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A KUTATASI EREDMENYEK ISMERTETESE

Dr. Kilar Ferenc

Célunk Gjfajta, idealis elvalasztasi tulajdonsagokat biztosité homogén téltetek, valamint
szelektiv gélek eléallitasa volt, amelyeket kapillaris folyadékkromatografiara és
elektrokromatogréfiara egyarant konnyen lehet hasznalni.

Az utobbi években egyre népszeriibbé valtak azok a folyadékkromatografias toltetek,
amelyeket az oszlopban torténé egyszerti, ,,in situ” polimerizacidval lehet eldallitani. Az
un. ,,monolit” toltetek az dmlesztett szilika kapillarisok faldéhoz kovalensen kotheték
(nincs szlikség fritekre) eés kdzvetlen, a kapillarison keresztili, detektélasra is lehetéség
nyUjtanak. A toltetek dsszekapcsolt polimerlancok térbeli alakulata, de ezek a lancok
lokdlisan feltekeredettek, igy kisméretii (0,1-0,5 um) részecskeéket hoznak létre.
Kromatografias tulajdonséagaik feltilmuljak a hagyomanyos modon, szilikagyongyokkel
toltott oszlopokét. Az elektrokromatografia adta elénydket (az elektroendozmotikus
aramléssal tovabbitott folyadék oszlop dugészerii vandorlasi profilja ill. a dréga
nagynyomastd pumpdak Kkivaltasa) jol ki lehet hasznalni. A toltetek fizikai
tulajdonsagaibél adéddéan az Eddy diffazié kicsi és az all6fazis részecskéinek kis
méretébdl kovetkezéen csokkent az ellenallas a tomegatadassal szemben.

A tovébbfejlesztett ,monolit” toltetnek tekintheté homogén gélek szintézise
kromatogréafids oszlopokban a fenti ,,in situ” elven szintén megoldhatd. A geélek
homogenitasa a kromatogréafias tulajdonsagok tovabbi javulasat eredményezi, azonban a
gélek ellendllnak a hidrodinamikai nyomasnak, rajtuk folyadékot a&tpumpalni nem lehet.
gy hagyomanyos folyadékkromatografias toltetként nem alkalmazhatok, csak

elektrokromatografias mérésekre alkalmasak. A 90-es évek kozepéig senki sem gondolt



arra, hogy géleket elektrokromatografias toltetként alkalmazzon. Raadasul altalanosan
elfogadott nézet volt, hogy a poliakrilamid alapd gélek porusai olyan kicsik, hogy
mérheté elektroendozmotikus aramlast nem tesznek lehet6vé. Ezt teljesen megcafoltak
japan kutatok munkai és sajat eredményeink is. A gélek legvonzobb elvalasztasi
tulajdonsagait (nagy felbontas és diffaziot gatlé hatas) megtartva egyszerien
eléallithatd, egyuttal nagy mechanikai stabilitasu gélek kifejlesztésével foglalkoztunk. A
metilén-bisz-akrilamiddal  keresztkotott — poliakrilamid — gélek  gyenge  fizikai
tulajdonsagait az elvalasztasokhoz sziikséges ligandok, keresztkotok egyszerti kémiai
eléallitasaval oldhatjuk meg. A gélek legvonzobb elvalasztasi tulajdonséagait (nagy
felbontds és diffGziot gatldo hatas) megtartva egyszeriien eléallithatd, egydttal nagy
mechanikai stabilitasu gélek kifejleszteésevel foglalkoztunk.

A szelektiv kemiai rendszerek egyik nagy feladata, hogy makromolekulakat és akéar
sejteket preparativ modon felismerjen és elvalasszon a befoglal6 matrixtol. Az dn.
imprinting technika azonban csak kismolekulakra adott eddig lehetéséget. Munkank
soran a szelektiv gélek kifejlesztésével, tesztelésével, és kromatografids, valamint
elektroforetikus elvalasztasok alapjat biztositd toltetek kialakitasaval foglalkoztunk.
Ezen gélek viszont mar makromolekulak, kiillénbdz6 fehérjék és ennél nagyon bioldgiai
rendszerek, pl. virusok vagy baktériumok szelektiv felismerésére, és megkotésére
alkalmasak.

Az ez idaig megvizsgalt alkalmazasi teruleteken biologiai makromolekulak, elsésorban
fehérjek, kilonféle modszerekkel torténé gyors, nagyfelbontasu analizisét kivantuk
megoldani. A géleknek ez a felhasznalasi terulete, az Gn. mesterséges antitestekkent
val6 alkalmazésuk. Ha adott fehérje, virus vagy sejt jelenlétében polimerizalunk géleket,
akkor azok kialakulo térbeli szerkezete alkalmazkodik az adott makromolekula vagy

részecske formajahoz. Ha megfelel6 modszerekkel eltavolitjuk az ,antigén”



molekuléakat ill. részecskéket, akkor a gél feliiletén térbeli lenyomat képzédik és gyenge
kdlcsonhatasu kotohelyek is kialakulnak, amik rendkiviil nagy szelektivitassal ,,ismerik”
fel az adott ,,antigént”.

A projekt soran elvégzett munka soran kimutattuk, hogy ezek a szelektiv gélek nagy
érzékenységgel képesek felismerni ugyanazon fehérje kilonb6zé konformécios
allapotait (Id. transzferrines kozlemeny), de a kulonb6zé fajtaktdl szarmazo,
szerkezetileg hasonld fehérjék szelektiv megkdtésére is alkalmasak (hemoglobinokat
leird kozlemény megjelenés alatt). A munka egyik fontos eredménye, hogy sikeresen
bebizonyitottuk, hogy ezek a homogen gelek alkalmasak virusok szelektiv megkotésére
olyan mertékben, hogy két virus (vad és mutans forma) kozotti, mindésszesen harom
aminosav-maradek kulonbseget is képesek felismerni (Id. Semliki Forest Virusrél sz6l6
kdzlemény). S végil bebizonyitottuk, hogy a szelektiv gélek képesek sejteket (ld.
bakteriumokrdl sz6l6 kdzlemény) is szelektiven megkotni.

A munka masik része ezen szelektiv gélek Ujfajta, kilonbézé elvalasztasi
tulajdonsagokat biztosito homogén toltetek és “continuous bed" (“folytonos agy")
formaju kromatografias fazisok eléallitasa volt. Kidolgoztuk ezen szelektiv gelek
alkalmazasanak lehet6ségeit "continuous bed"-tipusu elvalasztd kapillaris oszlopokra. A
vizsgalt modell-fehérje a hemoglobin volt (Id. monolit toltetr6l sz616 kdzlemény).

A vazolt alapkutatasi terveken kivil valamennyi modszert és eredmenyt alkalmazott
kutatasokban is fel kivanjuk hasznalni. A kifejlesztett monolit téltetek egyik alkalmazasi
terilete a miniaturizalt rendszerekben valé alkalmazés, amely lehetévé teszi az
ultraibolya, lathatd és fluoreszcens detektalast egyarant. Specialis elvalasztas-technikai
probléméak megoldasaban kivanunk kézremtikddni mas kutatocsoportokkal.
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