-rutin eljarasként immunanalitikal1 modszereket alkalmaznak
-gyakorlatilag nincs donté modszer

....Kapcsolt technikak segithetnek...
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T T T T T T T
5.00 10.00 1500 20.00 2500 10 .00 1500

Time

Napraforgo mag albuminok vizsgalata RP-

HPLC-vel. A nyil a valosziniisitheto
Szezdm mag albumin, globulin és teljes allergént jeldli...

fehérje alegység profil vizsgalat SDS PAGE-
vel (valoszinii, hogy az allergén fehérjék kis
moltomegii albuminok, de azonositasuk igy

LWoE LY 2N Wok X WaVa Fou
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Allergének meghatarozasa elvalasztastechnikai modszerekkel
— allergenomics fel¢

- IEF >

Allergenic causative ]

|

Extraction of proteins

|

2-D gel electrophoresis

|

Blotting to a membrane

|

Immunoblotting (IgE)

Cut an IgE-interactive

protein spot
% Fragmentation
by site-specific enzymes
In-gel dlgestlon ..

Extraction of
peptides l

i

+—SDS.PAGE

2-Dimensional gel
electrophoresis

ml m4 %K
ml

P

Forexample, m2 n MALDI-TOFMS Mass

Hev b 7 was hit m3: | < spectrometric
Database search analyses
based on mass m4
spectrometric . Sl |me']:e .
pattern of the Peptide mass map of an antigen peptide-ions
fragmented peptides

RLAN’D!QSL DVL.Q Y

''''''

51553551§§§I§§ ? MS/MS
YQL/IVDL/IS. .. LS Ea R NN B B R O . B -

Database search based on partial-sequence
information of the fragmented peptides

De novo sequencing of a peptide

Napraforgo mag albuminok vizsgalata RP-HPLC-vel. A nyil a valdsziniisitheto allergént jeloli...
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Egy kis kitér0 a proteomika fele...

Mivel foglalkozik a proteomika?

Interdiszciplinaris teriilet, amely
a bioldgiai rendszerekben
talalhato fehérjek komplex
jellemzeésével €s dinamikajaval
foglalkozik. Az elvalasztasi €s
analitikai modszereket a modern
informatikai megoldasokkal
kombinalva nyeriink informaciot
a feherjek sejtekben betoltott
szereperol.

INTERA

(3

(forras:http.//biol.lf1.cuni.cz/ucebnice/en/proteomics.htm)
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Egy kis kitér0 a proteomika fele...

Proteomika: a proteomot (teljes fehérjeallomanyt) alkotd fehérjek analizise,
osszetételének vizsgalata.

Jelenti fehérjek azonositdsat (szekvencia, 3D szerkezet), mennyiségi
meghatarozasat; adatbdzisok Osszeallitasat; szerkezeti moddositasat (pl.:
transzlacid utani), funkciojanak, aktivitasanak megismerését etc.

Bioinformatika

TN

Genomika Transzkriptomika Proteomika

! ! T

transzkripcio .
transzlacio

DNS < RNS ——» Fehérje
replikacio <_/‘

reverz transzkripcio




Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Alkalmazott Biotechnoldgiai és Elelmiszer-tudomanyi Tanszék

G ETEM 1782

Egy kis kitérd a proteomika felé. ..

(1) Sample SDS— Excised (2) Trypsin Peptide
fractionation PAGE proteins digestion mixture

I —
] L1
(3) Peptide g Q=2
chromatography
and ESI
“a) Ms (5 MMS/MS
200
= LLEAAAOQSTK
= a00. 516.27 (2+)
3 | y7 |ve
= 1004 a2 s aAaAl E|l L_ L
S 2004 S5S16.27 (2+v) |
= Sy6
% ~ 1 |2 va
= | || J = |1
I 0_ .l.‘. J._ - - - 0- l. e v
400 600 800 200 600 1000

m/= m/=
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Egy kis kitér0 a proteomika fele..

PART I: PROTEOMICS TECHNOLOGY

E——— .
Reiner Westermeier, Tom Naven LWILEY-VCH EleCtrOph0r681S
e | — Liquid Chromatography
Proteomics Mass spectrometry
in Practice Bioinformatics tools / data mining
A Guide to Successful Experimental Design Methods under development
Second, Completel Revised Edition PART II. PRACTICAL MANUAL OF
PROTEOME ANALYSIS

Strategy where to start

Gel-based workflow

LC-based workflow

Latest trends

Validation with Western blotting
Statistic evaluation

PART III: TROUBLE SHOOTING
Gel-based workflow

LC based workflow
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Egy kis kitér0 a proteomika felé - alkalmazasok

Post-translational Modifications of Proteins - Tools for Functional Proteomics
Proteomics in Practice: A Guide to Successful Experimental Design

Proteomics Sample Preparation

Proteomics of Human Bodyfluids - Principles, Methods, and Applications

Plant Proteomics

Proteome Research - Concepts, Technology and Application

Cancer Genomics and Proteomics - Methods and Protocols

Subcellular Proteomics - From Cell Deconstruction to System Reconstruction
Proteomics of Microbial Pathogens

Cardiovascular Proteomics - Methods and Protocols

Quantitative Proteomics by Mass Spectrometry

Microbial Proteomics: Functional Biology of Whole Organisms

Quantitative Applications of Mass Spectrometry

Redox Proteomics: From Protein Modifications to Cellular Dysfunction and Dlsease
Proteomics in Drug Research '
Functional Proteomics - Methods and Protocols
Proteomics of the Nervous System

Activity-based Chemical Proteomics

Clinical Proteomics - Methods, Applications, and Tools
| Membrane Proteomics
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Néhany gondolat a bioanalitikarol -
Farmakokinetika, gydgyszermetabolizmus

INVITRO

INVIVO

KIOLDODA!
VIZSGALAT

ADME

FELSZIVODAS MEGOSZLAS METABOLIZMUS KIOROLES

BIOANALITIKA
RADIOANALITIKA
SPEKTROSZKOPIA

Technikak

Detektalasi mod

A farmakokinetikai gyakorlatban
alkalmazott legfontosabb
bioanalitikai technikak és
detektalasi modjai

[. Gazkromatografia

GC

[1. Nagyhatékonysagu
folyadékkromatogréfia

HPLC

[11. Kapillaris elektroforézis

CE

V. Kapillar elektrokromatografia

CEC

FID

NPD

ECD

RD

MSD (P/N-EI, P/N-CI)
UV, DAD

FLD

EC

RD

RD-MS

MSD (ESL APCI, APPI)
MS/MS (ESI. APCI, APPI)
UV. DAD

FLD

MSD
DAD

FLD

Forras:KLEBOVICH Imre: Magyar Kémiai Folydirat,

11T evfolyam, 3 szam, 2005 szeptember
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Neéhany gondolat a bioanalitikarol —
Farmakokinetika, gydgyszermetabolizmus

Metabolitok Modszer

A vildgon torzskinyvezett legjelentisebb 50 clvalnsstisa és
r r /s r . * o szerkezetkutatasa
gyogyszerkeszltmeny plazmaszlnt]elnek (LLOQ) 1. On-line kapcsolt e GOC-MS (P/N-El: P/N-C1)

technikak

megoszlisa emberben (2005dprilisi adat) .+ GO-FTIR

e LC-MS (ESI: APCIL: APPI)
s
/’
100%71 ~

Cj Q G e LC-MS/MS (ESI: APCI: APPI:
00% -

80%1

0%1
60% 1,
0%+
0%t
0% 1
0%
10% "
0%

o LC-NMR

33 e LC-NMR-MS/MS

-isag

= OPLC-RD

47 56 e OPLC-RD-MS/MS
e OPLC-RD-NMR

1. Off-line e NMR
technikak

= Nanoprobe™-NMR

Gyakor

e FAB-MS(-MS)
e EI-MS

- MALIDI

1. .Kvazi~ on- e OPLC-DAR-FAB/MS/MS
line technika

IV, Kalonbdzd = Szerkezetkutatasban Kalénféle technikak
spektroszkopiai kombinacidjanak alkalmazasa

modszerek
kombinacidja

V. Specialis = Folyadék szcintillacios spektroszkopia (LL.SC)
nuklearis
technikak

= Tradicionalis film kontakt autoradiografia

e Teljes test autoradiografia

e Nuklearis égetés

- RIA

s DAR

1980 2000 2002 2005* - PIT Fossfor imaging technikak

(radioluminografia)

V. Egvéb = Eeyvensulyi dializis (fehérjekdtodées)
technikak

e Enzimes hidrolizis (metabolizmus)

A XXI. SZézad keZdetének metab()llzmus e Kombinalt eljarasok (metabolizmus)
kutatasaban alkalmazott vizsgalo modszere KLEBOVICH Imre: Magyar Kémiai Folydirat

PN ov-aezefoolaldeq PEE I 3 , 2AA
OIMPICX~OSSZCTOZ1d1dsa 111 evfoiyam, J. Szam, Z000. szeplember
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Neéhany gondolat a bioanalitikarol —
Bioanalitikai modszerek €s a gyogyszerkutatas kapcsolata

Kioldédés
vizegflatok

Bioanalitika
Hatismechanlzmo) Radioanalitika
vizegélatok Spektroszkopia

Febérjekitbd €y
Mellékhatss

Analitika
zervek, szivetek
erpmiciﬁla
mﬁgi To :
(lmmulicﬁ)

KLEBOVICH Imre: Magyar Kémiai Folyoirat,

11T evfolyam, 3 szam, 2005 szeptember
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Az el6adasnak vége ©!
Kérem ne feledjék, hogy
- Szamonkeérés a megbeszeéltek szerint.

- Konzultacié — barmikor, de légyszi jelezzék©!

Kellemes tovabbi napot!
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A mai el6adasnak vége ©!
Kérem ne feledjék, hogy
- még egy el6adas hatra van, egy hét mulva hétfén, témaja:
- kapcsolat technikak a bioanalitikaban, allergomika, proteomika

- Immunanalitika
- Akiket illet: Laborbeszamolo 2013. majus 14. kedd 10 15- Ch 304.

Kellemes tovabbi estét!
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Elektroforetikus modszerek

1. Nativ €s SDS gelelektroforézis — a modszer kivitelezése

[ Extract fish muscle proteins ]

Add fish muscle
and sample buffer
to miicro test tube

Gently flick tube
tTo agitate sample

[ Incubate samples for S miinutes at rcom temperature :l
emad,
protein samples

into !

Pour extracted € = > [T an
screwcap tubes

L Heat protein samples for S miinutes J
' =
—I—L— Load and
electrophorese
samples on
precast
polyacryvilamide
gels at 200V
for 30 Mminutes
Stain with Bio-Safe Coomassie and destain with water ]

1 Size standards
2 Shark

3 Salmon Actin
4 Trout
=3
6
7

Tropomyosin
Catfish

L
i i - ™ in ligh hai
Actin and myosin vosin light chain

standards

i Analyz=e results and dry gels (optional) j

Compare miolecular data to evolutionary tree J .




