Szabadon folyo elektroforézis (Free Flow Electrophoresis)

Szamos laboratériumi rutin eljarasnal (pl. fehérjék tisztasdgdnak ellendrzése)
alkalmaznak elektroforetikus, foleg gélelektroforetikus technikdk, kiilonbozd fajtait. Ez a
gyakori alkalmazas az elvalasztas kiemelkedd eredményességének ¢és az elvalasztési
koriilmények viszonylagos enyheségének koszonhetd. Az elektroforézis folyamatossa tétele
(folyamatos aramlésu késziilékek kifejlesztése) lehetdvé tette, hogy ez az analitikai technika,
preparativ fehérje elvalasztasra alkalmassa valjon [1].

Az elektroforetikus technikdk kiilonbozd részecskék és molekuldk elvéalasztasara
hasznalhatok. Az elvalasztas alapja, a részecskék kiilonbozd specidlis mozgékonysaga az
elektromos térben. Ez a mozgékonysdg fiiggvénye a nettd elektromos toltésiiknek, a
méretliknek és a kozeg viszkozitdsdnak. Eltéréen a hagyomanyos gél elektroforézistdl ( pl.
PAGE), a szabadon foly6 elektroforézis (FFE) a minta komponenseit folyamatosan szeparalja
egy folyékony pufferben. Ezért a FFE elvélasztas esetén a minta komponensek nettd

elektromos toltése a legfontosabb a mozgékonysagot meghatarozé tényezok koziil.
Preparativ elektroforézis definicioja

Az elektroforézis f6 fogalma és meghatarozdja az elektroforetikus mozgékonysag.
Induljunk ki egy részecskébdl — ez lehet egy molekula, szervetlen vagy szerves részecske,
mikroorganizmus vagy egy emlds sejt — amely egy puffer oldatban taldlhaté a homogén és
allando elektromos térben. Amint a részecske adott elektromos toltéssel rendelkezik, az
elektromos térben elmozdul, méghozza a felé az elektrod felé, amelyik a toltésével ellentétes.
Az elektromos térer0sség és a surlédasi erd egyensulyanak kovetkeztében a részecske
sebessége allando. Ez fiigg a nettd elektromos toltéstdl (g), a merev gombnek feltételezett
részecske sugaratol (r), az elektromos téreréségtdl (E) €s a puffer dinamikai viszkozitasatol (7
). Ha a sebességet éllandonak vessziik és leosztjuk az E-vel, az elektroforetikus

mozgékonysagot kapjuk meg ().
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A részecskék fontos jellemzdje a nettd elektromos toltésiik, amelyet alapvetden a pH
hataroz meg, de a kdrnyezd puffer ionerdssége ¢és mas tulajdonsagai is befolyasolnak. A
fehérje molekula lancban szdmos aminosav talalhatd, amely toltéssel rendelkezhet. Ezek
pozitiv vagy negativ toltést hordoznak (esetleg mind kettdt), megfelelden a koriilottiik 1évo
folyadéknak és a pH-nak. A makromolekula harmadlagos és negyedleges szerkezetét az
egyedi aminosavak kornyezetnek megfeleld toltése hatdrozza meg. Pufferben a fehérje

molekuldk egy bizonyos pH-n elektromosan semlegessé valnak, ez a fehérje izoelektromos



pontja (pl). A pontosan ilyen pH-ji pufferben a fehérjék konnyen kicsapddnak az gyenge
taszito er6knek és a fellépd van der Waals vonzoerdknek kdszonhetden.

A "szabadon foly6" kifejezés azt jelenti, hogy az elektroforézis folyamatosan egy
pufferben torténik, amely nincs géllel stabilizdlva az 4ramldsi hatdsok ellen. A
gélelektroforézisban adott mennyiségli fehérjét valasztanak szét, adott id6 alatt, mig az FFE-
ban az elvélasztds folyamatosan jon létre, gy hogy az elvalasztd folyadék (pl. a hordozd

puffer) és a beadagolt minta folyamatosan az elektromos tér hatdsa alatt van (az aramlési

iranyra merdlegesen) és a minta
komponensek ennek  hatasara
mozdulnak el specifikusan az
egyik vagy a masik elektrod felé
(1. abra).

Négyfajta szabadon foly6
elektroforetikus technika ismert.
Zona ¢és field-step elektroforézis,
izoelektromos  fokuszdlds  és
izotachoforézis. Az elvalasztasi
technikdk  kozotti valasztas
elsésorban a feladat igényétdl
figg. A leggyakrabban hasznalt
technika a zdéna elektroforézis
(FFZE), mivel  technikailag
egyszerli és fizikokémiai

értelmezése konnyti. A 1. abra

tovabbiakban errdél a technikarol

irok.

Az elvalasztas eredményességét zavard hatdsok

Az elektroforetikus elvalasztas hatasat a legkisebb oldaliranyt szélesség, azaz az
egyes komponenseket tartalmazd sdvok élessége €s a savok kozotti lehetséges legnagyobb
tavolsag hatarozza meg. Ezeket csokkentd hatasok:

1. Az elektromos aram altal a kdzegben keltett melegedés, amely az elvélaszto folyadék
szabad aramlasat okozza. Ez siirliség gradiensek keletkezéséhez vezethet, abban az
esetben falakat hiitik, valamint instabil stirliség rétegzédéshez axialis irdnyban.

2. Komponensek diffuzioja.



3. Toltés elvalasztds miatti elektroozmoézis; a preparaciés kamra falandl ez a jelenség
lateralis iranyu elvalast eredményez a falak kozelében.

4. Az 6sszetevok adszorpcidja a belso falra vagy a késziilék mas részeire, pl. csdvekre és
buborékcsapdakra.

5. A vizsgalt fehérje kicsapddasa, melyet a szeparacios puffer Osszeférhetetlenségi reakcioi
pl. pH, ionerdsség és bizonyos ionok okozhatnak.

6. A hordozd puffer gazosodasa, mely buborékok keletkezéséhez vezet a szeparacios
kamraban. Ez a szeparalt fehérjék instabil frakcionalasat okozza, nem alakulnak ki stabil
frakciok.

7. A hordozo puffer és a minta kozotti stirliség vagy viszkozitas kiilonbségek a komponensek
keveredését és ennek kovetkeztében a savok kiszélesedését okozzak.

Az 1. tdblazat a zavar6 hatdsok kovetkezményét és azok lehetséges kikiiszobolését
tartalmazza.

A FFE technika fejlddése soran specidlis 1épéseket tettek a kozegben folyd szabad
aramlas kontrolalasa érdekében, mely nagy hatassal van az elvalasztas hatékonysagara.

Ezt a problémat leiré dimenzié-mentes szam a Grashof szam:
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g:nehézségi gyorsulas

f: a hordoz6 folyadék hotagulasi egyiitthatoja

At:a folyadék és a fal hdmérséklet kiilonbsége

d,;’kamra hidraulikus atmérdje

v. a folyadék kinetikai viszkozitasa

A szeparacios kamra tartalméanak osszekeveredése akkor fordul eld, mikor a Gr szam

egy kritikus értéket meghalad. Adott geometridji FFE késziilék esetén az anyag ¢és a fal
kozotti homérséklet kiilonbség a legjelentdsebb. Az FFE késziilékek tervezésekor a dj,
csokkentésével a Gr szam értéke a kritikus érték alatt tarhatd. Ugyan ez a cél elérhetd a kdzeg

kin. viszkozitdsanak novelésével (V) is.

Zavaro hatas Okozott hiba Tennivalok

Szabad aramlas Savkiszélesedés - a Gr szam csokkentése
-A  hordozé puffer -elektromos

vezetésének csokkentése

Diffazio Savkiszélesedés -hdmérséklet csokkentése
-A hordoz6 folyadék

viszkozitasanak novelése

Elektroozmoézis Savkiszélesedés - a késziilék falanak bevonasa
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Adszorpcid Fehérje veszteség - a késziilék falanak bevondsa

- detergensek alkalmazésa

Kicsapddas Fehérje veszteség - a puffer-rendszer megvaltoztatasa
Savkiszélesedés - detergensek alkalmazasa
- Stabilizéator

A hordoz6 puffer Aramlas instabilitisa | -A  hordozé pufferbe Ny, He
gazosodasa bekeverése

-A hordozo puffer vdkuum kezelése

Stirliség kiilonbség | Aramlés instabilitdsa | - més puffer valasztasa

Savkiszélesedés - Semleges anyagok adagolasa

1. tablazat

Elektroforetikus késziilékek

FFE késziilék tervezésénél fontos, hogy a kamra hidrodinamikus atméréje kicsi
legyen. Ez elérheté megfelelden sziik réssel ellatott szeparacidos kamraban. Ez a rés lehet
hosszt és lapos csatorna oldal elektrodokkal vagy kor alaku (gytirti) radidlisan elhelyezkedd
elektrodokkal.

ELPHOR VaP késziilék

Lapos geometriaju késziilék és ilyen rés esetében a transzverzalis vezetés ritka. A
hordozdé puffer axidlisan folyik at a résen. A parabolikus dramlasi profil kialakulasa
(allandoésulasa) utan injektaljak az elvalasztanddé mintdt az aramlasba, a Ilehetséges
legvékonyabb résen keresztiil. Az elektromos tér hatasa alatt a minta komponensei elhagyjak
a beinjektalt puffert, és a vivo pufferben mozgékonysaguk alapjan elvalnak.

Az ELPHOR VaP késziilék szeparacios kamrajanak hossza 500 mm, az elektrodok
kozotti tavolsag 100 mm, rés szélessége 0.5mm ¢€s a hidraulikus atméréje Imm. A késziilék
teljesitménye 250 mg fehérje/h folott van. A szepardcios kamraban a vivo puffer lefelé

aramlik. A kamra aljan 90 frakcioszedd egység talalhato.



BIOSTREAM késziilék [2]

CJB Developments fejlesztésében
késziilt, henger alaku késziilék
(2. abra). Folytonos ¢és  szimultan
szeparalasra alkalmas. Az elektroforézis egy
gylriiben  araml6  pufferben  torténik,
melynek laminaris 4ramlésat forgatassal
biztositjak. Csak zoéna elektroforézisre
hasznalhato  késziilék. A szeparator

teljesitménye 50 g fehérje/h .

Biosteam mitkddése:

Az elektroforézis egy 3mm vastag és
600 mm hossza gytiriiben zajlik a szeparator
kiilsé és belsd hengere kozott. Az igy kapott
hidraulikus 4tméré 6mm. A vivd puffer
stabil lamindris aramldsat a kiilsé henger
forgasa (2.5 1/s) biztositja (rotor) és evvel
megelézi a turbulens dramlds problémaé;jat,
amelyet mas esetekben . ellendllasbol eredd
melegedés eredményez. A belsé henger allo
helyzetben van (stator). Koncentrikusan a
gylriire a forg6 és az allo rész egy szakaszan
talalhatok az elektrédok és ezek elektrolitjai.
A kiils6 henger atmérdje 89mm, ez alkotja
az anodot. A vive folyadék és az elektrod

elektrolitok egy regeneralt cellulozbol 2. abra

késziilt  dializis membrannal  vannak
elvalasztva, amelyet egy belsé porusos alatdmasztas tart. Az egyenaramu elektromos tér az
elektrodok kozott jon létre. Az elvalasztando keveréket (mintat) a vivo folyadékba injektaljak
be az allo6 rész aljan talalhato sziik nyildson keresztiil. A minta komponensei az elektromos tér
hatdsara valnak szét ugy, hogy kiilonb6zé mértékben mozognak a gytirii kiilsé fala felé, és
koncentrikus gytrtiket alkotnak. A kedvezd slirliség rétegzdést felfelé vald aramléassal
biztositjak. Az allo rész tetején taldlhatok a csapdaval ellatott minta gytijté tanyérok. A csapda
parok keriiletén vékony nyilds taldlhatd, amelyen keresztil az oldatréteg befolyhat a

tanyérokon kialakitott labirintusba. Ez a labirintus biztositja, hogy a folyadék aramlasa



egyenletes legyen, és ez bontja a folyadékot 30 frakciora, melyek visszakeveredés nélkiil

jutnak a gytijté edényekbe.

A szabadon foly6 (preparativ) elektroforézis nagyon sokféle fehérje elvalasztasara alkalmas.
A Biosteam késziiléket hasznalhatd és a gyartd ajanlja enzimek elvalasztasara (nyers tripszin
extraktum alkotéira bontasa, izom extraktum enzimek elvalasztasa); vérplazma,

immunglobulinok szétvalasztasara; monoklonalis antitestek tisztitdsara (IgM).

Nath és munkatarsai [3] a szabadon foly6 elektroforézis bedllitadsi paramétereit, mint:
az elektromos térerdsség (100-150 V/cm), puffer tartozkodasi id6 (2-5 perc), puffer osszetétel,
minta aramlasi sebesség (5-6 ml/h) és mintakoncentracio, vizsgaltak, a felbontés, savszélesség
¢s a teljesitmény szempontjabol. A kisérleteket VaP-22 késziiléken végezték, modell fehérje
keveréket (D- és L-hidroxiizokaprat (Hic) dehidrogenaz) és format-dehidrogenazt (FDH),
formaldehid-dehidrogenaz (FADH) és metanol-oxidaz (MOD) keverékét hasznalva.

o Puffer tipusa

A puffer kivalasztasa az egyik olyan tényezd, ami segitheti, ill. gatolhatja az elvalasztast. E.
coli sejtszuszpenzidt Tris-HCI pufferben (hordozé puffer) futtattdk. 280 nm detektalva két 3-
galaktozidaz cstuicsot detektaltak, azonban ezek igen szélesek voltak. Az elsé 10 frakcio, mig a
masodik 60 frakci6 széles volt az dsszesen 90 frakcid koziil. Tris-acetat puffert alkalmazva
szintén két B-galaktoziddz csticsot detektaltak 280 nm-en, de ezek jelentdsen keskenyebbek
voltak (5 ill. 10 frakcid). Ezért fontos a megfeleld puffer kivalasztasa.

o Puffer tartdzkodasi id6 (ty)

Ha a puffer tartozkodasi ideje magas 5 min. vagy e folotti (ez 5 ml/min folyési sebességnél
igaz) a minta atfolyasi ideje, ami meghatarozza a teljesitményt, alacsony lesz < 1.5 ml/h, ha a
cellaban a sziikséges laminaris aramlast biztositani akarjuk, mivel magasabb minta dramlési
sebesség turbulenciat okozhat. gy magas puffer tartozkodési id6 esetén a minta hossza idén
keresztiil az elektromos tér hatdsa alatt 4ll, ami az enzimek és fehérjék elvalasztasanal
savkiszélesedést okoz. Igy a magas tartozkodasi idé nem kedvez a jo savélességének sem.
Azonban a tul alacsony tartozkodasi id6 (<2 perc) haszndlata sem kedvezd, mivel ez esetben
valdsziniileg nem jon létre teljes elvalas.

e Minta dramlasi sebesség (vy)

A puffer kamrabeli tartozkodasi ideje hatdrozza meg a minta dramlési sebességét és ez altal a
teljesitményt is. Modell fehérjével végzett kisérleteikben rovid puffer tartdozkodasi idot (2
perc) hasznaltak azért, hogy magas minta dramlasi sebességet alkalmazhassanak. A kisérletek
soran a minta koncentracio befolyésat tapasztaltdk a minta dramlési sebességére.

e Minta koncentracié (c)



Azonos puffer tartézkodasi id6 és laminaris dramlds estén a maximalis minta aramlasi
sebesség alacsonyabb volt magasabb minta koncentraci6 esetén. (ty=2.5 min; c=2.5mg/ml
esetén viy=>5Sml/h, mig c=25mg/ml esetén vi,;=3.5ml/h )

e Elektromos térerdsség

A novekvo térerdsség a kisérletekben savkiszélesedést okozott és nagyobb aramlasi terhelést.
Ha magas (140 V/cm) elektromos teret kombinaljuk az alacsony puffer tartozkodasi idével (2
perc, ami 6 ml/h aramlasi sebességet és 40mg/ml fehérje koncentraciot jelent), D-, L-Hic
dehidrogendz elvélasztdsanal éles csticsokat és jo felbontdst érhetiink el. Magas elektromos
térerdsség sziikséges a jo felbontdsu, biztos elvalasztashoz, ha magas a minta koncentraciot

vagy alacsony a puffer tartdzkodasi id6t alkalmazunk.

A fent bemutatott paramétereket a teljesitmény szempontjabol vizsgaltdk. Modell
fehérje kisérleteknél a minta aramlasi sebessége a meghatarozé tényezd, ami fiigg a puffer
tartozkodasi idejétél ¢és a mintakoncentraciotol. tv=2 perc, E=140 V/em ¢és a
mintakoncentracié c=40 mg/ml injekcios pontonként (Tobbszords (2x) injektalast hasznaltak
a kihozatal novelésére) a teljesitmény 500 mg fehérje/h volt, ami 5x magasabb az
irodalomban eddig leirtaknal.

FDH, FADH ¢és MOD enzimek elvalasztasara 50% nedves tartalmt Candida boidinii
szuszpenziot hasznaltak, aminél FFZE technikat és tobbszords injektalast hasznaltak. Minden
kisérletben az eredmények reprodukalhatdak, a csticsok élessek €s a felbontas tokéletes volt.
A Kkisérletet 12 oran at végezték azért, hogy az elvalasztas stabilitasat ellendrizzék. Az
elvalasztast stabilnak talaltak.

Kisérleteket végeztek ultracentrifugéalt E. coli durva extraktumaval, mely 10% sejtet
tartalmazott. DN-4zt adtak az extraktumhoz, hogy a nukleinsavakat kisebb fragmentumokra
bontsak ¢és igy a szuszpenzid viszkozitasat csokkentsék. A sejttormelék és a fehérjék jol

elvaltak egymastol és 4x tisztulast értek el B-galaktozidaznal.

Osszefoglalva a szabadon folyo elektroforézis jol alkalmazhato ( mint a fenti kisérleti
eredmények is mutatjak) fehérjék, sejtalkotok elvalasztasara ill. tisztitasara és mind ipari,

féliizemi és laboratoriumi koriilmények kozott jol alkalmazhato
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