Elektroforézis technikak

Az elektroforézis olyan elvalasztdsi technika, amelynek alapja az ionok elektromos térbeli
mozgékonysaga. A pozitiv toltésli ionok a negativ elektrod iranyaba vandorolnak, még a negativ
toltésiiek pedig a pozitiv elektrod felé. Gyakran biztonsagi okokbol az egyik elektréd a foldre van
kotve, és a masik potencialjat ehhez képest allitjdk pozitivra, vagy negativra. Az ionok vandorlasi
sebessége kiilonbozo, ezért lehetséges az elvalasztasuk. a vandorlasi sebességet az ion teljes toltése, a
mérete €s formaja befolyasolja.

Az elektroforézishez sziikséges: erdsaramu tapegység, elektrodak, puffer és egy kozeg, ami a puffert
tartalmazza. Ez a kdzeg lehet sziir6papir, celluloz-acetat csik, tobbféle gél vagy kapillaris cso.

Maga az elvalasztas miivelete hasonlit a centrifugalasra, illetve az iilepedésre leiras szempontjabol,
mert itt is két erd hat egy adott molekulara. Az elektromos erd gyorsitja, a kdzegellenallas fékezi. Lesz
egy adott vandorlasi sebesség, mely fiigg: a toltést6l, a molekula méretétél és a rendszer
viszkozitasatol.

Az elektroforetikus mozgékonysag:
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ahol p az elektroforetikus mozgékonysag
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n a viszkozitas

A képletb6l adodoan a kiilonbozd tulajdonsagi molekulak kiilonbozd sebességgel mozognak, mely
ennek az elvalasztasi technikanak az alapja.

Tipusok:
o gélelektroforézis
o free flow elektroforézis
e kapillaris elektroforézis

Free flow (szabad folyast) elektroforézis

Ebben az esetben nincs gél, hanem folyadék van, igy a berendezést, mellyel dolgozunk, folyadékcella-
nak nevezik. A kdzeg, melyben dolgozunk teljesen inert, nem vandorolhat az elektromos tér hatasara.
Az elvalasztast nem egyszerii megvaldsitani, biztositani kell a szinte teljes homogenitast, az elvalasz-
tando anyag csak kvazi-laminarisan (nagyon lassan) mozoghat. Kovetelmény, hogy a cella vastagsaga
nagyon kicsi (kb. 2-3 mm) legyen, valamint, hogy a betaplalas és az elvétel is igen egyenletes legyen.




Elonyok:

e folytonos iizemben miikddtethetd

e lehet a 1éptékét ndvelni (csak a feliiletet, a vastagsagot nem! — kialakithaté hengerpalast
formajaban is)

Hatranyok:

e a hatékony elvalasztashoz nagy fesziiltséget kell alkalmazni, melynek hatasara azonban melegedés
1ép fel, ami a hévezetés egyenetlensége miatt savszélesedést okoz az elvalasztasban = ha azonban
az adott pH-n kis elektromos vezetoképességili pufferral dolgozunk, ez a probléma kikiiszobolhetd

e a hoémozgas diffuziot okoz = vagy hiiteni kell a rendszert, vagy novelni kell az aramlo kozeg
viszkozitasat (pl. glicerin alkalmazasa)

o clektroozmdzis jelenségének fellépése: a 2 lap mentén elektromos megoszlas jon 1étre (nem a
mintabol, a pufferb6l!) és ezek az ionok az elektromos tér hatasara vandolrolnak és viszik
magukkal a rendszerben jelenlevé vizet is, mely keresztiranyu karos aramlast okoz = a cella falat
(a fegyverzeteket nem!) be kell vonni valamely inert anyaggal, pl. teflonnal, mely megakadalyoz-
za ezt a jelenséget, és jO a karos adszorpcios jelenségek ellen is

e buborékok megjelenése a pufferban: ez is savszélesedést okoz, ennek elkeriilése érdekében vagy
vakumozzuk az oldatokat, vagy pedig inert gazzal atoblitjiik (He v. Ny)

Gélelektroforézis

Az elvalasztando komponenesek itt gélben vandorolnak, melynek anyaga az esetek dontd tobbségében
poliakrilamid, illetve agar6z.

Biztositani kell, hogy a komponenesek egy irdnyba mozogjanak, mert a mintakat csak a gél egyik
oldalara vissziik fel. Ehhez meg kell valtoztatni a toltést, ekkor az elvalasztas méret illetve alak alapjan
torténik.
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Egyiranyt mozgés biztositasa:

e pH allitas

o megtehetjiik, hogy az egyik féle toltést nem vessziik figyelembe (pl. ha azt szeretnénk, hogy a
fehérje a negativ fegyverzet iranyabdl a pozitiv felé haladjon, akkor a negativ oldalon felvissziik a
mintat, ekkor a pozitiv toltésiick nem vandorolnak, a negativ toltésiiek pedig elindulnak a masik
polus felé — ez azonban nem tokéletes megoldas)

e maszkirozas SDS-sel (natrium — dodecilszulfattal): az SDS egy anionos detergens, mely azt
jelenti, hogy van egy anionos polaros vége, illetve egy hosszu szénlancu apolaros vége. A fehérje
felszinén vannak apolaros, pozitiv illetve negativ régiok. Az apolaros részhez oda tud kapcsolodni
az SDS masodlagos kotések segitségével, a pozitivan toltott régiokkal ionpart alakit ki, a negativ
régiokat pedig szabadon hagyja, melynek eredményeképp a fehérje anionos jelleglivé valik és



adott pH-n egy irdnyba fog vandorolni. Mivel azonban SDS-es maszkirozas hatasdra minden
fehérje negativ toltésii lesz, a toltés szerinti elvalasztas nem szignifikans, helyette elotérbe keriil a
méret, illetve molekulatomeg szerinti szeparalas. (A nagy lassu, a kicsi gyorsabb ©)
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A folyamat nyomonkovetése szines markerral torténik (bromtimolkék), mely a fehérjékhez képes kis
moltomegt, igy elol fut a reakcio soran. Ha ez kiért a gél végére, akkor vége a folyamatnak, mar csak
el6 kell hivni a gélben 6nmagukban nem latsz6 fehérjéket.

Jellemzok és problémak:
e alkalmazott fesziilség: 50 — 500V, a feladat igénye szerint
e teljesitmény: tomény puffer — nagyobb aram — nagyobb teljesitmény
ez probléma, mert a nagy teljesitmény hatasara a gél melegszik és ekkor
— nagyobb a diffuzid, ami miatt romlik a felbontas
— melegen gazbuborékok jelennek meg (ezért szoktak a puffert gazmentesiteni)
— amelegedés sosem egyenletes 0ssze — vissza diffuziot v. aramlést okoz
ezért altalaban kis teljesitménnyel dolgoznak, és hiitik a rendszert
jellemz6 mennyiség: volt x 6ra (kiil. rendszerek 0sszehasonlitasara)
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A gél altalaban ugy van kialakitva (vagy a gyarto altal, vagy a felhasznalonak célszerti igy
megcsinalnia), hogy a fels6 részén mintatartd zsebek vannak. Ebbe keriil a mérés soran kb. 5pg minta
zsebenként.

A fehérjemintat altalaban ugy készitik el, hogy el6szor SDS-sel és merkaptoetanollal vagy
ditiotreitollal fozik 100°C-on 5 percig. Ezutan szachar6zt adnak hozza, mely a slirliséget szabalyozza,
de nem vandorol. Végiil pedig hozzaadjak a bromtimolkék festéket.

A gél két legszélsd zsebébe altalaban kalibralo oldatot tesznek. Ez ismert fehérjék keveréke, mely
nagysag (molekulatomeg) szerint elvalik, timpontot adva az ismeretlen mintak analiziséhez. Ha ez
meg van, megfuttatjak a mintat; a folyamat végét a bromtimolkék festék megjelenése jelzi a gél aljan;
ekkor mar csak el6 kell hivni a kiilonboz6 fehérjéket.

El6hivas: festési eljarasokkal: az adott festék kot a fehérjéhez (adott toménységi festékoldat, adott pH-
n), majd a mennyisége spektrofotometrias eljarassal meghatarozhato.

Tipusok:

e Coomassie Blue — kék

e Amido Black — fekete

e Fast Green — z6ld

Ha a mintakat megfestettiik a felesleget ki kell mosni, a szint halvanyitani, majd fixalni kell.

Egy kiilonleges festési eljaras az ,,Eziist festés”, ennek soran eziist-nitratbol kolloid eziistot
valasztanak le, melyet a fehérjék adszorbealnak. Ez két nagysagrenddel érzékenyebb detektalast tesz
lehetové, azonban nagyon tiszta koriilményeket igényel.

Gélek anyaga:
e poliakrilamid
e agardz

e cgyéb (elenyészo)

Altaldban poliakrilamidot alkalmaznak a gyakorlatban, mert ez konnyen el8allithato ,hazilag”, azaz
laboratoriumi koriilmények kozott is. Ennek eldallitasahoz az akrilamidot polimerizaljak oxigén
kizéarasa mellett (az iniciator ammonium-perszulfat, a katalizator tetraetilén-diamin), majd
keresztkotéseket hoznak benne 1étre bisz-akrilamiddal. A keresztkotések szama megszabja a stirtiséget,
mely minimum 3% és maximum 30%. (Altaldban 10-15%-ossal dolgoznak).



A futtatas eredménye
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Amint az 4bran is lathato, linearis gélek esetén az elvalasztas nem tokéletes. A jobb elvalasztas
érdekében szoktak gradiens géleket alkalmazni.

Gradiens gél: a futasi Gthossz mentén valtozik a stirisége, mely azt eredményezi, hogy amelyik fehérje
nagyon eldreszaladna a gélben, azt lefékezi a stirliség okozta nagyobb ellendllas. Ennek eldallitasa
hasonl6 a kromatografias eljarasokbdl ismert gradiens elticid kivitelezéséhez; a kiilonb6zd stirtiségli
géleket az adagolopumpa megfelelé moédon egymashoz keveri.

Ugyanehhez az eredményhez homogén gélen 4 mérést kellene elvégezi. (A futasi uthossz aranyos az
In moltomeggel.)

Izoelektromos fokuszalas (IEF)

Az IEF egy specialis elektroforézises technika, mely soran, a gélen beliil pH gradienst hozunk létre.
Ekkor a gél a fehérje izoelektromos pontja alapjan valaszt el, mégpedig ugy, hogyha a fehérje abba az
adott pH tartomanyba ér a gélben, ahol az izoelektromos pontja van, ott elveszti a toltését és megall
(fokuszalodik).

Elonyok:

e jo felbontasu (IEP szerint, 0.001 pH)

e koncentrald miivelet

e egyszerl, egy oldat elég hozza

e automatikus és preparativ elvalasztasra egyarant jo



A pH gradiens kialakitasa
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A z06ld vonal egy semleges anyag pH gradiensét mutatja. Ha ikerionos anyagot alkalmazunk (pl.
glicint), a pH gradiensben (lila vonal) egy kis platé jelenik meg, mert a glicin ikerionos jellegli és van
némi pufferkapacitasa. Ha olyan anyagot alkalmazunk, mely sok ionizalhat6, mobilizalhat6 csoportot
tartalmaz, azaz nagy a pufferkapacitasa (piros vonal), a pH gradiens olyan sok [épcsébdl all, hogy egy
vonalnak tekinthet6. [lyen anyagok pl. az ,,Ampholyte” €s a ,,Pharmalite”, melyek adott
molekularendszerbdl nem teljesen randomszerii polimerizacioval hozzak 1étre a gradiens gélt.
(Komponenseik: glicin, epiklorhidrin és valamely amin.) Egy adott tipus, egy adott pH zonara
alkalmazhato.

Alkalmazas

Fesziiltség hatasara a gélben kialakul a pH profil, mely a fesziiltség elvételekor visszakeveredik. Ha
meg van a pH gradiens, felvihet6 a fehérje minta.
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Az &bra magyarazata, példa az alkalmazasra:

A gél pH=2-11 tartomanyban alkalmas fehérjék meghatarozasara. A mintat a rajzon lathat6 helyen
felvissziik a gélre (gyakorlatilag mindegy, hogy hova, a hely csak a vandorlasi idot novelheti meg). A
pozitiv toltéssel rendelkez6 fehérje az abran felfelé halad az izoelektromos pontjaig, majd ott megall.
Ott elkezd diffundalni magasabb pH iranyba, de ekkor a toltése negativ lesz, ami ellenkez6 iranyba
huzza vissza, mert a negativ toltési fegyverzet taszitani kezdi. Hasonloan, a negativ t6ltésii fehérje az
abran lefelé indul el, majd az izoelektromos pontjan megall. Ott szintén megindul a diffuzid, de az



alacsonyabb pH tartomanyok felé, am ez szintén toltésvaltassal jar, ami taszitast valt ki. Ez a jelenség
maga a fokuszalas, a toltését vesztett fehérje egy helyben marad a térer6 hatasara.

A fehérje miért nem csinal gradienst, ha az ,, Ampholyte” igen?

Az ,,Ampholyte”-nak nagyobb a pufferkapacitasa, valamint a fehérjének nagyobb a molsulya, mely

Osszeségében azt eredményezi, hogy az Ampholyte komponensek gyorsabban diffundalnak, mint a

fehérjek.

Mitdl fiigg a rendszer josdaga?

e diffuzio: ha ez a hatés er0s, szétkergeti a molekulakat (féleg keresztiranyban), mely hatasara
romlik az érzékenység

o fesziiltséggradiens: minél meredekebb, annal erdsebb erdk hatnak a rendszerre (mekkora pH
egységre esik)

Kapillaris elektroforézis

Az elektroforetikus elvalasztas kapillarisban jatszodik el. A kapillarisban lehet gél, az alap eljaras az,
hogyha puffer van benne.

El6nyei:

e nincs keresztiranyu kitérés (1 dimenzios)

vékony, nagy fajlagos feliiletii rendszer (a ho jol elvezethetd, jobban terhelheto)

tobb 10000V fesziiltség

100-500 V/cm térerdsség (egy kapillaris hossza 50-100 cm)

kicsi aramerdsség, mert a kapillaris vékony (25-75 pm)

gyors, jo felbontasu mérés (1-3 perc alatt elvégezhto)

egyféle puffer van
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A mintaadagolas gy torténik, hogy a kapillariscs6 mindkét vége elektrolit oldatba ér. Az
elektroozmotikus dramlds miatt minden mintakomponens a negativ elektrod felé vandorol, ezért a kis
mennyiségli mintat (1-5nl) a kapillaris pozitiv végénél injektaljak, és az elvalasztott komponenseket a
kapillaris negativ végénél detektaljak. Szerencsés, ha a kapillaris ivegbdl vagy kvarcbél késziil, mert
az atengedi a fényt, igy a spektrofotometrias detektorok konnyen a rendszerbe épithetéek. Szoba
johetnék még elektrokémian és tomegspektrometrian alapuld detektalasi modszerek is, hasonloan a
HPLC-ben alkalmazottakhoz.

Elektroozmozis jelensége
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A kapillaris belso feliilete negativ toltésii, anyagabol addédoan (liveg, kvarc), igy a folyadékban a fal
mellett pozitiv toltést hatarréteg alakul ki. Ez a térerd hatasara fliggélegesen elmozdul. Ha azonban
ezek az ionok cstisznak, magukkal viszik a vizet is, mely aramlast okoz. Ez maga az elektroozmozis,
azaz hogy fesziiltség hatasara ionaramlas okozta aramlas jon 1étre. Az dramlés tokéletesen
dugattytszerii, nem parabolaszerti, mint a nyomaskiilonbség 1étrehozta aramlas esetén, igy nincs
savkiszélesedés sem.



Leiras:
- a fehérjére

elektromos — F, kozegellenallas
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ebbdl az elektroforetikus mozgékonysag
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ez nem fligg E-t6l, ahol E az elektromos térerdsség
€ a dielektromos allando
C a zéta potencial nagysaga
1 a viszkozitas



A toltott rétegek viselkedése fiigg a pH-tol, emiatt veor €s Mgor iS.
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Az elvalasztas alapja az, hogy minden oldott molekula vandorol egy adott sebességgel a katod felé, a
pozitivak egy picit gyorsabban, mert 0ket segiti az elektroozmozis hatasan kiviil a vonzas; a negativak
pedig kevéssé lemaradva a taszitas miatt.

Az elektroozmozis szabalyozasa, befolyasold tényezok:
e E csokkentése:
— nd a migracios id6
— kiszélesednek a savok
e E novelése: melegedés
e pH csokkentése:
— lassitja az aramlast
— megvaltoztatja az egyes fehérjék toltését, szerkezetét
e ionerdsség novelése
— lassul az elektroozmotikus aramlas
— megno az dramerdsség, és emiatt melegszik a rendszer
— ha nem egyezik a minta ionerdsségével, deformalodik a cstics
e viszkozitds novelése
— lassul az elektroozmotikus aramlas
— valtozik a komponensek mozgékonysaga
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Nincs retnecios id6, ellentétben van migracios idé. Ez a toltott molekula vandorlasi idejét mondja meg
egy adott semleges molekuldhoz viszonyitva.
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ahol p, a latszolagos mozgékonysag
1 a hossz a detektorig
L a teljes uthossz, melyen a fesziiltség esik
U a fesziiltség



