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Flektroforetikus
technikak, bioanalitika,
kapcsolt modszerek

ELVEK ES ALKALMAZASOK




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 .




Alkalmazasi terulet
* kémiai és mikrobiolégiai szennyez6k
* toxinok & Coating antigen

e szermaradvanyok
» génmodositott szervezetek (gmok) e Target analytes g“ Goat-anti-mouse 1gG-HRP
* allergének

* mikrobak fajspecifikus meghatarozas

e sth...




PCR

PCR Process (ONE Cycle)

:

1 95°C - Strands separate 1. Denaturing

li

l $5°C - Primers bind template 2. Annealing
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l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension
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(a) Amplicon-binding to the solid phase (b) Denaturation of double-stranded amplicons

Biotinylated (
P ( R _ E L PCR amplicon
Single-stranded
amplicon bound
-« . at the solid
Streptavidin phase

Microplate well

PCR termék immunanalitikai
meghatarozasa

Microplate well

(c) Probe hybridization (d) Probe detection

-

. s . z 2 Sequence-specific
Csak min&ségi meghatarozas (abaisd bicts

=0

Enzyme-
conjugated
antibody

&

Enzyme
substrate

Microplate well Microplate well




Immuno-PCR W :

Add capture
antibody
\ Add Amplify DNA
i sa‘:\’:le O detgction ri‘acl‘:::\? :(VZR A
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* Jelerdsités PCR technikaval
 Marker DNS az antigén antitest komplexen
* Nagyobb érzékenység

Antites(

specifitas



o,"

Enzim

Antitest

o
a N

>e .... ’,Mikroorg
b b .’nizmus

A

* , ¥

Sejt

:

elektroaktiv
anyag

pH valtozas
ho

fény

tomegvaltozas —~ piezoelektromos

—m  elektrod

féhzetd pH
elektréd

—®  termisztor

—-

—® fotonszamlalé

eszkoz

Bioszenzorok

Molekula-
felismerd
ai

ok

Jelatvivok

Elektromos jel

(Elektromos iel)

[¢]
BE elektroaktiv .
o D elektrod
pe & § D Enzim a0
> ) pHvaltozas ____, ~ fehzetd pH
. o .;,- Antitest [ elektrod
> .l .. ” Miktoorga-$. L — ™  termisztor
b i <
’ u .P’ ctdebchscid fény —m fotonszamlalé
A
b . Sejt tomegvaltozas —m piezoelektromos
* ,- eszkoz
Molekula- » -
felismero Jelatvivok
anyagok

» Szenzor chip és transzduktor
0sszekapcsolasa

* Chip tartalmaz egy bioaktiv receptort

* Transzduktor atkonvertalja a biokémiai
informaciot analitikai jellé



SPR —feluleti plazmon rezonancia

Megkotott analit <
Szabad analit 9 Aramlasi csatorna

Fénydetektor
Fényforras

Szenzor felulet

Megkotott analit £, 146 csatorna

Szabad analit

» affinitas-alapu optikai jelatvivé rendszer

* a molekuldak kozotti kotéseket a felllet
kdzelében kialakulod torésmutatd lokalis
valtozasaibdl hatarozza meg

Alkalmazasi teriilet:
* Vitamin analitika
« Allatgydgyszer maradvanyok
* Allergén analitika
e Kutatas-fejlesztés
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GelszU res, i[elele)| o000 000
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OO0 000 .9 & 00O
gelkromatografia B 1833 828 1833
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Fehérjék méret szerinti elvalasztasa ' 888 000 000
Preparativ kromatografia 5 \()OK
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volume Vg

Alkalmazasi teriilet:
* Fehérjetisztitas, somentesités
* Frakcionaldas molekulaméret szerint
» Kutatas-fejlesztés
* Termékel6allitas

(detected by absorbance)

Concentration

Volume
V; = total solvent accessible volume, which includes the void volume and the internal pore volume
V. = volume of beads inaccessible to solvent

V, = internal pore volume
Figure 1



Elektroforézis — definicio

High
Voltage

Power

A toltéssel rendelkezo részecskék elektromos er6tér hatasara eltéro
sebességgel vandorolnak.

= q

F, =qx*E _
v:u *E » e » I,le—
° F, = —6mmnrv 6tmr

> Egy-egy elektréd egy-egy puffer tartalyba merdil

> Két tartdly kozott a részecskék szdmara atjarast biztositunk

> Két elektrdd kozott potencidlkilonbséget hozunk Iétre

» Kationok a katdd felé, anionok az andd felé vandorolnak

» lonok eltérd toltésik és méretik miatt eltérd sebességgel vandorolnak

Elvalaszthatok egymastol

v —az ion sebessége

M — elektroforetikus mozgékonysag
E — elektromotoros térerd

F, — elektromos er§

F, —surlodasi erd

g — az ion toltése

n — az oldat viszkozitasa

r—azion sugara

High
Voltage
d.c.
Power




ktroforézis

Proteins !'h_, . l-a-ﬁ—i
Folded with positiv e . , ;s . ,
and negative charges ?\.,J o * Nukleinsavak és fehérjék vizsgalata
pe -5-5- i Disulfide bond « Agardz vagy poliakrilamid gél
I I 7 ] ] 7 7
* Méret szerinti elvalasztas
Reduced by 2-mercaptoethanol
(disulfide bonds are reduced) 0_ O—
f.s-s-i — 5-5"‘“51 C'EIO-
—— @k
L SDS with negative charge (A)
: ’ LowpH| 0 — @ " " |HighpH
Unfolded to a linear structure with negative charge proportional &—_ &
. ) (+) Y t——F @ (=)
1o the polypeptide chain length S —

- Q- - - QHQ- FQ- 5 FQ-Q-
ettt 1R %% ®
| l | Low pH High pH
Ll )

Fehérjék elvalasztasa izoelektromos pont szerint
Molecular weight markers



Equilibration
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2D-gélelektroforezis + MS

Protein
extract

[soelectric point (pI)

IEF
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DIGE

Sample 2 Cy 2

Sample 1 Cy 5 @ﬁ» ;

Control Cy3

Mix labelled
extracts

[Siem hiptereshembiesdences Bkt uppl08IonsiContenisretsemics-DIGE



A Pool: A+B B

Cy3 Cy2 Cy5

§
DIGE i e

Alkalmazasi teriilet:
* Fehérje azonositas
* Orvosdiagnosztika
* Kutatas-fejlesztés

Fluoreszcens festés
Osszehasonlito elemzés




Blottolasi technikak

" Western blot - fehérjék PETTTT e
200 Northern bIOt % RNS 31.0k02 m———— = 0 0D

Southern blot - DNS S




Northern és southern blot

b/

2\

DNA Separate DNA by Agarose

,RHA Extraction

N,

Electrophoresis

<

/
RHA separated by size

Northern blotting
(transfer of RNA to
membrane)

or heat

Visualization of
Iabeled RHNA on X-ray

Membrane hybridized

RNA fixed to with labeled probes
membrane with UV

gel electrophoresis

Membrane with  © 0 Radio labeled
transferred DNA probe incubation
fragments with membrane

Eestriction
digestion — —_—
YW\ A

Blot DNA from gel to
membrane

Hybridized DINA
bands are exposed

on X-ray film




Western blot

LEPESEI:

1. Gél elektroforézis

2. Fehérjetranszfer nitrocelluldzra
3. Blokkolas

Separate protein on an 4r . , ,
PROTEIN Adsrcss Gl Trinalor oF BLOT sraiels 4, EIs,o an.tltest-adagolas, m,osas
PROBE from GEL to Nylon 5. Masodik antitest adagolas -
bixias) Membrane .,
Membrane with Radiolabeled azonositas
protein bands probe Incubated Bound protein
n transferred to it with Nylon a Bands are

Exposed on Film




Western blot S

Detection in Western Blots

Detection signal
’ (colorimetric or chemiluminescent)

o =

u‘fri.'}“- Enzyme Substrate

Enzyme-conjugated secondary antibody

Primary Antibody
/ \ Target Protein
',»'“F
/_/

Membrane containing transferred protein
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Lab-on-a-chip

Figure 1.

1.7e¢m

O[O0

——

®
O
G
®

le
I<

1.7cm

~)

1

~S—

Separation gel
reservoir

Separation channel
and point of detection
12 sample wells

Sizing standard
reservoir

az SDS tartalmu gel injektalasa a kapillaris
csatornakba torténik

a g¢l nyomas hatéasara egyenletesen eloszlik
a mintak fesziiltség kiilonbség hatasara
haladnak a gélben

¢s a szeparacios csatornaban elektrokinetikai
erdk hatasara valnak szét

a detektalas 1ézerindukalt fluoreszcens
detektorral torteénik




Lab-on-a-chip
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Lab-on-a-chip

Lézer indukalt fluoreszcens detektor

=l

Laser beam
Filker B

Camera

Jelenleg nukleinsavak (DNS, RNS) és fehérjék
elvalasztasara alkalmazhatd

Alkalmazasi teriilet:

* Orvosbiolodgiai kutatasok

* Robbandanyagok azonositasa

e Kornyezeti és szennyvizek szennyezésének
nyomonkovetése

* Mez6gazdasagi vagy kertészeti vizek tapanyag
ellenérzése

e Elelmiszerek termelésének minGségi ellendrzése

* Fajtaazonositas
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s e — — Cagiliy
- i~ - i and Nano
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— S apid Resolutior
— = Quaternary
- n MS
- (L | e and Binary l
SS==o —wm |socratic l
L Nlax
Preparative l l Max speed Improved se & robustness
i, sy

[ ]
1 Better manufacturing
quality & improved specs
Better MS-based solutions & software

HPLC. Ch'p/Ms Reversed phase column 1 e e '4.?":/' -‘§
interface l l - / v )
'y , ; T ! - . / Enrichment column,
A | g et alytcal column ¢ capillaries, fittings,
The HPLC-Chip i the sample enri and analyti K
! with the intri ions and spray tip directly on the *
— polyimide chip. g
——— 4 o
—.\"3—?' - )

= 0f = = ==
3 , T — — 7
! . _}‘ ﬁ_ .
"~ Aeeipiodd - - Nanospray tip, tip

—= HPLC-Chip assembly and fittings
A === . ~

e — Inert grated g Integrated  Built-in
Nano LC system Agilent 6330 lon Trap polyimide Sprayer-tip rca.-‘:o_tc ::'n::nmm Microfiter

LG/MS
A kapillarisokat chipre integraltan is lehet m(kodtetni (chip-HPLC). Az ilyen irdnyu fejlesztéseknek az egyik folyomanya lehet,

hogy a kromatografias rendszerek, és a miniaturizalas fejlesztése nagy sebességgel kozelit ahhoz, hogy egy aktataska méretl
hordozhaté HPLC valdsag legyen. Az olyan komponensek, mint a hosszu életl, és kisméret(i akkumlatorok, nano méret(
folyadékaramot biztositd pumpak, chip HPLC, mikro méretl szamitégépes egységek mar léteznek, egyedil a kompakt

kisméret(i detektorok hianyoznak a hordozhatd, nagy hatékonysagu LC rendszerekhez.




e g Metabolomics

ITiCs Seeptnmics

Proteomlcsm ..... ﬂGenomms
Transcriptomics "

oo gEnams
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Giycomics

nterackomes

77
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Genes - DNA

o Mutations
3 * m Epigenetic modifications
l".b/i
—:7';1’«"% @
MRNA Post-transcriptional
Transcriptomics Tt iy , ) .. ,
N‘% mealicaton a gének statikus szekvenicainak feltarasa

@ a fehérjék azonositasa
a dinamikus funkcidk és kolcsonhatdsok feltardsa

Proteins .
. o Post-translational
W Proteomics modifications ° ...
Metabolites
’&, m Metabolomics
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Proteomika

Proteomika: a proteomot (teljes fehérjeallomanyt) alkotd fehérjék analizise, 6sszetételének
vizsgalata

BIOINFORMATIKA

* azonositas (szekvencia, 3d szerkezet)

* mennyiségi meghatarozas

* adatbazisok 6sszeallitasa

» szerkezeti modositasok (pl. poszt-transzlacios)
* funkciok

 aktivitas

Interdiszciplinaris teriilet
 Elvalasztastechnika
e Analitika
* Bioinformatika
* Adatbazisok, adatbanyaszat




Proteomika
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Sample preperation
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Protein
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Label-free quantification

-value

D

Mass
Spectrometry

Log-ratio
Statistical evaluation
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