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Bevezetés

Molekularis felismerés és szelektiv gélek

A molekularis felismerés felelés azon kotések kialakulasaért, amelyek lehetdvé teszik (tobbek
kozott) az enzimek és szubsztratok, a gyogyszerek és célmolekulak (targetek), illetve a DNS
két komplementer szala kozotti kapcsolodast. A molekularis felismerés akkor alakul ki két
molekula kozott, ha azok mind geometriailag, mind elektrosztatikusan komplementerek,
tokéletesen Osszeillenek (mint kulcs a zarral, Fisher, 1894) és nem-kovalens kotésekkel
kapcsolodnak egymashoz. Ilyen nem-kovalens kotderdk a hidrogén-hid kotés, az elektromos-
¢s hidrofob kolcsonhatasok és a gyenge fém-koordinativ kotés. A molekularis felismerés
tanulmanyozasa kozponti helyet foglal el a szupramolekuléris kémidban és kiemelten fontos a

gyogyszeriparban, a gyogyszertervezésben.

A molekuléris lenyomatkészités definicidja a kdvetkezdé: Ligandum szelektiv felismerésére
alkalmas helyek kialakitasa szintetikus polimerekben; templat (atom, ion, molekula, komplex
vagy molekularis, ionos makromolekuldris entitas, beleértve a mikroorganizmusokat is)
jelenlétében torténd kovalens kotéseket kialakitdé polimerizécios, illetve polikondenzécios
folyamatok soran. A szelektiv felismerés a templat eltavolitdsa utdn, a templatok altal
kialakitott formakban, helyeken torténik. (Alexander, 2006).

Alapvetden két eljaras kiilonboztethetd meg a molekularis lenyomat-készitési technikakban.
Az egyikben, amely Wulff és munkatarsai nevéhez kotddik, az Osszetevoket (egyenstlyi
reakciokban kialakuld) kovalens kotések tartjak az oldatban a polimerizacio el6tt, a masikban
(Mosbach és munkatarsai) egy eldzetes elrendezddés alakul ki a lenyomatkészitd molekula és
a funkcionalis monomerek kozott nem-kovalens, illetve fém-koordinativ kotéseknek
kdszonhetden.

Az utobbi években szdmos kisérlet igazolta, hogy a molekularis lenyomatokat tartalmazé
polimerek mesterségesen eldallitott kotdhelylil szolgalhatnak természetes antitesteknek, €s
felismerd komponensekként felhasznéalhatok, az ’immuno assay’-tipust analizisekben.
Hjertén és munkatarsai 1996-ban dolgoztak ki egy 10j eljarast, amelynek segitségével fehérjék
szelektiv  felismerése valt lehet6vé. Emberi hemoglobinra, citokrém C-re, emberi
transzferrinre, novekedési hormonra, ribonukledzra és 16 mioglobinra szelektiv géleket
készitettek nem-ionos monomerekbdl, ezaltal csokkentve a nem specifikus elektrosztatikus
kolesonhatasokat. A szelektivitast rokon fehérjékkel tesztelték (16 és balna mioglobin).

Késziilt, egyszerre egynél tobb fehérjére specifikus polimer is.



Kiralis felismerés

A gyogyszerek kortilbeliil 40%-a kiralis vegyiilet. Ismert tény, hogy farmakologiai aktivitas
az esetek nagy tobbségében csak az egyik enantiomerhez kapcsolodik (eutomer). Sok esetben
nem kivanatos mellékhatds, s6t toxikus hatds is kotédhet a madsik optikai izomerhez
(disztomer), ezért sziikséges és fontos az enantiomerek elkiilonitése. Az optikai izomerek
elvalasztasara szolgalnak a kirdlis szelektorok. Ezek lehetnek nagy molekuldju, gytrs,
szerves vegyliletek (pl.: koronaéterek, ciklodextrinek) vagy antibiotikumok, de szamos
szénhidrattal és fehérjével (marha- és emberi szérum albumin, avidin, o-gliikoprotein,
cellobiohidrolaz, kazein, emberi szérum transzferrin) kialakitott enantioszelektiv
kolesonhatést is leirtak.

Az enantiomerekkel kialakitott sztereoszelektiv kolcsonhatasok szamos elvalasztas-technikai
(kromatografias, elektroforetikus) eljarassal vizsgalhatok. A kapillaris elektroforézis széles
korben alkalmazott és igen hatékony elvalasztdsi technika, mely kis anyagigénye mellett

gyors analizist tesz lehetévé kiralis anyagok kdlcsonhatasainak vizsgalataban is.

Munkédm soran két kiilonbozé molekuléris felismerési folyamatot tanulmanyoztam. Kiralis
komponensek elvalasztdsat fehérje, mint kiralis szelektor alkalmazasdval, illetve szelektiv

gélszemcsék hasznalatdnak lehetdségét fehérjék, virusok és baktériumok azonositasara.



Célkituzések

A molekularis megismerés jobb megértésre irdnyuld kisérleteim céljai a kovetkezd

pontokban foglalhatok dssze:

A fehérjék sztereoszelektiv felismerési folyamatai vizsgalatdnak fontos szerepe lehet mind a

biologiai szerepiik tanulmanyozasaban (pl. gydgyszerekkel vald kolcsonhatas esetén), mind a

fehérjek feliileti kotéhelyeinek feltérképezése soran.

1.

A transzferrin egyszertien alkalmazhat6 és hatékony kiralis elvalasztoként felhasznalhaté
fehérje. Célul thiztiik ki a ligandumként hasznalt triptofan-észterekkel (metil-, etil-, butil-
észter) kialakitott kolcsonhatdsok tanulmdnyozédsan keresztiil, a molekularis szerkezet
(alkil-lanchossz) szerepének tisztazasat a fehérje-ligandum kolcsonhatasban

A masodlagos kolcsonhatasok koziil dontd szerepet jatszhatnak az elektrosztatikus
kolcsonhatasok, illetve a hidrogénhidak. Célunk volt a fehérje-kismolekula kdlcsonhatas

pH fliggésének vizsgalata.

A fehérjék molekuldris szerkezetének a lenyomatképzési technikdkban, a molekularis
felismerésre gyakorolt hatdsainak vizsgalata kiilonb6z6 fehérjék esetén, pl.: humén és

marha hemoglobin, illetve human szérum transzferrin.

A szelektiv gélek specificitasinak meghatarozasara elektroforézisen alapuld, altalanosan

alkalmazhat6 médszer kifejlesztése.

Az eddig alkalmazott molekularis lenyomat készitési technikdk megoldast jelentettek kis

molekuldk szelektiv felismerése esetén, de a virusok és sejtek szelektiv felismerése nem volt

ilyen hatékony, egyszerii és olcso eljaras

4. Virus (Semliki Forest Virus) és baktérium (Escherichia coli) szelektiv gélek kifejlesztése,

¢s hatékonysaguk, illetve szelektivitasuk vizsgalata elektroforézissel.



Moébdszerek

Kiralis felismerés kapillaris elektroforézisben félallé fazisként hasznalt human szérum

transzferrinnel

Az elektroforézis alapjat a toltéssel rendelkezd részecskék elektromos térben torténd
elmozdulasa adja (Kohlrausch, 1897). Szabad oldatban végzett elektroforézis (Tiselius, 1937)
esetén, a diffuzidé rontja az elvalasztds hatékonysagat, ennek kikiiszobolésére dolgozta ki
Stellan Hjertén (1958) a kis keresztmetszetli forgd csében végzett elektroforézis modszerét,
mely a mai kapillaris elektroforézis elddje. Ez utobbi eljards széles korben elterjedt
biomolekulak aminosavak, peptidek, fehérjék, nukleotidok és nukleinsavak elvalasztasara, és
azonositasara. A kapillaris elektroforézissel sokféle detektalasi technika kombinalhato, ami
szintén segiti a széleskorli felhasznalast. Emellett a rendszer kdnnyen automatizalhato és
rendkiviill egyszeri felépitésii.

A kapillaris elektroforézis kis minta mennyiségek gyors analizisét teszi lehetové kiralis
vegyiiletek kolcsonhatasainak vizsgalatakor is. Kis molekuldk kiralis elvéalasztasanak egyik
lehetséges modja fehérjék alkalmazasa kiralis elvalasztokozegként (szelektorként). A fehérjék
sztereoszelektiv  kotOhelyeivel az enantiomerek kiillonbozd erdsségli  kolcsonhatasokat
alakithatnak ki. A két optikai izomer igy eltérd ideig all kdlcsonhatasban a fehérjével (minél
erosebb a kolcsOnhatas, annal tovabb marad adott izomer kolcsonhatasban a felismerési
hellyel), mely a racém elegy szétvalasztasat eredményezi.

Triptofan szarmazékok (metil-, etil- és butilészter) kiralis elvalasztdsdhoz human szérum
transzferrint hasznaltunk kiralis szelektorként. A fehérje eltéré 'nyomassal’ (10-100 psi*s)
torténd injektalasa segitségével részlegesen toltott kapillaris allithato eld. A kisérleteket pH 6-
on, a fehérje izoelektromos pontjanak megfeleld pH értéken végeztiik, igy a kiilonbdzd
izoelektromos pontl transzferrin izoformak eredd, feliileti toltése nulla vagy alig eltérd
nullatol, ezért a fehérjedugd nem (vagy alig) vandorol, igy félallo fazisként alkalmazhato. A
triptofan szarmazékok vandorlasa igy jol vizsgalhato eltérd hosszusagt fehérjedugod (10 psi*s
injektalasi nyomas mellett kb. 10mm hosszisagu zéna alakul ki) esetén.

Futtatasok késziiltek pH 5 és pH 7 kozott, a transzferrin izoelektromos pontja koriil, a pH

triptofan szarmazékok transzferrin segitségével torténd kiradlis elvalasztasat befolyasold



hatasanak feltérképezésére. Az izoelektromos ponthoz tartozé pH pontos értéke a transzferrin

szialsav tartalmatol, illetve a fehérje molekula vastelitettségétol fligg.

Szelektiv gélek — “Antigének” molekularis felismerése molekularis lenyomatképzési

eljarassal készitett polimerben

Az akrilamid fehérje, illetve virus, mint templat jelenlétében torténd polimerizacidjaval olyan
specifikus szerkezet alakul ki, amely a fehérje vagy virus eltavolitdsa utan alkalmas a templat

keverékekben torténd specifikus felismerésére €s azokbol vald kinyerésére.

A gél szerkezetét, porusméretét a monomer és keresztk6td aranya, a katalizator mennyisége €s
a pH szabalyozza. A TeCs Osszetételli gél (teljes monomer koncentracio: 6%, a keresztkotd
koncentracioja a teljes monomer koncentracid 5%-a) volt a szamunkra legmegfelel6bb. A
fosztat pufferben, melynek 980 ul térfogatdban 57 mg akrilamid monomer és 3 mg N, N’

metilén biszakrilamid keresztkoto volt oldva.

A templatként hasznalt makromolekula vagy virus jelenlétében folytatott polimerizacid
TEMED  (tetrametil-etilén-diammin:  10ul, 5 (v/v) %), mint katalizator ¢&s
ammoniumperszulfat (10ul, 10 (m/V) %) hozzdadasaval indithato, az 0Osszetevok
gaztalanitdsa utdn, amire az oxigén, polimerizaciot gatlo hatdsa miatt van sziikség. Tiz perc
utan mar szemmel lathatd gélesedés tapasztalhatod, azonban a reakcio teljes lejatszodasdhoz az

elegyet altalaban egész éjszakan at allni hagytuk.

Szelektiv gélek késziiltek fehérjék (pl.: human és marha hemoglobin, vasmentes ¢és vassal
telitett transzferrin), virusok és virusszerli képletek (Semliki Forest virus vad tipus és mutans;
BK-4) és sejtek: baktériumok (Escherichia coli és Lactococcus lactis), mint templat
jelenlétében. Nem toltott gél szemesék is késziiltek, templat nélkiili polimerizacié soran

(blank), az esetleges nem specifikus kolcsonhatasokbol szarmazo vandorlas kisziirésére.

A gélt fémhalok segitségével apritottuk, majd a lenyomatkészitéshez hasznalt templatot
natrium dodecilszulfat (50mM SDS, 50mM Tris-HCI1 pufferben, pH 8,5) segitségével
tavolitottuk el. Ezt kdvetden az elektroforézis soran hattérelektroliként hasznalt puffer (SOmM
Tris-HCI pufferben, pH 8,5) segitségével a detergenst is kimostuk a gélekbdl. A gélszemcsék
tisztasdgdt a mosasok utdn kaliumklorid eluenshez adagolasaval ( mely igen kis

mennyiségben jelenlévé SDS-sel is jol lathato, fehér csapadékot képez) és a szemcsék



elektroforetikus futtatasaval teszteltiik. A templat jelenlétében polimerizalt, majd a fenti

eljarassal tisztitott gélszemcsék kontrollként szolgaltak a kisérletekben.

A poliakrilamid t6ltéssel nem rendelkezd polimer, ezért a gélszemcsék csak a toltott
részecskékkel (fehérje, virus) vald kolcsonhatds révén mozdulnak el. Az elmozdulasbol

kovetkeztethetlink arra, hogy kialakult-e kolcsonhatas a gél és az adott szubsztrattal kozott.

Kétféle kisérleti elrendezést hasznaltunk, a szelektiv gélek ¢és a templat kozotti

kolesonhatasok kialakitasara, az egyensuly beallitasara:

Az | eljaras soran, a kvarccsO templatot tartalmazo hattér elektrolittal volt toltve, ebbe két,
harom zdénaban; 5-10 gélszemcsét tartalmazo szuszpenzio keriilt beinjektalasra. A templatot
tartalmazo hattérelektrolitban torténd futtatds soran, az templat jelenlétében polimerizalt
gélszemcesék kolesonhatasba Iépnek a toltott templat részecskékkel, és az ellenkezd polaritasu
elektréd iranyaba vandorolnak, mig a nem szelektiv szemcsék nem mozdulnak.

A 1. lehet6ség hogy a polimerizaciokor kialakult, majd kimosott liregeket telitjiik a futtatas
elott, és az elektroforézist puffer oldatban végezziik. Ilyen eljards soran adott templatra
szelektiv €s blank gélszemcsék mosas utan templat oldatba keriilnek, majd egy 30 perces
szobahdmérsékleten, razatas kozben végzett inkubécio utdn, tobbszori futtatdo pufferben
(50mM Tris-HCI puffer, pH 8,5) tortént mosas utan vizsgaljuk vandorlasukat..

A szelektiv gélek és fehérjék (illetve virusok) ’reakciojat’ (szelektiv kolcsonhatasat), a gél
granuldldsa utan, kvarccsoves elektroforézis késziilékkel vizsgaltuk Egy 1958-ban késziilt
késziiléket hasznaltunk, mivel az apritds utdni szemcsék is tul nagyok ahhoz, hogy
kapillarisban vizsgéljuk 6ket. Ez a miiszer, egy 245 mm hosszu, 2,5 mm belsd atmérdji és 9,6
mm kiilsd atmérdjli, hossztengelye koriil forgd, az adszorpcio és az elektroendozmotikus
aramlas minimalizalasara kovalensen kotott poliakrilamiddal fedett kvarc csovet tartalmaz. A
hagyomanyos gélelektroforézis kamrajahoz hasonloan, a csé két vége két elektrolit tartallyal
all osszekottetésben. A tartdlyokba egy-egy elektrod meriil, amelyek egy tapegységhez
kapcsolodnak. A forgd kvarccsé puffer oldattal van feltdltve, ami biztositja az aramkor
zéarasat. A kisérletek szobahdémérsékleten késziiltek, 500V fesziiltség €s 50 pA aramerdsség
mellett.

20-25 pl mesterséges antitestet tartalmazd szuszpenzio (5-10 szelektiv gélszemcse) injektalasa
utdn a részecskék elektroforetikus vandorlasa a forgd cs6ben szemmel kovethetd. A
véandorlasi adatokbol mobilitds szamolhatd, melyet Tiselius egységben adtunk meg (107

cm?/Vs).



Eredmények

A kémiai szerkezet molekularis felismerésre gyakorolt hatasanak vizsgalata

transzferrin estében

Eltéré alkillanc hosszusagu triptofan szdrmazékok (metil-, etil-, butilészter) kiralis
elvalasztasa kerilt kivitelezésre human szérum transzferrin, mint félallo kiralis elvalaszto
fazis jelenlétében. Minden kisérletben a triptofan butilészter enantiomerjeinek felbontasa
adodott a legnagyobbnak, a metilészteré¢ a legkisebbnek, mig az etilészter kozbiilsd értéket
mutatott. A kapillaris csak részben volt feltltve a szelektorként alkalmazott fehérjével, ezért
a mobilitdsok két részbdl szamolhatok: vandorlas a fehérje dugdban és vandorlas szabad
oldatban, a fehérjén kiviil. Kiilonb6z6 zoénahosszok jelenlétében torténtek vizsgalatok, de a
szamitasok a transzferrin zondn beliili mobilitasra azonos értékeket adtak. A megallapitast,
hogy a kémiai szerkezet befolyasolja a kiralis felismerést a fehérjékkel vald kdlcsonhatasok
soran, aladtdmasztja, hogy a ’hosszabb’ alkillancot tartalmazd szarmazékok (butil- és etil
észter) hasonld vandorlasi viselkedést mutatnak, ami eltéré a metil észter viselkedésétol. Az
utobbi sztereoszelektiv felismeréséhez nagyobb ionerdsség ¢és nagyobb transzferrin
koncentracio sziikséges.

Megallapithato, hogy az eltéré felépitési  vegyiiletek kiralis  felismeréseinek
Osszehasonlitdsdhoz azonos kisérleti koriilményekre van sziikség. Ahol példaul az egyes
vegyiiletek vandorlasi sebesség eltérd, ott a kolcsonhatasok vizsgalatakor, jellemzésekor azok

ideje azonos kell, hogy legyen.

Altalanos lenyomatkészitési eljards mesterséges gél antitestek eldallitasara -
egyedulallé, fehérjék, virusok és sejtek (baktériumok) igen kis szerkezeti

kildnbségeit észlelhetévé tevé elektroforézis technikaval kapcsolva

Szelektiv gélek (mas néven mesterséges antitestek) allithatok el6 és alkalmazhatok
molekuléaris felismerési folyamatokban. A gélek akrilamidbol ¢és a keresztkotOként
alkalmazott N, N’ metilén biszakrilamidbol készithetok kiilonbozd templat részecskék

(’antigének’) jelenlétében, amik lehetnek fehérjék (pl.: human és marha hemoglobin, vassal



telitett €s vasmentes transzferrin), virusok (Semliki Forest virus, vadtipus és mutans, BK-4
virusszerl képlet) és baktériumok (Escherichia coli és Lactococcus lactis).

A poliakrilamid gél semleges, ezért a gélszemcsék nem vandorolnak elektromos erdtérben-ez
a tulajdonsaguk esetiinkben kiaknazhat6 volt a mesterséges gél antitestek szelektivitasanak
igazolasara. A szelektiv gél, ugyanis csak a polimerizacidjakor jelenlévd templattal vald
mesterséges antitest/antigén (templat) komplex kialakuldsakor, az antigén toltGttsége esetén
(pl. fehérjék esetén izoelektromos ponttdl eltérd pH) lesz toltdtt. Ha az antigént teljesen
eltavolitjuk a gélbdl, Gjra semleges (toltés nélkiili) lesz a mesterséges antitest, igy a templat
szelektiv felismerése jol tanulmanyozhatd a mesterséges antitestként miikodd gélszemcsék
elektroforézise soran.

A szelektivitds mértékére jellemzd, hogy 16 mioglobinra specifikus mesterséges antitest
szemcsékkel toltott oszloprdl eludlt minta ioncserés kromatorafids vizsgalata soran, a 16
mioglobin megkdtddott az oszlopon, mig a balna mioglobin nem, annak ellenére, hogy a két
fehérje szerkezete nagyon hasonlo.

Munkédm soran egy egyszerl, olcsd, konnyen kezelhetd elektroforézisen alapulo eljarast,
fejlesztettem ki, mely a kisérleti eredmények alapjan kitlinden alkalmas fehérjék és
molekularis  lenyomat-készitési technikaval eldallitott mesterséges gél antitestek
kolesonhatasanak vizsgalatara. Templatként szolgalt tobbek kozott a human szérum
transzferrin, melynek vassal telitett €s telitetlen formaja kozotti a gél antitest/fehérje komplex
mobilitdsdban tapasztalhatd nagy kiilonbséget, az igen kis 3 dimenzios szerkezetbeli eltérés
(azonos aminosav sorrend mellett) okozza.

Ugyan ez a megfigyelési eljaras teszi kdvethetové nagyobb bioentitasok, mint virusok ¢és
baktériumok szelektiv lenyomatat tartalmaz6 gél antitestek és templatjaik kdlcsonhatéasat.

A mesterséges gél antitestek szintézisének és a gél antitest/antigén komplex elektroforézises
vizsgélatanak egyszerlisége ellenére egyediilallo egyiittese szélsOségesen kicsi eltérések
¢szlelését teszi lehetové a kémiai felépitésben, illetve a konformacidban, nem csak molekulak,
hanem nagyobb részecskék esetén is.

A humian és marha hemoglobinra szelektiv gélekkel végzett kisérletek, a gélek nagyfoka
specificitasara, szelektivitdsdra mutatnak rd. A human hemoglobinra szelektiv gél nem
vandorolt a marha hemoglobint tartalmazé puffer oldatban torténd elektroforézis soran, bar a
két fehérje 3 dimenzios szerkezete és aminosav szekvencidja nagyon hasonlo. (Kisérlet
kivitelezése az |. eljaras alapjan tortént.)

Az lres szelektiv gélszemcsék és az antigén molekulak kozott gyorsan kialakulnak az erds

kolesonhatasok, hisz a gélszemcse/fehérje komplexek azonnal vandorolni kezdenek az



aramkor zarasa, fesziiltség rakapcsoldsa utan, és minden vandorlasi id6-tavolsag diagramon
szerepld pontra egyenes fektethetd, ami a kialakult kolcsonhatdsok erdsségét (szamanak
allandosagat) mutatja. Ezek alapjan megéllapithatd, hogy a hemoglobin molekuldk nem
hagyjék el az antitest szemcséket a futtatds soran, mas szoval a kdlcsonhatasok kialakulasa
irreverzibilis ’atlagos’ kisérleti koriilmények kozott (szobahdmérséklet, standardnyomas).
Ennek ellenére felmeriil a kérdés, hogy egyes kolcsonhatasi helyek kinetikéja lassu, mivel a
fehérjével telitett gélszemcsék (értsd: templat oldatban inkubalt, 1d. I1. eljaras) mobilitasa a
templatmentes pufferben valamivel kisebb volt a fehérjét tartalmazo oldatban kivitelezett
elektroforézis soran tapasztaltnal (eljarés 1). Itt kell megjegyezni, hogy a gél apritasa
inhomogenitéast eredményez a gélszemcsék alakjaban, feliiletének nagysagaban.

A mesterséges antitestek stabilitasat jellemzi, hogy human hemoglobinra szelektiv fagyasztva
szaritott gélszemcsék visszanyerték szelektivitidsukat rehidratalas utan. Az eltérd
idépontokban készitett gélek szelektivitdsa hasonld, a mérések reprodukalhatosaga kielégito.
A nagy reprodukalhatosagot jellemzi, hogy kis antigének kozotti eltérés is gyorsan,
szignifikdnsan detektalhato. Human szérum albuminnal nem adott reakciot egyik
hemoglobinra szelektiv gél sem, alatdmasztva ezzel a nem specifikus kdlcsonhatdsok hianyat.
Az egyik ok a keresztkotott poliakrilamid mint lehetséges polimer kivéalasztasara, a gél nagy
biokompatibilitasa volt (értsd: a fehérjékkel adott nem specifikus kolcsonhatasok szama
elhanyagolhatd, mely jol lathato az SDS-PAGE keskeny, szimmetrikus zonainak esetén).

A szintetikus antitesteknek sok elénye van a fehérje antitestekkel szemben: egyszeriibb
eldallithatosdg, nagyobb stabilitds, melldzhetdvé teszik a kisérleti allatok hasznalatat az
eléallitas soran €s nagy szelektivitdsuk, melyet az antigénnel valé nagyobb feliileten térténd
kapcsolodas eredményez. A nagy szelektivitas mellett szamos olyan alkalmazasi teriilet van,
ahol a mesterséges antitestek készitése az egyetlen megoldas, hiszen virus illetve baktérium
elleni fehérje antitestek nem allithatok eld kisérleti allatokban. Ezzel ellentétben mesterséges
antitestek igen nagy szelektivitassal szintetizalhatok bioentitdsokra.

Semliki Forest virusra (SFV) szelektiv mesterséges gél antitest késziilt, mely kolcsonhatést
alakitott ki a virussal (vad tipus), de nem mutatott reakcidt a BK-4 virusszerli részecskével. A
virussal kialakuld kolcsonhatasok létrejotte idofiiggetlen, ezt bizonyitja, hogy a Il. eljaras
soran kialakitott telitett gél/virus komplexek mobilitdsa nagyobb, mint az elektroforetikus
futtatas soran kialakuloké.

A mesterséges antitestek széls@ségesen nagyszelektivitasanak kitlind példaja, hogy a Semliki
Forest virus (SFV) vad tipusara szelektiv mesterséges gél bar kolcsonhatasokat alakit ki a

mutans virussal is, de sokkal kisebb mértékben, mint a vad tipussal, annak ellenére, hogy a



vad és mutans virus csupan harom aminosav eltérést mutat a kapszidot felépitd harom fehérje
egyikében!

A nettd toltésstirliség a gél antitesten nem valtozik a kisérletek sordn, ami a virus szoros
kotodését mutatja. Ez egy nagyon fontos eredmény, hiszen ez azt jelenti, hogy virusokat
tudunk kidusitani példaul szélséségesen hig szuszpenziokbdl, ami lehetévé tesz szamos
alkalmazast (pl. vér gyors analizisét HIV-ra, West Nile Fever-re és Hepatitisre egy esetleges
transzfuzio elott).

A fent leirt széles korben alkalmazhatd modszer segitségével lehetévé valik szelektiv gél
antitest készitése baktériumok ellen is. A gél szelektivitasa ebben az esetben vizsgalhato a
mar fent leirt elektroforetikus modszer mellett mikroszkopos technikéval is. Ezt az eljarast
Escherichia colira szelektiv gél és blank gél 6sszehasonlitasa sordn alkalmaztam.

E. coli MRE-600 jelenlétében és késziilt szelektiv gél, itt azonban a szokéasos detergenses
mosas mellé¢ egy lizozim enzimet tartalmazé mos6 1épést is be kellett iktatni, hogy a
baktériumok eltavolitdsa megtorténjen. A bakterialis méret til nagynak bizonyult a gélbdl
valo ki és belépése, igy a mikroszkopos felvételekhez készitett vékony rétegnek csak a
feliiletérdl lehetett eltavolitani, majd visszakotni az templatot, melyet s6tét foltok megjelenése
jelzett a mikroszkopos felvételen.

A fent leirt mesterséges gél antitest készitési és a detektalast lehetdévé tevd elektroforetikus
technika kombinacidjaval, nemcsak igen kis, akar csak konforméacids kiilonbségek irhatok le,
hanem nagyobb entitdsok szerkezete kozotti kis kiilonbség is kimutathato.

Az éltaldnosnak mondhat6 szélsdségesen nagy szelektivitds harom kiilonbozd okbol eredhet:
(a) az antigént a mesterséges antitest (a fehérje antitesttel ellentétben) korbedleli minden
oldalrdl. Ez a teljes feliileten torténd €rintkezés joval nagyobb szelektivitast is eredményezhet,
mint a pusztan kis feliileten kapcsolédd fehérje antitestek esetén, (b) a sokféle lehetséges
kolcsonhatasi tipus, mely kialakulhat az antigén és a lenyomatot tartalmazo gél kozott, (c) a

gél antitest/antigén komplex toltése (zéta potencial).



Kovetkeztetések és lehetdségek

A ’hosszabb’ alkillancot tartalmazo triptofanszarmazékok (butil- és etil észter) hasonlo
vandorlasi viselkedése, és ezek eltérése a metil észter viselkedésétdl (mely a sztereoszelektiv
felismerési folyamatok eltérdségébdl adodik) altal igazolast nyert, hogy a kémiai szerkezet
befolyasolja a kirdlis felismerést a fehérjékkel vald kolcsonhatasok soran. Nagyobb
transzferrin koncentracio és ionerdsség, éppugy ahogy a fehérjezondban eltltott hosszabb 1d6
szlikséges a triptofan metilészter enantiomerjeinek szétvalasztasahoz. Tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a szerkezet fehérjék altali molekuléris felismerési folyamatokban betdltétt pontos
szerepének tisztazasahoz.

A molekuldris felismerés jobb megértésére egy specidlis, nagyméretli biomolekulak
felismerésére is alkalmas lenyomat-készitési eljarast hasznaltam. A humédn szérum
transzferrint (mas fehérjék kozott) templatként alkalmaztam a lenyomatot tartalmazé
poliakrilamid szelektiv gélek készitése soran. Egy egyszerli, olcsd és konnyen kezelhetd
elektroforézisen alapuld eljarédst fejlesztettiink ki a templatként szereplé fehérje és az arra
szelektiv gél kolcsonhatasainak tanulmanyozasahoz. A fehérje vassal telitett és vasmentes
formainak megegyezd aminosav szekvencia mellett, a pusztan 3 dimenzids szerkezetben valo
kis konformdcios eltérései igen nagy kiilonbségeket eredményeztek a gél antitest/fehérje
komplexek vandorlasi sebességében annak ellenére, hogy a szabad oldatban torténd
elektroforézis soran csak igen kis kiilonbségek tapasztalhatok.

Ugyanez a technika alkalmazhat6 biorészecskék (pl. virusok és baktériumok) jelenlétében
polimerizalt gél antitestek vizsgalatara. A szelektiv gélek eldallitasanak és a gél antitest/
antigén komplex ezen tipusu elektroforézises vizsgalatdinak kombindcidja egyediilallo, hiszen
egyszerisége ellenére a kémiai szerkezetben és konformacioban 1évé szélsdségesen kicsi
eltérések megkiilonboztetésére alkalmas, nem csak fehérjék, hanem virusok és baktériumok
esetén is.

Ez a technika igen egyszerl lehetdséget nytjt virusok és baktériumok dsszetett keverékekbdl
(mint pl. human vér vagy vizelet) torténd azonositasara, akar kit forméaban is.

A templat részecskék a szelektiv felismerés és a lenyomatot tartalmazo gél tiregekbe torténd
szelektiv kotddés utan megfesthetok Coomassie Brilliant Blue illetve fluoreszcens
festékekkel.

Spektrofotometrias mérések segitségével is kdvethetdk a szelektiv gélszemcsék és a templat

kozott kialakuld kotési folyamatok. A templatot tartalmazé oldatban szobahdmérsékleten,



razatas mellett inkubalva szelektiv antitesteket, a templatoldat abszorbanciaja eltéro értéket ad
g€l antitest / antigén kotddés kialakulasa esetén. Ezen kisérletekhez nagyobb kapacitassal

rendelkezd szelektiv gélek kialakitdsara van sziikségiink.
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