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2.2.54. IZOELEKTROMOS FOKUSZALAS®

ALTALANOS ELVEK

Az izoelektromos fokuszalas (IEF) olyan elektroforézis-modszer, amellyel a fehérjéket
izoelektromos pontjaik szerint valaszthatjuk el. Az elvalasztast amfoter elektrolitokbol
(amfolitokbol) all6 keveréket tartalmazo poliakrilamid vagy agardz géllemezen végezziik.
Elektromos er6tér hatasara az amfolitok vandorolnak a gélben, mikdzben pH-gradienst
alakitanak ki. Egyes esetekben rogzitett pH-gradienssel rendelkez6 géleket hasznalnak; az
ilyen géleket tigy allitjak eld, hogy a gél meghatarozott régidiba - az eldallitas folyaman -
gyenge savakat és bazisokat épitenek be. Amikor egy fehérje eléri az izoelektromos
pontjaval (pl) megegyez6 pH-értékli gélfrakciot, toltése semlegesitddik, és nem vandorol
tovabb. Az amfolit-keverék megvalasztasaval kiilonb6zé pH-tartoméanyu gradienseket
lehet kialakitani.

ELMELETI SZEMPONTOK

Amennyiben egy fehérje izoelektromos allapotaban van, eredd toltése nulla és elektromos
er6térrel nem lehet a gél-matrixban elmozditani. Diffiizié révén azonban elmozdulhat. A
pH-gradiens a fehérjét arra kényszeriti, hogy izoelektromos pontjanak megfeleld helyen
maradjon, vagyis azon a helyen koncentralodjék. Ezt a koncentralé hatast nevezziik
fokuszalasnak. Az elektromos fesziiltség novelése vagy a minta mennyiségének
csokkentése a savok jobb elvalasat eredményezi. A fesziiltség ndvelésének hatart szab a
fejlodé ho; ezt lehetdség szerint el kell vezetni. Vékony gélek és termosztatikus
cirkulatorral szabalyozott, hatékony hiitélemez alkalmazésaval éles fokuszalas érhet6 el
anélkiil, hogy a gél megégne. Az elvalasztas jellemzésére meghatarozzuk a két
szomszédos sav elvalasahoz sziikséges, legkisebb pl-kiilonbséget (Apl):

Apl =3x | 2lptIdx)
E(-du/dpH)

ahol

D = a fehérje diffuzids egyiitthatoja,

dpH/dx = a pH-gradiens,

E = az elektromos térerdsség (volt/centiméterben),

du/dpH = az oldott anyag mozgékonysaganak valtozasa a pH-val a p/ kornyékén.

©) Ez a fejezet gyogyszerkonyvi harmonizacios eljarason esett at. Lasd 5.8 Gyégyszerkonyvi
harmonizacio (9.15) c. fejezetet.
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Minthogy D és — du/dpH adott fehérjére nézve allandok, az elvalasztast a pH-tartomany
szlikitésével és az elektromos térerdsség intenzitdsanak novelésével lehet javitani.

Amfolit hordozdval készitett IEF-gélen a fehérjesavok kozti felbontas meglehetésen jo. A
felbontds tovabb javithatoé rogzitett pH-gradiensek alkalmazasaval; ilyenkor a rogzitett
pH-gradienst alkot6 pufferanyagok - a hordozé amfolitokkal egyébként analdg -
részecskéinek a gél-matrix belsejében kopolimerizalt allapotban kell lenniiik. Amfolit-
hordozokkal készitett gél alkalmazasaval azokat a fehérjéket valaszthatjuk el, amelyeknek
izoelektromos pontjai kozott legalabb kb. 0,02 pH-egységnyi kiilonbség van, mig a
rogzitett pH-gradiensek olyan fehérjék elvalasztasara is alkalmasak, amelyek kozott
minddssze 0,001 pH-egység az izoelektromos pontok eltérése.

GYAKORLATI SZEMPONTOK

Kiilonleges figyelmet kell forditani a vizsgalati minta sajatossdgaira, ill. a minta
elokészitésére. Sot tartalmazd minta gondokat okozhat; legmegfelelébb, ha a mintat - ha
lehet - ionmentesitett vizzel vagy 2 % amfolitot tartalmazo vizzel sziikség esetén dializist
vagy gélszlirést alkalmazva készitjiik el6.

A poliakrilamidbol késziilt vékonyréteg-gélekben végzett fokuszalashoz sziikséges
iddtartamot gy hatarozhatjuk meg, hogy a gél kiillonb6z6 pontjaira szines fehérjét (pl.
hemoglobint) visziink fel, majd 1étrehozzuk az elektromos teret; az egyensulyi allapotot
akkor érjiik el, amikor a kiilonb6z6 helyekre felvitt fehérje egyazon savrendszert ad.
Vannak el6iratok, melyek a fokuszalas végbemenetelét a minta felvitele utan eltelt id6
megadasaval biztositjak.

Az IEF-gél segitségével azonossagi vizsgalatot végezhetiink oly modon, hogy a gélen
zajlé vandorlast standard készitmény és [EF-hitelesit6 fehérjék vandorlasaval hasonlitjuk
Ossze; az IEF-gél hatarérték-vizsgalatban is alkalmazhat6, ha az IEF-gélen mutatkozo
sdvintenzitast vizualisan, standard készitmény savintenzitasaval hasonlitjuk Ossze. Az
meghatarozasara a savintenzitasokat denzitométerrel vagy mas, hasonlo eszkozzel
mérjiik.

KESZULEK
Az izoelektromos fokuszalasra alkalmas késziilék részei:

— allando fesziiltséget, aramerdsséget és teljesitményt biztositd, szabalyozhato
generator; altaldban 2500 V fesziiltséget hasznalnak, mivel adott kisérleti
korilmények kozott ezt tekintik optimalisnak; 30 W-ig novelhetd allando
teljesitmény ajanlott.

— merev mianyagbol késziilt IEF-kamra, a gél rahelyezésére szolgald, megfeleld
anyagbol késziilt, hlithet6 lemezzel,

— miuanyagfed6 platinaelektrodokkal, amelyek az andd-, ill. a katod-elektrolittal
atitatott, megfeleld szélességii, hosszlisagli és vastagsagll papircsikokon keresztiil
érintkeznek a géllel.
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[ZOELEKTROMOS FOKUSZALAS POLIAKRILAMID GELEKBEN; AZ ELJARAS
RESZLETES ISMERTETESE

Az alabb ismertetett modszer egy vastag poliakrilamid gél-lemezen kivitelezett IEF
eljaras részletes leirasa; ha a vonatkozo cikkelyben nincs mas eldiras, ezt az eljarast kell
alkalmazni.

A GEL KESZITESE

Ontéforma. Az ontéforma (2.2.54.-1. abra) elemei: egy iiveglap (A), amelyre - a géllel
valdé bandsmod megkonnyitésére - egy poliészter-filmet (B) fektetlink, egy vagy tobb
tavtartd (C), egy masodik tiveglap (D), tovabba csipeszek, amelyek a felsorolt elemeket

Osszetartjak.
D
[F—
/ ;
/ a

2.2.54.-1. abra. Az éntéforma

7,5%-0s poliakrilamid gél. 29,1 g R akrilamidot és 0,9 g R metilénbiszakrilamidot 100
ml R vizben oldunk. Az igy késziilt oldat 2,5 térfogatrészét elegyitjiik a megfeleld
cikkelyben el6irt amfolit-keverékkel ¢€s az elegy térfogatat R vizzel 10 térfogatrészre
egészitjiik ki. Gondos elegyités utan az oldatot gazmentesitjiik.

Az ontéforma elokészitése. A poliészter-filmet az also liveglapra fektetjiik és a tavtartot,
majd a masodik liveglapot rendre rahelyezziik; a csipeszekkel 0sszefogjuk az elemeket.
Ezutan az oldatot (lasd fentebb) magneses keverdre helyezziik, R ammonium-perszulfat
100 g/l toménységl oldatabol 0,25 térfogatrészt, R tetrametiletilén-diaminbol szintén 0,25
térfogatrészt elegyitiink hozzd és az igy nyert oldattal haladéktalanul megtoltjiik az
ontéforma tiveglapok kozti terét.

VIZSGALAT

Az ontéformat szétszedjiik, a gélt - a poliészter-film segitségével - attessziik a hiitott
hordozélemezre, majd - iligyelve arra, hogy kdézben ne keletkezzenek légbuborékok -
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néhany milliliter alkalmas folyadékkal atnedvesitjiik. A vonatkozo cikkely el6irasai
szerint elkészitjiik a vizsgalati oldatokat €s az Osszehasonlitdé oldatokat. A minta
felviteléhez kb. 10x5 mm méretii papirszeletkéket helyeziink a gélre és mindegyiket
atitatjuk az el6irt mennyiségli vizsgalati, ill. 6sszehasonlit6 oldattal. A gél kalibralasdhoz,
pH-markerként, eléirt mennyiséget visziink fel egy fehérjékbol készitett oldatbol; amelyet
olyan fehérjékbdl kell dsszeallitani, melyeknek izoelektromos pontjai ismertek. Vannak
olyan eljarasok, amelyekhez a vizsgalati oldat elhelyezésére alkalmas vajatokkal
rendelkezd géleket allitanak elo; ilyen esetekben mell6zhetd az impregnalt papirszeletkék
hasznalata. Két papircsikot, amelyeket a gél két végéhez illesztiink, atitatunk a megfeleld
elektrolit-oldatokkal: az anddhoz illeszked6t savval, a katddhoz illeszkeddt luggal
impregnaljuk. Az andd- és a katdd-oldat Osszetételét a vonatkozd cikkely adja meg.
Ezeket a papircsikokat a gél két végén, a szélektdl néhany milliméternyire helyezziik el.
A fedelet ugy tessziik fel, hogy az elektrodok érintkezzenek a polusoknak megfeleld
papircsikokkal. Ezutan - a cikkelyben el6irt elektromos paraméterekkel - megkezdhetjiik
az izoelektromos fokuszalast. Az elektromos dramot akkor kapcsoljuk ki, amikor a
standard fehérje-keverék vandorlasa stabilizalodott. A minta felvitelére hasznalt
papirszeletkéket és az elektrodokhoz illeszkedd két papircsikot csipesz segitségével
eltavolitjuk. A gélt R poliakrilamid gélen torténd izoelektromos fokuszaldasra szant fixalo
oldatba meritjliik. Enyhe razogatas kdzben, 30 percen at, szobahdmérsékleten inkubaljuk.
Az oldatot ledntjiik és a gélre 200 ml R szintelenitd oldatot ontlink. Réazogatas kozben, 1
oran keresztiil, szobahdmérsékleten inkubaljuk, majd a gélt leitatjuk, és R Coomassie
festooldatot ontlink ra. Ezzel 30 percen at inkubaljuk. A gélt R szintelenité oldatban
passziv diffuzioval szintelenitjik mindaddig, amig a savok a vilagos hattérben jol
lathatokka valnak. A cikkelyben el6irtak szerint megallapitjuk az elektroferogramon
megjelend sdvok helyzetét és intenzitasat.

ELTERESEK A RESZLETESEN ISMERTETETT ELJARASTOL (VALIDALASHOZ
KOTOTT ELTERESEK)

Amikor egy vizsgalatban az izoelektromos fokuszalas altalanos modszerére torténik
utalds, bizonyos mértékig eltérhetiink a modszertdl vagy az eljarastol, de az eltéréseket
validalni kell. Ilyen eltérések:

— a kereskedelembdl beszerezhetd, kész géllemezek, illetve kereskedelmi festd és
szintelenito készletek alkalmazasa,

— rudgélek alkalmazasa,
— kiilonb6z6 méreti gélkazettak alkalmazasa, beleértve ultravékony (0,2 mm) géleket,

— aminta felvitelére alkalmazott eljaras megvaltoztatasa, beleértve a minta térfogatanak
megvaltoztatasat, vagy nem-papirbol késziilt maszkok, ill. szeletkék alkalmazésat a
minta felvitelére,

— a kifejlesztés koriilményeinek megvaltoztatasa, beleértve az elektromos térnek a gél
méreteitdl és a berendezéstol fiiggd valtoztatdsat és rogzitett vandorlasi iddtartamok
alkalmazasat a sav-stabilitas szubjektiv megallapitasa helyett,

— el6fokuszalasi szakasz beiktatasa,
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— automatizalt miszerek alkalmazasa,

— agaroz gélek alkalmazasa.

AZ IZOELEKTROMOS FOKUSZALASI ELJARAS VALIDALASA

Ha a részletesen leirt eljarashoz képest alternativ modszereket alkalmazunk, ezeket
validalni kell. Az elvalasztas validalasdhoz a kdvetkezo feltételeket alkalmazhatjuk:

— eldirt tulajdonsagokkal rendelkezd, stabil pH-gradiens kialakitasa, pl. ismert
izoelektromos ponttal rendelkezd, szines pH-markerek alkalmazasaval,

— 0Osszehasonlitds olyan elektroferogrammal, amelyet a vizsgalandd készitménynek
megfeleld referenciaanyaghoz mellékelnek,

— acikkelyben eldirt, egyéb validacios feltételek.

A CIKKELYBEN ELOIRT ELTERESEK AZ ALTALANOS MODSZERTOL

Az altalanos moddszert6l vald azon eltéréseket, amelyeket bizonyos anyagok analizise
megkdvetel, a vonatkozo cikkelyek részletesen el6irjak. Ilyenek pl.:

— karbamid hozzaadasa a gélhez (a fehérje oldatban tartasahoz tobbnyire elegendd, ha
koncentracidja 3 M, de ez 8 M-ig ndvelhetd); néhany fehérje ugyanis kicsapodik az
izoelektromos ponton. Ebben az esetben a fehérje oldatban tartasahoz a gél képzése
folyaman kell beépiteni a karbamidot. Karbamid alkalmazasa esetén - a fehérjék
karbamilez6désének megakadalyozasa érdekében - kizardlag frissen készitett oldatok
hasznalhatok,

— alternativ festési eljarasok alkalmazasa,

— gél-adalékanyagok - mint pl. nem-ionos detergensek (pl. oktilgliikozid) vagy
ikerionos detergensek (pl. CHAPS vagy CHAPSO) - alkalmazasa, illetve amfolitok
hozzaadasa a  mintahoz, a  fehérjék  tomoriilésének,  kicsapodasanak
megakadalyozasara.

FONTOS SZEMPONTOK

A mintakat a gél barmely pontjara felvihetjiik, kivéveaz elektrodok kozelébe, mert meg
kell 6vnunk a fehérjéket a szélséséges pH-ju kornyezett6l. A modszer kifejlesztése
folyaméan érdemes az analitikusnak harom fehérje-felviteli helyet kiprobalni a gélen
(kozépen és a két végén); a gél ellentétes végeire felvitt fehérjébdl nyert sivok nem
feltétleniil azonosak.

A katodos cstiszasként ismert jelenség — amikor a pH-gradiens idében egyre rosszabba
valik — olyankor fordul el6, ha til hosszu ideig tart a fokuszalds. Noha erre a jelenségre
még nincs megfelelé magyarazat, kialakulasaban vélhetéen az elektroendozmozis és
szén-dioxid—abszorpcié jatszik szerepet. A katodos csuszast ugy érzékeljiik, hogy a
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fokuszalt fehérje levandorol a gél katddos végérol. A rogzitett pH-gradiensek alkalmasak
lehetnek az ilyen probléma megoldasara.

Fontos, hogy azt az agyat, amelyen a gél nyugszik, hatékonyan hiitsiik (kozel 4°C-ra). A
nagy térer0 alkalmazasa az izoelektromos fokuszalas folyaman tulmelegedést idézhet el
¢és ez befolyasolja a fokuszalt gél mindségét.



