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Bioanalitikal modszerek




Bioanalitika - definicio

Tagabb értelemben:
Az analitika egy alteriilete, mely a biomolekulak vizsgalataval foglalkozik

» Azonositas
* azonossag, szekvencia
» Karakterizalas
* tulajdonsagok, szerkezet,
kdlcsonhatasok...
» Mennyiségi meghatarozas
» Monitorozas \
» stabilitas, dinamika, degradacio,
metabolizmus...

Sziikebb értelemben:
Biokémiai reakcion alapulé moédszerek




DNS alapu fehérje alapu
modszerek . modszerek

Antibody

Enzimes modszerek Immunanalitikai modszerek

PCR Szubsztrat

RT-PCR . meghatarozas * ELISA

PCR-ELISA g e Enzimaktivitas * LFD

DNS chipek L mérés * Immunoblot
W e Immobilizalt e Immundiffdzié

enzimes technikdk e .




Bioanalitika — DNS alapu technikak
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Bioanalitika — DNS, RNS alapu
technikak
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PCR —elv

Polymerase Chain Reaction — polimeraz lanc reakcio DNS extrakcidja és
tisztitasa

DNS extrakcioja és tisztitasa

Sejtlizis Egy specifikus DNS szekvencia
l felsokszorositasa

Endonukledzok inaktivaldasa (EDTA)

!

Extrakcio

_ l ) A felsokszorositott DNS termék
Tisztitas (amplicon) detektdlasa




PCR —reakcioelegy

Templat DNS
A mintabdl izolalt DNS szakasz - ; _ s @
P

Nukleotidok

A DNS-t felépit6 négyféle nukleotid: adenozin, timin, citozin, DNA Sample Primers Nucleotides
guanin -

* Primerek < W) U,
15-30 nukleotid hosszusagu primer, a tapadasi helye jeloli ki a
felsokszorositandd DNS szakasz kezdetét

DNS-polimeraz enzim

Taq polimeraz, termostabil enzim, ami a felsokszorositast végzi

Egyéb komponensek
PCR puffer, enzim stabilizator MgCl2

A T

Taq polymerase Mix Buffer PCR Tube

!

PCR Cycle

Thermal Cycler



PCR — a szintézis

epesel

Denaturacio
LLLLLL AL 94-97 °C - DNS két szalat 6sszetarto hidrogén hidak felszakadnak
1ss'c - Strands separate 1. Denaturing 30-60 s
LLLLLLAALL Primerek megtapaddsa (annealing)
| s5c - pomerssotemoe 2. Anneaiing 45-65 °C - primerek bekdtédnek az egyszalu templatok komplementer szekvencidihoz

30-60 s

|

Smroemrmmeney

—_— Polimerizacio (extension)

72 °C - DNS-polimeraz enzim Mg2+ ionok jelenlétében megszintetizalja a DNS
kiegésziti szalat
30-90 s

l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension

25 — 45 ciklus (n) = 2" szamu kopia

I



PCR — detekta

Agaroz gélelektroforézis

as

e Agar agar gél
* Felbontas néhany 10 bp
Agarose gel electrophoresis of DNA * Detektalas DNS kot6 fluoreszcens festék (pl.

etidium-bromid
Siots for Bands {visible after
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PCR - detektalas

o o * Interkaldldodo festék
Mennyiségi meghatarozas ====) Ppoqgl-time PCR (RT-PCR) . Tagman médszer

e FRET modszer

SYBR Green | Action of SYBR Green | Dye

* Interkalalodo festék e @ e

e KettOs szalu DNS-hez kotodik = W

* 530 nm-en detektalhatd © - o

2]
1. Dye in solution emits 2. Emission of the
low fluorescence fluorescence by binding



PCR - detektalas

Tagman modszer /Taq Man probe :- k
» Q (quencher-kioltd) és R (reporter-jelz8) festékek el B < Boportar
» Denaturalddé DNS szélra probaszekvencia 5 e Rz .
hibridizalasa o PE—
» Q gerjesztési frekvencidja joval kisebb Strand Displacement o
» Forster féle rezonancia energia transzformacio ,-__.\ﬁ. |
(FRET) 2 :
> Forster-féle tavolsag (~100 nm) T ~i 4
» A tavolsagon bellil R dtadja az energidjat Q-nak, , " ,,,,,,,,93.

csak Q gerjesztodik E: -




PCR — el6nyok/hatranyok

» Draga

» Keresztreakcidk lehetGsége

» Fals pozitiv és negativ eredmények (pl. él6
vagy élettelen mikréba)

» Szakképzettséget igényel

» Specifikus
» Gyors

» Mennyiségi meghatarozdsra is alkalmas

» DNS stabilitas (feldolgozott mintdk esetén fontos)




Bioanalitika — enzimes modszerek

-, Substrate

o i
L C T




Enzimek

enzim nélkul

aktivacios
energia
enzim
‘aktivacios nélkul
energia
enzimmel

Enzimek - biokatalizatorok

enzimmel

energia

| &sszes leadott
energia reakcid
k6zben

reagensek
CO, +H,0

végtermék
H,CO,

>
reakcio eldrehaladta


//upload.wikimedia.org/wikipedia/hu/1/1c/Enzim_m%C5%B1k%C3%B6d%C3%A9se_sz%C3%B6vetekben.jpg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/hu/1/1c/Enzim_m%C5%B1k%C3%B6d%C3%A9se_sz%C3%B6vetekben.jpg

Enzimek

Cofactor Catalytic site

/

Coenzyme

' az enzimnek megvaltozik
az alakja, amint
%Z“bsz"é‘ a szubsztrat megkotddik

végtermékei
{ aktiv centrum

Apoenzyme

J

P 4
Holoenzyme

Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

* Kulcs-zar elmélet
bglzguaz er:zim enz||r<n -SZl:bsarat enzu;n -véglytermék elhagyjak az enzim Eluktuacios elmélet
omplex omplex ¢* FIUKTUacCIOS elimele
aktiv centrumaba BXIV OStETITE

(enzim Ujra eredeti alakjaban)

e Indukalt illeszkedés elve



//upload.wikimedia.org/wikipedia/hu/9/99/Enzimm%C5%B1k%C3%B6d%C3%A9s.jpg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/hu/9/99/Enzimm%C5%B1k%C3%B6d%C3%A9s.jpg

dSzubsztrat meghatarozas dImmobilizalt enzimes technikak

» Végpont moédszer » Enzimelektrédok
> Kinetikai mdodszer » Enzimreaktorok
dEnzimaktivitas mérés » Tesztcsikok

> Kétpontos mddszer » Bioszenzorok

> Kinetikai médszer JEnzim mint marker



Szubsztrat meghatarozas

Végpont modszer (klasszikus) Kinetikai modszer

CH, —CH,OH + NAD" —"2"_,CH, —CHO + NADH +H " Reakcidsebesség meghatdrozdsa

D — almasav+ NAD+ almsav—dehidrogenaz

piruvat+ CoO, + NADH + H ™

, , Detektalas
Végpont maddszer (kapcsolt)

e . L4
gliik6z + ATP 2% _ gliikdz — 6 — foszfat + ADP fotometrias

glUkéZ —6— foszfat glilkdz—6- foszfat—dehidrogendz i ﬂ uo r| met r|a, S
gliikénat —6— foszfat + NADPH + H* * elektrokémiai
* jzotépos

gliik6z + H,0 + 0, —dke-oid_, gjijkonsav + H,0,

H,0, + szintelen _kromogén —eereidée * manometrias
H,O + kromofor * kromatografias, MS




~ Substrate

Enzimaktivitas mérés

Kétpontos modszer (atlagos reakcidsebesség)

Az atalakult szubsztrat vagy a keletkezett termék mennyiségét hatarozzuk meg a reakcio elejét képezé
rovid iddintervallumban

Kinetikai madszer (pillantanyi reakciosebesség)

A reakcid kialakulasanak kovetése az id6 fuggvényében



e wSubstrate

Immobilizalt enzimes technikak

Rogzitett enzimek felhasznalasa ] Immobilizalt enzimek el6nyei
» Enzimreaktor R
» Enzimes elektrod El :
ektrolit “ Srs . o
> Bioszenzor ; UJrafeIPlasz,naIa:;,! I.ehetoseg
» Gyorsvizsgalati tesztcsikok Nagyszamu ar.w?n ',Z'S
» Nagyobb stabilitas
Immobilizalasi technikak alid
» Kovalens kot6erék
» Intermolekularis keresztkotések
> Adszorpcio . ’i 7 P
» Mikrokapszulazas
Immobilizalt glikoz-oxidaz
GLUKOZELEKTROD



Active |

Enzim, mint marker

!

Immunanalitikai modszerek




Enzimes technikak —
elényok/hatranyok

» Nagy tisztasagigény

» Zavaro komponensek

» Draga a tisztitas és a rogzités
» Lassu lehet (végpont mddszer)

» Specifikus
> Erzékeny
» Gyors

» Nem igényel bonyolult miszereket

» Automatizalhatd, gyorstesztekre alkalmas




Bioanalitika — immunanalitikai modszerek

‘ Target Protein “Antigen”

LN




Target Protein “Antigen”

Immunanalitikai modszerek -
definicio

Antigén — antitest (ellenanyag) reakcion alapuléo modszerek _ Variabilis régié

Ellenanyagok funkcidja:
» ldegen eredetl anyagok felismerése és elpusztitasa
» Komplement aktivacio
» Transzportfunkcid

> ..
Diszulfid hid N .
Kénnyu
= Monoklonalis ellenanyag lanc
= Poliklonalis ellenanyag
Nehéz lanc Konstans
regio

Antigén
Idegen vagy idegenként felismert anyag

Epitop — antigén az a részlete, amit az antitest felismer




- Target Protein “Antigen”

LN

Immunanalitikai modszerek -

CSOPO rtositas
Antigens
w v w Diffuzios és elektroforetikus technikak
B » Immundiffazié

> Immunelektroforézis

Antigen > Immunoblotting
&sjﬁmlman-tﬁnding site
x Jelolt ellenanyagot vagy antigént alkalmazo technikak
» Immunfluoreszcencia
» Radioimmunolégia

> ELISA
» LFD
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7 o3,° .o.o.. ) ‘Q::°.
| ) o:s:: :: '01.’/: .::. :.:\:2 .
4l _ .‘i......:}.:‘:.-.‘:b. :
M Rl e ® e i
Immundiffuzio . il
Agar matnx Preaipitate
Egyszerii immundiffuzio Kettés immundiffuzio
identical nonidentical  partially identical
e e
‘ mign| @ @ @ © @ @
,«//GM\‘\., ,\.f>' f\ s/ Jv;h\"”'\
Ag Ag //,/ \5\\' "/’f \.h\‘ ¥ fr’ \_"\\"
1/4 1/2 . g N
Agar containing Precipitin ring aI].t].bOdy
antibody
Fig. 27.4: Single radial immunodiffusion
Kioltasi zdna nagysaga aranyos az antigén Csak 6sszehasonlitd vizsgalatokra alkalmas, precipitacios sav alakja
mennyiségével alapjan eldonthetd, hogy két minta azonos antigéneket tartalmaz-e



Agargse

Clathodic hoffer

Antisenum _::) = . Amntigen

AN

Anodic offer

/
mmunelektroforézis |. : gy St
1. Szérum mintak elektroforézise —rk 4. Precipitacios ivek keletkeznek
1. minta (kontroll) ]//
Oo—© o =
-+ - s S S )
0O—O O O
2. minta (paciens) 5. lvek megfestése
2. Anti-human ellenanyag hozzaadasa 6. ivek 6sszehasonlitasa a kontrollal
© O © O SRR
S | t fam—— X R e O
- 3. Diffazié O
l L




Agargse

Clathodic hoffer

Atiservan :=) «— @ ricen
Immunelektroforezis Il. :

Rakéta immunelektroforeézis

Anodic offer

1E

.
- ~

PLAZMAFEHERJEK PLAZMA TROMBIN SZERUM TROMBIN SZERUMFEHERJEK




Immundiffuzio, immunelektroforézis —
elényok/hatranyok

» Lassu

> Erzékenység

» Mennyiségi meghatdrozas problémas lehet

» Rutinanalitikdra, nagyszdmu minta
vizsgalatara nem alkalmas

. 4

~
" 4

» Specifikus
» Nem igényel bonyolult m(iszereket
» Nem igényel specifikus szaktudast




ELISA

Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

HRP-Linked Amlbody

Meghatarozas tipusa alapjan
» Dirket
» Indirekt

p4

4

CSOPORTOSITAS

Versengés alapjan
» Kompetitiv
» Nem kompetetitiv

Enzimjeldlés alapjan
> Jelolt antitest
» Jelolt antigén

o . -

Sandwich Elisa



Szendvics ELISA

Miianyag mikrotiter lemez

Ellenanyag

Minta 1 Minta 2

ek
Y

Minta 1

Minta 2

POZITIV

Minta 1

NEGATIY
Minta 2



http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/ELISA.html

Szendvics ELISA

Szendvics ELISA - kalibraciés gorbe

’//’0

A, 450 nm

£p

c (ppm)




Indirekt kompetitiv ELISA

Ao
<ms

. Copting antigen

o Target analyles %9 Goat-anti-mouse [gG-HRP




Indirekt kompetitiv ELISA

Indirekt kompetitiv ELISA - kalibraciés gorbe

A, 450 nm/\

- ¢ (ppm)




ELISA—e

dnyok/hatranyok

» Draga

» Keresztreakcidk lehetGsége

» Immunreakciobdl adédo hibaforrdsok
» Mérési bizonytalansag, kalibracié

» Specifikus
> Erzékeny

» Gyors

» Viszonylag nagy atereszt6képesség
» Nem igényel bonyolult miszereket
» Nem igényel specifikus szaktudast




LFD

POZITIV

Lateral Flow Device

Ju

NEGATIV

Analit

-° " —_— _\,.l‘{ '/—.
. Capillary Flow By

Nitrocelluloz
membran

Tesztvonal Kontrollvonal
0Zitlv érvényes



LFD

Multi meghatarozas lehet6sége

Control Line

RUR Test Line

Cry3Bb Test Line

CrylAb Test Line

Sample

Filter Pad

$599555599555%°

Absorbent
Pad

Gold Pad

Sample
Tube

Example of test strip results (left to right)

1)
2)

Unreacted (left)

negative (non-GMO)

RUR positive

Crv3Bb positive

Cry1ADb positive

Cry3Bb and Cry1AD positive
RUR. Cry3Bb and Cry1Ab positive

iz S ,
L
TSR T TSI
(\



LFD — el6nyok/hatranyok

» Csak min6&ségi meghatarozas
» Esetleg szemikvantitativ meghatdrozas

» Specifikus
» Egyszerd
» Gyors

» Laboron kivil is konnyen haszndalhaté
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