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(Oktatisi célra)

ELEKTROFOREZIS

Olyan elvélasztasi technikdk, amelyben a molekulak
elektromos erétér hatasara kiilonb6zéképpen mozdulnak
el, és ezaltal szétvalaszthatok.

+* O -
« @ &
A mozgast két er6 eredéje okozza:
- Elektrosztatikus eré (figg a térer6sségtdél és a
toltésszamtol)
- Kbzegellenallas (fligg a molekula méretétdl, alakjatol,
a kdzeg sirliségétdl, viszkozitasatol)
Rovid gyorsulas utan a sebesség allandoéva valik (llepedés)
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ELEKTROFOREZIS
Az elektroforetikus mozgékonysag:
ahol: g - a molekula toltése p= a
d — molekula atméréje 3dmn
n — viszkozitas/gélsiriség
Az allandosult sebesség: v=pE

E — térer6sség

A kozeg szerint, amiben a mozgas végbemegy, megku-
16nbdztethets:

1. Free flow (szabadon aramld) elektroforézis
2. Gél-elektroforézis
3. Kapillaris elektroforézis

FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

A folyadék egy lapos (~mm vastag) Sample Intraduction
cellaban laminarisan aramlik. Erre _ 1l
merdlegesen elektromos [ sutter -

potencidlt kapcsolunk ra, ami
eltériti a toltéssel rendelkezd
molekulakat. + b

Technikailag nehéz megvaldsitani a | <. F
homogén aramlasi képet | || -
(egyenletes betaplalas és elvétel, |
frakcidszedés).

A térer6sséghez (100-150 V/cm)

nagy fesziltség kell, ahhoz, hogy Fraction Colletion
3 ne melegedjen, kis aramerdsség .
(mA)

FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Sample
Buffar
A laminaris aramlas para- 10E0808VE
bolikus aramlasi képe Hydrodynamic [ -
mi-att a savok _Flow + -
eltorzulnak:

A fal mellett all a folyadék,
a réteg kdzepén
gyorsan aramlik.
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Masik elrendezés: az elvalasztasi uthossz roévid (mm), a
cella ,vastagsaga” nagyobb — a kapacitas nagyobb, a
felbontas rosszabb

elecirode 240 mm ———,

!
elecirolyte o =
2 -

carrier
electrolyte___g
sample —py
o] N fractions
electrode  glectrade membrane
electrolyte




FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Technoldgiai paraméterek:

A puffer/minta tartézkodasi ideje: 2-5 perc. Ez elegen-dé
az elvalasztashoz, de nem hagy id6ét a diffuzios
szétterjedésre.

A minta koncentraciéja: nagyobb koncentracié esetén
lassul az elvalas, ez hosszabb tartézkodasi id6vel,
vagy nagyobb térer6sséggel ellensulyozhaté.

Térer6sség: 100-150 V/cm, novelése egy tartomany-ban
javitia a szétvalasztast, de efolott savkiszélesedést
okoz.

A SAVKISZELESEDES OKAI

Aramlasok/melegedés: az athaladé aram héhatasa mele-
giti a folyadékot — hiiteni kell - sirliségkilonbségek
ala-kulnak ki - aramlasok (naturalkonvekcio)

Leirasa: Grashof szam:

Gr - 8PN,

VZ

ahol: g — nehézségi gyorsulas
B — a hordoz¢ folyadék hétagulasi egyitthatdja
At — a folyadék és a fal hémérséklet kiilonbsége
d, — a kamra hidraulikus atméréje
v — a folyadék kinetikai viszkozitasa

A SAVKISZELESEDES OKAI

Ha a Grashof szam egy hatarérték folé emelkedik, rende-
zetlen aramlasok lépnek fol. A Gr csokkenthetd

— a kamra hidraulikai atmérdéjének csdkkentésével
— aviszkozitas ndvelésével (pl. glicerinnel)

A SAVKISZELESEDES OKAI

Diffuzié: figg a hémérséklettdl, a kdzeg viszkozitasatol, a
tartézkodasi id6t6l = hédmérséklet csokkentése, viszko-
zitas novelése

Elektroozmozis: a cella falara toltésiik révén adszorbeals-
do ionok a térer6sség hatasara ,elcsusznak” a fellleten
és ezaltal aramlast hoznak létre - a fal bevonasa, pl.
teflonnal

Buborékok: az oldott gazok felszabadulasa — a pufferek
gazmentesitése (ultrahang, He)

A hordozo6 puffer és a minta kozotti sirliség/viszkozitas
kilénbségek —» azonos puffer

FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Az elektrédak lehetnek inert
fémbdl, vagy nagy felllet

ese-tén membrannal —
elvalasztott aramlo ‘
—

|

py fraction

‘dlertrode.

Az elvételt a kamra masik “\ 1yl
végeén bevitt puffer

Lellenara-maval” teszik |

pontosabba. [

pufferben. b
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Milyen pH-n érdemes elvalasztani?
Ott, ahol a legnagyobb a kiilonbség a toltésben.
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Elényei:
—  Folyamatos muvelet

Hatranyai:
—  Bonyolult és kényes készulék
—  Korlatozott kapacitas (40 — 200 mg/éra/cella)

GEL ELEKTROFOREZIS

A kozeg, amiben a molekulak mozognak, hid-
rogél, leggyakrabban poliakrilamid, néha
aga-roz. A kilonbdzd toltésti molekulak
kétiranyba mennének:

g e“e -
varn .‘.,v.. oo ‘, ucegtdbbszor az egyiranyu
futtatas a cél -»
Ezt elérhetjik: - pH allitassal
- minta el6kezeléssel (SDS)
- nem térédink az ellentétes tol-

tésliekkel

@ ~ @

AZ ELVALASZTAS ELVE

Polyacrylamide gel electrophoresis

Méret és toltés [ m =
szerint. e %o

A nagyobb taltésd, ® -
illetve a kisebb i
méret( s . psu o
molekulak i A s -
gyorsabban gg A\
van-dorolnak a A
gélben. - @ et e

Side view Front view

A MINTA ELOKESZITESE

— Beadllitiuk a minta s(riiségét (cukoroldattal vagy
glicerinnel)

— Markert adunk hozza (olyan festék, ami a futtatas-
nal ,el6l” halad, és ezzel vizudlisan kdvethet6 a fo-
lyamat = a legtébbszdr brém-timolkék)

— Denaturalas (,befézés”): kezelés redukal6 szerek-
kel és detergenssel (legtébbszoér merkapto-etanol-
lal és SDS-sel)

KEZELES SDS-SEL

: ..% A fehérjére SDS molekulak
|

A diszulfid hidak felbomlanak.

[ — tapadnak
SPmE - a pozitiv téltéseket learnyé-

% w koljak, az apolaris részekre
ragasztanak
N\."Jl

ne-gativ toltéseket
£0% tincnproen - minden fehérje negativ tol-
' tést lesz
AABAABAND - mlpdegylk egy iranyba (az
2.8 anaod felé) vandorol
- a vandorldsi sebességet

csak a méret szabja meg!
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GEL ELEKTROFOREZIS

Technikai paraméterek:

A fesziltség: 50 — 500 Volt

Az elvalasztas mértékét Volt*6ra-ban adjak meg.

- tApegység

- feszliltség szabalyozé/
programozo egység

Az elektrédok elektrolit-

kadakon keresztil vi-

szik at a feszlltséget a

gélre.

Gyakran hteni kell.




A POLI-AKRILAMID GEL

CHGH | CHp=g
c=0 c=0

i i Persuliate
A lineéris poliakrilamid lancokat — "* ?;: TEMED
bis-akrilamiddal térhalositjak. — *vm* [
Az akrilamid koncentracidjaval [
jellemezhet6é a gél ,slrisége” Oy =
(3-30 %). LS
CHE—CH—EHZ—(IJH—CH?—EH—
A polimerizacidhoz sziikséges: O e S
TEMED - tetrametil-etilén-diamin N
katalizator I S
Amménium-perszulfat — iniciator [ P
Oxigénmentes kdzeg cn,—'cH—cu;—il:HH—CHr‘cw

Polyacrylamide

A GEL ALAKJA

A gél mérete 4x4 cm-t6l 20x20 cm-
ig barmekkora lehet.

Vastagsaga 1 -5 mm.

A gél tetején mintatarté ,zsebeket”
alakitanak ki, ebbe pipettazzak a
mintakat.

. Mennyisége: ~ 5 pg/csik

Sirisége szerint a gél lehet:

— homogén
— discontinuous
— gradiens
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DISC GELEK

A tényleges futtaté gél folott egy tomorité gél szakasz
van. Célja a viszonylag nagy mintatérfogatban 1évé
fehérjék 6sszetémoritése egy csikba, hogy azutan jél
elvald, jol észlelhetd csikokat kaphassunk.

Stacking Gel._

Separating Gel |
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DISC GELEK

A tomorité gél szakasz Osszetétele olyan, hogy ott
gyorsabban vandorolnak a fehérjék: vezetéképessége
és slrlisége kisebb.

Tris - Giycine
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DISC GELEK

Amikor a molekulak kiérnek a tomoritd gél szakaszbol,
akkor hirtelen lefékezédnek, 6sszevarjak egymast.

Buller Sample zone z Bulfer
@~
@ &
High conductivity Lene comductpeity ._- High candwtiviy
e~ ©

|
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GRADIENS GELEK

A gél slrlisége a futtatasi szakasz mentén folyamatosan
valtozik, novekszik. Célja: egy gélen szélesebb
mdlsuly-tartomany atfogasa.

Futas homogén gélen: gradiens gélen:
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A KESZ GELEK KIERTEKELESE

A fehérjecsikok szabad szemmel nem lathatok, ezért fes-
tési eljarasokkal ,hivjak el6”. Fixalas - festés -
halvanyitas.

Fixalas: savas reagensekkel (perklérsav, szulfoszalicilsav)

Festés:

Coomassie Blue R250 — a legaltalanosabban hasznalt
festék. Tobbféle receptira. Kék szint ad, elég érzékeny.

Eziist festés — ezlst-nitrat oldatbol a fehérjékre barna
fémezist kolloid csapodik le. Nagyon érzékeny (+2
nagysagrend), de nagyon tisztan kell dolgozni.

Amido Black, Fast Green — ritkabban hasznalatosak.

Blotting — atvitel membranra (celluléz-acetat, nylon), kimu-
tatas immun-analitikai reakcioval
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A KESZ GELEK KIERTEKELESE

Az SDS-PAGE méret szerint valasztja el a molekulakat.
A molsuly meghatarozasahoz a futtatast kalibralni kell.
Ezért minden gélen futtatnak ismert moltdmegi
fehérjéket (kalibraciés ,létra”)

Unknown «
/protein )

N

L I I |
logg M,

Relative migration

b}
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KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS

Az elektroforézis egy kapillarisban elhelyezkedé puffer
oldatban térténik.
Muszaki adatok:
Fesziltség: 10 - 30 kV
Térerésség: 100-500 V/cm
Atméré (belsé): 25-75 um
Hossz: 50-100 cm
Anyaga: kvarciiveg
Mintatérfogat: 1-50 nl
Tartézkodasi id6: 1-3 perc
Detektalas: UV

Detector

‘Frectrode

Schematic of HPCE
instrumentation
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MUKODESI ELVE

Az elektroozmozison alapul: a kvarccsé belsé felllete
negativ toltésl, erre kationokbdl egy ellenion-réteg
rako-dik le. (Id. korab=~= =

fellileti potencialoknal)

A fellleti potencial pH-

fuggé:

Hgop= 104 cmEs)
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ELEKTROOZMOZIS

A kation-réteget a potencialkulénbség a katéd iranyaba
huzza. A mozgd ionok a vizet is magukkal ragadjak,
ez-zel az egész folyadék mozgasba jon. Az aramlasi
profil leginkabb a dugdszerl aramlasra hasonlit, alig
van  se-besség-kilénbség - emiatt  nincs

Crao_zvo s
[ol

"
p 25 \\ ©000059958CE00006002088
/ y\g 3 s pu—

o = = =
(9 o | =] = ]
\ ‘f@ a2 | p— =
X e @ / :'!J j
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ELEKTROOZMOZIS

A leirasnal kétféle sebességet kell megkillonboztetni:

A folyadék aramlasi sebessége: Veor = (e€/M)E
ahol: ¢ - dielektromos allandé
¢ - zéta potencial
1 - viszkozitas
E — térerésség

A molekula allandésult mozgasi sebessége a
folyadékban (Id. korabban):

v =q-E/3dmn = p-E
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KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS

A molekula sebessége a az aramlo folyadékéhez elgjel
szerint hozzdadodik:  Vgreqs = VEOF £ Vimolekula

- a pozitiv tltéslek elére szaladnak, a negativok pedig
lemaradnak
- szétvalnak (hasonlit a kromatografiahoz)
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SEBESSEG-KULONBSEGEK

mAU (931} Solute  Migration  p_ (em®Vs)  p_ (cm/Vs)
' time(s)
Cation 38.4 3.05 =107 7.40 % 10*
Neutral 50.7 231x10° 0
Anion 93.1 126 =107 -1.05 %107
(384 5)
- IL (50) (58.5) 1
Cation: p, = = - =3.06 %107
(50.7 s . Ve (25,000} (38.4)
Neutral: p .= (501458.5) __ 5 31 x 10
(25,000 (50.7)
0.5 1.0 1.5 2.0
Time [min] M, = M, - By = (3052 107) - (2.31 2 107) = 7.40 < 10*
(note: u_will be negative for the anion)
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BEFOLYASOLO TENYEZOK

Térerésség: noveli a sebességet az elvalasztas romlasa
nélkul. Hatrany: fokozza a melegedést

pH: magasabb pH-n jobban miikédik

lonerésséqg: névelése rontja az elvalasztast, mert:
- csokkenti a zéta potencialt
- néveli az aramerdsséget,

és ezzel a melegedést ,J S

- torzitja a csucs alakjat

104em? Ve
”EUFL“ 10-%m* Vs)

Detergensek: a kationosok le- =i
fedik a felilletet és ezzel 51
akadalyozzak az aramlast 4 5

34
-2 2 4 6

Infionic strength (mM)]
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KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS

Nagyon hatékony technika, j6 szétvalasztas toltés alap-
jan igen rovid id6 alatt.

De:
— Nem folytonosithaté.
— Nem l|éptékndvelhetd, még preparativ szintre sem,
csak analitikai modszer.

(az ioncsere szintén toltés alapjan valaszt szét, lassabb,
rosszabb a felbontasa, de Iéptékndvelhetd)
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