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A KUTATASI EREDMENYEK ISMERTETESE

Dr. Kilar Ferenc

Az analitikai kémia, bioanalitika az elmult években Gjabb nagy kihivas elé kerdilt.
Egyszeri és 0Osszetett szervezetek géntérképeinek ma mar sorozatban torténé
meghatarozasa utdn a kapott adatokra alapozva a megfelelé fehérje-allomany, a
proteom, megismerése kovetkezett. A feladat nehézségét noveli és novelte hogy akar
egy sejt fehérje-allomanyanak osszetételét kell meghatarozni. A két-dimenzios gél-
elektroforézis modszer alkalmas fehérjék izoformainak, genetikai mutansainak, és
kilonb6z6 poszt-transzlacids szarmazékainak feltérképezésere. Bar a mddszer a ma
hasznalatos szamitogépes kiertékel6 modszerek segitségével mar majdnem
automatizalhatd technikaként tekinthet6, mégis érdemes volt mas elvalasztasi
modszerek keresése.

A Kkapillaris elektroforézis technika jo lehet6séget kinal olyan Gj modszerek
kidolgozasara, amelyek lehéve teszik nagyon kis anyagmennyisegek automatizalt egy és
két-dimenzids analizisét.

A , kétdimenzios” kapillaris elektroforézis mddszer kifejlesztéséhez el6szor az egy-egy
dimenzidban folytatott analizisek vizsgalata valt szlikségessé. A tesztelés és a
kapcsolandé modszerek egymashoz illesztése volt elsésorban a palyazathoz kapcsolodo
munka tartalma. A kétdimenzids poliakrilamid gél-elektroforézis az egyik iranyban
izoelektromos fokuszalast, arra merdlegesen altalaban SDS-gélelektroforetikus
elvélasztast alkalmaz. A kapott kétdimenzios képet altalaban alakfelismeré szoftverek
segitségével analizalva lehet megallapitani a minta 0sszetételét, a festéssel detektalhato
fehérjekomponenseket. Ezt a technikat csak valamilyen polimer-métrix alkalmazésaval
(elsésorban poliakrilamid gél) lehet megvalositani, és a komponensek megfestésének
(detektalasanak) is jol korbejarhatd hatarai vannak. A szabad oldatokban (free solution)
vegrehajthatd  Kkapillaris izoelektromos fokuszalas technika teljes meértékben
automatizalhat6. Ennek kidolgozasa soran mindkét modszer, a két-lépéses (two-step

CIEF) és az egy lépéses (one-step CIEF) technika alkalmasnak bizonyult a nagy



érzékenységi és szelektivitasu meghatarozasokra. A palyazatban részvevo kutatok tobb
eredmenyt kozoltek, illetve Gj modszereket fejlesztettek ki a kapillaris izoelektromos
fokuszalas terén. A munkardl tobb kézlemény, es dsszefoglald kdnyvfejezet sziiletett.
Az izoelektromos fokuszalassal elvalasztott komponensek a 2D gélelektroforézisben a
masodik dimenzidt alkotd gélben toérténé vandorlasuk soran valnak el egymastol. A
kapillaris eizoelektromos fokuszalassal elvalasztott komponensek tovabbi szétvalasztasa
csak akkor lehetséges, ha a kapott zdnakat egymastol elkilénitve, a kapillarisbol
Kijuttatva vetjik ala valamelyik masik elektroforetikus elvalasztasi mddszernek. A
kapillarisbdl valo kijuttatast mindkeét fele CIEF technika biztosithatja, de az egylépéses
technika esetében a kiils6 nyomas alkalmazasa valdszintileg mindenképpen sziikséges
(az endozmotikus aramlas sebessége ugyanis a folyamat soran az eltdvozé amfolitok
miatt folyamatosan valtozik). Az izoelektromos fokuszalas soran elvélasztott, fokuszalt
zonaknak a masodik kapillarisba valo bejuttatdsdhoz megfelel6 6sszetétellel kell és lehet
a komponenseket bejuttatni ahhoz, hogy a zona-elektroforézis elvégezhet6 lehessen. A
kidolgozandé modszerben ez a lépés nemcsak egy-egy Kkivalasztott zona tovabbi
elektroforetikus analizisét jelenti. Megfelel6 detektélast alkalmazva az elsé kapillaris
vegeénél az Osszes fokuszalt frakcid, egymas utan, de idében elvalasztva a masodik
kapillarisba, mintha injektalt minta lenne, bejuttathatd és tovabb analizalhat6. Ennek
alapjat az biztositotta, hogy az izoelektromos fokuszalas mobilizalasi lépését idében fel
lehet fliggeszteni, és ez alatt az id6 alatt egy-egy mintazondnak a masodik kapill&risban
valé elvalasztasat el lehet inditani, esetleg teljesen el lehet végezni. Megfelelo
idokozoket alkalmazva a mobilizalsi 1épés sordn a masodik kapillarisba (,,mésodik
dimenzi0”) szekvencialisan bejuttatott zonak analizise végrehajthato. A maodszer
kidolgozasa soran kétféle dimenzidban tortént fejlesztés. El6szor a hagyomanyos
kapillaris  elektroforetikus  készilékek alkalmazéasaval kidolgoztunk kapillaris
izoelektromos fokuszalas-koriilményeke. Ehhez felhasznaltuk a jelenleg rendelkezésre
allo automatikus, valamint két modularis kapillaris elektroforézis keszulékeket, azok
detektorait. Bedllitasra kerllt az ITP-CZE kapcsolt kapillaris elektroforetikus rendszer,
amelyben egymas utdn kapcsolt két ,makro”-kapillarisban izotachoforetikus
mintakoncentralas utan zona-elektroforetikus elvalasztast lehet végrehajtani. A késziilék
modositasait a felvazolt projektben terveztiik megtenni, ugyanakkor erre a csokkentett
pénzigyi fedezet miatt nem lehetett megtenni. Ennek ellenére a kidolgozott technikak

alkalmasak a kétszer 1D mddszer adaptalasara.



A projekt ttemezése soran izoelektromos fokuszalas és zonaelektroforézis kisérleteket
folytattunk kulénb6zé analitikai  célokkal. Ebben szerepelt bakterialis fehérjék
vizsgalata, optikai izomerek elvalasztdsa, specialis detektalasi technikak (pl.
fluoreszcens) alkalmazéasanak megvizsgalasa. A mar rendelkezésre allé PrinCE
modularis ,,1D” Kkapillaris elektroforézis késziileken a kapillaris izoelektromos
fokuszalas mobilizalasi 1épésének pulzald mddu elvégzésére a készilék alkalmas.
Uncoated (kezeletlen) és coated (fedett) kapillarisok alkalmazéasanak Gsszehasonlitasa
tortént. Standard fehérjekeverékek és bakteridlis sejtlizatumok analizise izoelektromos
fokuszalassal, tipikus izoelektroferogramok gyiijtése tortént. A masodik dimenzid,
vagyis elsésorban a zoOna-elektroforetikus elvalasztasok esetében is tobb [épést
vegeztunk. Az injektalt zénakat alkotd pufferhatast amfolit-komponensek és a masodik
dimenzidban hasznalt SDS egyittes jelenléte elektroforézisre gyakorolt hatésat
vizsgaltuk. A témaban kdzremiik6do hazai és kilfoldi kutatok az elmult két évtizedben
a projektben felvdzolt Kkutatasi terlileteken dolgoztak eés dolgoznak. Szakmai
eredményeik felolelik a kapillaris elektroforézis metodikai-technikai fejlesztésében és

kilonb6z6 alkalmazésokban vald munkaik eredményeit.
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