Pécs Miklés: Fermentéacids feldolgozadiveletek

IZOELEKTROMOS FOKUSZALAS

Gélben, illetve folyadékban végrehajtott elektroforézis tech-
nika, amely a fehérjéket izoelektromos pontjuk alapjan va-
lasztja el. Azt haszndlja ki, hogy a fehérjéknek izoelektro-
mos pontjukon (pH) nincs toltése, az elektromos erétérben
nem mozdulnak.

Ehhez pH gradienst kell Iétrehozni, egy specialis pufferrend-
szer = ,polybuffer” segitségével.

E| BME Alkdmazott Biotechnolégia s Elelmiszertudominy Tanszék

Fokuszalasi technikak

POLYBUFFER

Elsé lépésként nézziink egy olyan gélt, amiben csak viz van:

Az elektrédokon a vizbon- ~ PH
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Pécs Miklés: Fermentéacids feldolgozadiveletek

POLYBUFFER

Ha sok ilyen vegyiiletet oldunk P
egyszerre (pl. a 20 aminosav),

akkor mindegyik létrehoz egy

kis platét/hullamot a gérbén. A

cél olyan keverék, amely gya-
korlatilag lineéaris pH gradienst

hoz létre egy tartomanyban.

4 o
Distance

Fokuszalasi technikak

POLYBUFFER

Milyen legyen ez a keverék?

— Nagyon sok lépcséje legyen

— Minden komponensnek legyen pufferkapacitasa (csak igy
tud lépcs6t csinalni)

— Legyen vezet6képessége

— A molekulak legyenek kicsik (MW 300 — 1000 Da, gyors
diffGzio)

— Ne legyen UV elnyelése A=280 nm-nél (detektélas)

— Ne Iépjen kdlcsdnhatasba semmivel
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POLYBUFFER

Leggyakrabban egy harom-komponensi rendszer statiszti-

egyiken belil tébb ionizal- L
haté csoport is van. s

Monomerek: - o, c0; o,
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FOKUSZALAS

+ 4 A fehérje téltése
A kilénb6zé pH-n a fehérjék
kilonbozé toltéstiek, de mind-
egyiket az IEP felé mozgatja
az er6tér.

KATOD

Izoelektromos pont

Minél tavolabb van az IEP-t6l,
annal nagyobb a toltése, an-
nél nagyobb eré mozgatja.
Minden fehérje a sajat IEP-jan
fokuszalodik.

ANOD
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Fokuszalasi technikak

KIVITELEZES

A pH-gradiens kialakitdsat és a fehérjék fokuszéalasat lehet
kilon is végezni, de lehet egy Iépésben is. = A polybuffer
komponensei kisebbek, gyorsabban diffundalnak, hamarabb
~,megtaléljak a helylket”, mint a fehérjék.

Mindegy, hol visszik be mintat, a fehérjék is megtalaljak a
helyliket. Beoldhatjuk akar az egész polybuffer mennyiség-
be is, akkor is fokuszalédnak.

Ha készen van, akkor vagy gyorsan ki kell értékelni (UV

denzitometria), vagy fixalni és el6hivni - a térer6 lekapcso-
lasaval ugyanis szétdiffundalnak a savok.
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SAVSZELESSEG

A sévok szélessége a fehérje és a puffer tulajdonségaitol
fugg:

ZONE WIDTH IN ISOELECTRIC FOCUSING
TN
(du/dpH) (dpH/dx)
o] —sz6rés
D — diffaziés allando
du/dpH — az elektroforetikus mozgékonysag valtozasa a pH

fuggvényében az IEP-nal (a fehérje jellemzé-je)
dpH/dx — a pH gradiens az adott helyen (a puffer jellemzéje)
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Pécs Miklés: Fermentéacids feldolgozadiveletek Fokuszélasi technikal

FELBONTAS

A felbontd képesség is mindkét anyag tulajdonséagaitol figg:

RESOLVING POWER IN ISOELECTRIC FOCUSING
Apl = 3.07 '\/ { DUpEL I
—E(du/dpH)

E — térésség

A Apl elérheti a 0,001 értéket is.

JELLEMZO PARAMETEREK

Feszilltség: 1000 — 3000 Volt

Aramerésség: 100 — 200 mA

Kifejlesztés: 2000 — 12000 Voltéra

Id6tartam: 1-86ra

Felbontas: 0,001 - 0,003 pH egység

IEF ERTEKELESE

Elényei:

» Egyszer(, egy gél, egy puffer, kezeletlen minta
» J6 felbontas
» Preparativ szintig 1éptéknovelhetdé

Hatranyok:

» Specialis (draga) puffer
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KROMATOFOKUSZALAS

Elvét tekintve hasonl6 az el6z6h6z (fékuszalas IEF sze-
rint) de nem gélben, hanem egy ioncserélé oszlopon tor-
ténik.

Ha egy adott pH-ra bedllitott/egyensulyba hozott ioncse-
rél6 oszlopra mas pH-ju puffert engediink, akkor az foko-
zatosan ,megtitralja” az oszlopot, a pH valtozas nem Iép-
csésen torténik, hanem egy atmeneti gérbe mentén.

KROMATOFOKUSZALAS

A cél itt is az, hogy térben linearis pH gradienst hozzunk lét-
re. Ehhez ugyanolyan puffert hasznalunk, mint a gélben, de
elektromos erétér helyett egy specialis ioncserélé gyantan.

Az ioncserél6 is sokféle, kiilbnbozé erésségi ionizalhato cso-
portot tartalmaz (itt is van kilén anion és kationcseréld).

Ahogy a puffer halad az oszlopban, komponensei fokozato-
san titraljak meg a toltet csoportjait, az atmeneti pH-ju z6éna
kiszélesedik és kozel linearissa valik.

KROMATOFOKUSZALAS

Ennek a lineéris gradiensnek is fokuszal6 hatasa van.

A pufferben halad6 fehérjék csak az IEP-jukig mehetnek
elére, mert ennél toltésik eldjelet valt, és megkdtddnek,
bevérjdk a késébb jovoket. A pH valtozasaval levalnak,
és az adott pH-ju (IEP) ponttal egyitt vandorolnak végig

a tolteten.

N N>
A puffer sok- T =
kal gyorsab- » ™ %8%
ban halad,
mint a fehér- ol ?96

jé R YT
jék.
o

4 6 7

E| BME Alkdmazott Biotechnolégia s Elelmiszertudominy Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomaranszék 5



Pécs Miklés: Fermentéacids feldolgozadiveletek Fokuszélasi technikal

KROMATOFOKUSZALAS

Tobb fehérje esetén mindegyik a sajat IEP-jének megfelelé
helyen vandorol végig az oszlopon, a végén elkiléndlt sa-

vokban lépnek ki.
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KROMATOFOKUSZALAS

A minta beadagolasi ideje itt sem kotott, akar tdbbszor in-
jektalhatunk, a komponensek ugyanoda fokuszalédnak.

A felbontas annal jobb, minél laposabb a gradiens — kis
puffer koncentraciot célszeri alkalmazni. Az a j6, ha a tel-
jes elacié 10 — 15 oszloptérfogattal megy le.

Detektélas: mint barmely fehérje kromatografianal (UV).
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KROMATOFOKUSZALAS

Elényei:

Jo6 felbontés, ~ 0,02 pH

Hatranyai:

I1zoelektromos pH-n a fehérjék kénnyen kicsapoédnak
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