
CŜƭǸƭŜǘƛ ǇƭŀȊƳƻƴ ǊŜȊƻƴŀƴŎƛŀ ό{twύ ǎǇŜƪǘǊƻǎȊƪƽǇƛŀ 
ƳƽŘǎȊŜǊ ŜƭǾŜΣ ƪŞǎȊǸƭŞƪ ŦŜƭŞǇƝǘŞǎŜΣ ŀ ǎȊŜƴȊƻǊ ƪŞƳƛŀƛ ŞǊȊŞƪŜƴȅƝǘŞǎŜ ŦŜƘŞǊƧŞƪ 
ǾƛȊǎƎłƭŀǘłƘƻȊΣ ŦŜƘŞǊƧŞƪ ƪǀƭŎǎǀƴƘŀǘłǎŀƛƴŀƪ ǾƛȊǎƎłƭŀǘŀΣ ƪǀǘǃŘŞǎƛ łƭƭŀƴŘƽƪ 
ƳŜƎƘŀǘłǊƻȊłǎŀ 
 
DŞƭŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊƛǎ 
Poliakrilamid-ƎŞƭ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊƛǎΣ ƴŀǘƝǾ Şǎ {5{ t!D9Σ ŘŜǘŜƪǘłƭłǎ ƎŞƭŜƴΣ ŀƭƪŀƭƳŀȊłǎƻƪ 
όŦŜƘŞǊƧŞƪ ŜƭǾłƭŀǎȊǘłǎŀΣ ƳƻƭŜƪǳƭŀǘǀƳŜƎ ƳŜƎƘŀǘłǊƻȊłǎŀύ 
ōƭƻǘǘƻƭłǎƛ ŜƭƧłǊłǎƻƪ 
 
YŀǇƛƭƭłǊƛǎ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊƛǎ 
YŀǇƛƭƭłǊƛǎ ȊƽƴŀŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊƛǎΣ izoelektromos ŦƽƪǳǎȊłƭłǎΣ ƪŀǇƛƭƭłǊƛǎ ƎŞƭŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊƛǎΦ  
aƽŘǎȊŜǊ ŜƭǾŜΣ ƪŞǎȊǸƭŞƪ ŦŜƭŞǇƝǘŞǎŜΦ YŀǇƛƭƭłǊƛǎƻƪ ŦŜƭǸƭŜǘŞƴŜƪ ƳƽŘƻǎƝǘłǎŀƛΦ  
CŜƘŞǊƧŞƪ ŘŜǘŜƪǘłƭłǎŀ ¦± Şǎ ƭŞȊŜǊ ƛƴŘǳƪłƭǘ ŦƭǳƻǊŜǎȊŎŜƴǎ ό[LCύ ŘŜǘŜƪǘƻǊǊŀƭΦ 
{ȊłǊƳŀȊŞƪƪŞǇȊŞǎƛ ƭŜƘŜǘǃǎŞƎŜƪ [LC ŘŜǘŜƪǘłƭłǎƘƻȊΦ Protein Simple, iCE rendszerek. 



Fel¿leti plazmonrezonancia (SPR) elve 

¿veg 

aranyfilm 

minta fel¿leti plazmon 

A nagyobb tºrt®smutat·j¼ kºzegben halad· f®ny a kisebb 

tºr®smutat·j¼ kºzeg hat§rfel¿let®re egy bizonyos hat§rszºgn®l 

nagyobb bees®si szºggel ®rkezve onnan teljes eg®sz®ben 

visszaverŖdik. A hull§m m®gis behatol a kºzegbe, de intenzit§sa 

gyorsan elhal. Ha a k®t kºzeg kºz® a behatol§si m®lys®gn®l 

v®konyabb arany f®mr®teget illesztenek, akkor a m®g el nem 

halt hull§m k®pes a f®mr®teg k¿lsŖ elektronjait gerjeszteni ®s ²gy 

a visszavert f®ny intenzit§sa kiss® lecsºkken. A visszavert 

hull§mintenzit§s minimum§nak megfelelŖ bees®si szºg az SPR 

szºg. Ha a f®mr®teg m§sik oldal§val ®rintkezŖ kisebb 

tºr®smutat·j¼ kºzeg tºr®smutat·ja megv§ltozik, akkor 

megv§ltozik az SPR szºg is, ill. az adott bees®si szºg eset®n 

rendk²v¿l erŖsen (rezonanciaszerŤen) csºkken a visszavert 

hull§m intenzit§sa. 



Vizsg§lhat· kºlcsºnhat§sok: 

peptid-antitest 

feh®rje-antitest 

feh®rje-DNS 

feh®rje-poliszacharid 

feh®rje-v²rus 

feh®rje-sejt 

DNS-DNS 

Fel¿leti plazmonrezonancia (SPR) elve 



Fel¿leti plazmonrezonancia (SPR) elve 



Fel¿leti plazmonrezonancia (SPR) 



Kort Bremer, Hanover Centre for Optical Technologies  

Fel¿leti plazmonrezonancia (SPR) 



A ƪǀƭŎǎǀƴƘŀǘłǎ egyik ǇŀǊǘƴŜǊŞǘ a szenzor 
ŦŜƭǸƭŜȊŞƴ ƛƳƳƻōƛƭƛȊłƭƧłƪ. A ǾƛȊǎƎłƭŀƴŘƽ 
komponens (ligandum) szabadon van jelen 
az oldatban, ƪŞǇŜǎ ƘƻȊȊłƪǀǘǃŘƴƛ egy 
ƛƳƳƻōƛƭƛȊłƭǘ ƳƻƭŜƪǳƭłƘƻȊ. 
A ŦŜƘŞǊƧŞƪ ǎǇƻƴǘłƴ ŀŘǎȊƻǊǇŎƛƽƧŀ 
ŦŞƳŦŜƭǸƭŜǘƘŜȊ a ŦŜƘŞǊƧŜ ŀƪǘƛǾƛǘłǎłƴŀƪ 
ŎǎǀƪƪŜƴŞǎŞǘ okozza, ŜȊŞǊǘ a szenzor 
ŦŜƭǸƭŜǘŞƴŜƪ ƳƽŘƻǎƝǘłǎŀ ǎȊǸƪǎŞƎŜǎ 
(kovalens ƪǀǘŞǎ vagy ŀŦŦƛƴƛǘłǎƻƴ alapul). 

ÅmƴǎȊŜǊǾŜȊǃŘǃ ƳƻƴƻǊŞǘŜƎŜƪΣ  
Self-Assembled Monolayers  

Å5ŜȄǘǊłƴ ƘƛŘǊƻƎŞƭŜƪ 

Å9ƎȅŞō ƳƽŘǎȊŜǊŜƪ (pl. biotin) 

CŜƭǸƭŜǘƳƽŘƻǎƝǘłǎΥ 

Az SPR elemz®sek gyakorlata 



 
mercaptopropionic acid, 16-mercapto-hexadecanoic acid 

¥nszervezŖdŖ monor®tegek, Self-Assembled Monolayers (SAM) 

Hydroxyl/carboxyl-terminated long chain thiol alkanes 



Dextr§n hidrog®l 

Karboximetil dextrłn ōƻǊƝǘłǎ ƪƛŀƭŀƪƝǘłǎŀ ŀȊ {tw ǎȊŜƴȊƻǊ ŦŜƭǸƭŜȊŞƴ 



1-etil-3-(3-dimetil 
amino propil) 
karbodiimid (EDC) 

N-szukcinimid (NHS) 

Immobiliz§l§s kovalens kºt®ssel 

 ŀƪǘƛǾłƭƽ reagensek karbonsavakhoz: 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:EDC_Structure.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:N-Hydroxysuccinimide.png


 merkaptopropionsav, MPA 

Nukleofilok kapcsol§sa karboxil-csoportokhoz 

ŦƻǊŘƝǘƻǘǘ ƳŜƎƪǀȊŜƭƝǘŞǎΥ 



Kapcsol§s tiol-csoporthoz 

¢ƛƻƭ ŎǎƻǇƻǊǘǘŀƭ ƳƽŘƻǎƝǘƻǘǘ ǇŀǊǘƴŜǊ ƪŀǇŎǎƻƭłǎŀ ǇƛǊƛŘƛƭ-ŘƛǎȊǳƭŦƛŘŘŀƭ ƳƽŘƻǎƝǘƻǘǘ ŦŜƭǸƭŜǘƘŜȊ 

YŀǇŎǎƻƭłǎ ǘƛƻƭŎǎƻǇƻǊǘǘŀƭ ƳƽŘƻǎƝǘƻǘǘ ŦŜƭǸƭŜǘƘŜȊ 



!Ȋ ŀƭŘŜƘƛŘ ŎǎƻǇƻǊǘƻǘ ǘŀǊǘŀƭƳŀȊƽ ǇŀǊǘƴŜǊǘ ƘƛŘǊŀȊƛŘ ŎǎƻǇƻǊǘǘŀƭ ƳƽŘƻǎƝǘƻǘǘ ŦŜƭǸƭŜǘƘŜȊ ƪǀǘƛƪΣ 
ƳŀƧŘ ŎƛŀƴƻōǊƻƘƛŘǊƛŘŘŜƭ ǊŜŘǳƪłƭƧłƪΦ 

Kapcsol§s aldehid-csoporthoz 



Affinit§s kºlcsºnhat§sokon alapul· immobiliz§l§s 



Lipidr®teg seg²ts®g®vel tºrt®nŖ kapcsol§s 



Immobiliz§l§si strat®gia 



Biomolekul§ris kºlcsºnhat§sok kinetik§ja 



Egyens¼lyi vizsg§latok 



Egyens¼lyi vizsg§latok 
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a leggyakrabban haszn§latos g®lelektrofor®zis  m·dszer feh®rj®k (5-2000 kDa), 

kis RNS ®s nagyon kis DNS fragmentek elv§laszt§s§hoz 

Poliakrilamid-g®l elektrofor®zis (PAGE) 

V®kony g®lek alkalmaz§s§nak elŖnyei: 

Å Gyorsabb elv§laszt§s (jobb hŤt®s, nagyobb kV) 

Å £lesebb z·n§k 

Å Gyorsabb, hat®konyabb fest®s, jobb ®rz®kenys®g 

Å Nem denatur§l· kºr¿lm®nyek kºzºtt a feh®rj®k megŖrzik eredeti tºlt®s¿ket ®s 

eredeti konform§ci·jukat, az enzimek aktivit§sa g®lben specifikusan 

kimutathat·k 

Å Pufferoldat szerepe egyr®szt a pH be§ll²t§sa (§ltal§ban izoelektromos pont 

feletti pH-n elektroforetiz§lunk, ahol a feh®rj®k tºlt®se negat²v), m§sr®szt 

elektrolit (vezeti az §ramot) 

Å A kever®k mint§ban a feh®rj®k elt®rŖ izoelektromos pontja miatt neh®z lehet az 

elektroliz§l· pufferoldat pH-j§nak kiv§laszt§sa 

Nat²ve PAGE: 
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SDS poliakrilamid-g®l elektrofor®zis (SDS PAGE) 

~ 1.4 g SDS / 1 g feh®rje 
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Nem-folytonos (diszk) SDS PAGE 

mintapuffer, puffer a koncentr§l· g®lben: pH=6.7            

puffer a szepar§ci·s g®lben; tankpuffer: pH= 8.3 
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SDS PAGE 
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Feh®rj®k v§ndorl§sa k¿lºnbºzŖ poliakrilamid tartalm¼ (%) SDS g®lben.  

A 9 feh®rje nagys§ga 94-14.4 kDa kºzºtti. 

SDS PAGE 
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ÅminŖs®gi elemz®s 

Åmennyis®gi meghat§roz§s (standardok seg²ts®g®vel) 

Åmolekulatºmeg meghat§roz§s (lgM-Rf diagram) 

szénsav anhidráz (mg/L)szénsav anhidráz (mg/L)

Rf = (a feh®rje migr§ci·s t§vols§ga) / (a marker migr§ci·s t§vols§ga)  

SDS-PAGE elektrofor®zissel kapott elv§laszt§si mint§zatok 

(a molekula marker a  g®lek baloldalain l§that·ak)  

SDS PAGE elemz®sek c®lja 
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SDS- ®s nat²v-PAGE  


