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ELEKTROFOREZIS

Olyan elvalasztasi technikak, amelyben a molekulak
elektromos eroter hatasara kulonbozokeppen mozdulnak el,
és ezaltal szetvalaszthatok.
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A mozgast ket er0 ereddje okozza:
- Elektrosztatikus er6 (fUgg a térerossegtdl es a toltés-
szamtol)
-  Kozegellenallas (fugg a molekula méretétdl, alakjatol,
a kozeg slrusegetdl, viszkozitasatol)
Rovid gyorsulas utan a sebesség allandova valik (Ulepedés)




ELEKTROFOREZIS

Az elektroforetikus mozgékonysag:

ahol: q— a molekula toltése = 9
d — molekula atmérdje 3dmn
n — viszkozitas/gelsuriseg

Az allandésult sebesseqg: v=uE

E — térerOsseg

A kozeg szerint, amiben a mozgas vegbemegy, megku-
lonboztethetod:

1. Free flow (szabadon aramlod) elektroforézis
2. Geél-elektroforezis
3. Kapillaris elektroforézis
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

A folyadék egy lapos (~mm vastag)
cellaban Ilaminarisan aramlik. Az
aramlasra merodlegesen elektromos
potencialt kapcsolunk ra, ami eltériti
a toltéssel rendelkez6 molekulakat.

Technikailag nehéz megvalositani a
homogén aramlasi kepet (egyenletes
betaplalas és elvetel, frakcioszedes).

A térer6sseghez nagy feszultseg kell,
(100-150 V/cm); ahhoz, hogy ne me-
legedjen, kis aramerésseg (mA)

Sample Introduction




FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Az elektrodak lehetnek inert

fembdl, vagy nagy felulet ese-

tén membrannal elvalasztott —

aramlo pufferben.

cooler

Az elvételt a kamra masik .

végeén bevitt puffer ,ellenara- megum

maval” teszik pontosabba.
I ﬂmle:rnl;r.t L
T+++++
stabllization medium
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

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

electrode PN F || [V ——
el
electrolyte o

carrier
electrolyt

sample —s |

electrode  glectrode membrane
electrolyte




FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Technologiai paraméterek:

A puffer/minta tartozkodasi ideje: 2-5 perc. Ez elegendd
az elvalasztashoz, de nem hagy id6t a diffuzios
szeétterjedésre.

A minta koncentracioja: nagyobb koncentracio eseten
lassul az elvalas, ez hosszabb tartézkodasi idovel,
vagy nagyobb térer0sseggel ellensulyozhato.

Térerésseq: 100-150 V/cm, novelése egy tartomanyban

javitia a szeéetvalasztast, de efolott savkiszélesedest
okoz.
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Sample
Buffer

AAAAAAAA!

Hydrodynamic
Flow + -




A SAVKISZELESEDES OKAI

Aramlasok/melegedés: az athaladd aram héhatasa mele-
giti a folyadékot = hateni kell = strliségkulonbségek ala-
kulnak ki = aramlasok (naturalkonvekcio)
Leirasa: Grashof szam: .

Gr— gPALd

2
v

ahol: g - nehézségi gyorsulas
B — a hordozo folyadek hotagulasi egyutthatoja
At — a folyadek és a fal hdmerseklet kulonbsege
d,, — a kamra hidraulikus atmeroje
v — a folyadék kinetikai viszkozitasa
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A SAVKISZELESEDES OKAI

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

— a kamra hidraulikai atmérdjének csokkentésével
— a viszkozitas novelésevel (pl. glicerinnel)
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A SAVKISZELESEDES OKAI

Elektromos aram okozta melegedes. Fal hitese, de ez
noveli a Gr-t. Aramerdsség csokkentése (10 mV) -> kis
lonerdsseqgu puffer

Diffuzié: fugg a homerseklettol, a kozeg viszkozitasatol, a
tartozkodasi id6tol - homerséklet csokkentése, viszko-
zitas novelése (de elektroforetikus mozgekonysag)

Elektroozmozis: a cella falara toltésuk reven adszorbealo-
do ionok a térer0sseg hatasara ,elcsusznak” a feluleten
és ezaltal aramlast hoznak létre = a fal bevonasa, pl.
teflonnal (de az szigetel)

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

A hordozo puffer és a minta kozotti strliseég/viszkozitas
kulonbségek = azonos puffer
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FFE-elvalasztas problemal

Zavaro hatas Okozott hiba Tennivalok

Szabad aramlas Savkiszélesedes

— a Gr szam csakkentése
— a hordozo puffer elektromos vezetésének
csokkentése
Diffiziéo

Savkiszélesedés — homeérséklet csokkentése

— a hordozé folyadék viszkozitisanak novelése
Elektroozmézis Savkiszélesedés — a késziilék falinak bevondsa
Adszormpcio Fehéneveszteség — a késziilék falinak bevonisa
— detergensek alkalmazasa
Kicsapodas Fehéneveszteség — a pufferrendszer megvaltoztatasa
Savkiszélesedés — detergensek alkalmazasa
— stabilizator
A hordozé puffer Aramlis mstabilitisa — a hordozé pufferbe N,. He bekeverése
gazosodasa — a hordozépuffer vakuumkezelése
Striségkiilonbség Aramlis nstabilitisa — mas puffer valasztisa
Savkiszélesedés — semleges anE:{gc-L: adagolasa
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Milyen pH-n érdemes elvalasztani?

# pll
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Elonyei:
—  Folyamatos muvelet

Hatranyai:
—  Bonyolult és kényes készulek
—  Korlatozott kapacitas (40 — 200 mg/dra/cella)
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GEL ELEKTROFOREZIS

A kozeg, amiben a molekulak mozognak, hid-
rogel, leggyakrabban poliakrilamid, néha aga-
roz. A kulonbozo toltést molekulak ket iranyba
mennének:

, 8 E—
& &

Van ilyen elfo is, de legtobbszor az egyiranyu
futtatas a cel »
Ezt elérhetjuk: - pH allitassal

- minta elokezeléssel (SDS)

- nem toroédunk az ellentetes tol-

testekkel

°©
.
®
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AZ ELVALASZTAS ELVE

Polyacrylamide gel electrophoresis

Méret és toltés
szerint.
A nagyobb toltesd,

Large,
high positive charge

. Large,

low positive charge

illetve a kisebb £ L s
méretd molekulak iy o postive hares
, oo Small,
gyorsabban Van_ %g A |, positive charge
dorolnak a gelben. gt
S8
Polyacrylamide
polymer fibers
Side view Front view
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A MINTA ELOKESZITESE

— Beallitiuk a minta slrlseget (cukoroldattal vagy
glicerinnel)

— Markert adunk hozza (olyan festék, ami a futtatas-
nal ,el0l” halad, es ezzel vizualisan kovethet6 a fo-
lyamat = a legtobbszor brom-timolkek)

— Denaturalas (,bef6zés™). kezelés redukalo szerek-
kel és detergenssel (legtobbszor merkapto-etanol-
lal és SDS-sel)

S ety i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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KEZELES SDS-SEL

0 %

Mercaptoethanol
denatures protein

W =03 hinds protein
i stoichiometrically

DOBANS  AABANOND

=mall molecule moves Large molecule moves mare
mare guickly through gel shoeely theough gel

:: = s i1 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék
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GEL ELEKTROFOREZIS

Technikal paraméterek:
A feszultség: 50 — 500 Volt
Az elvalasztas mértekét Volt*ora-ban adjak meg.
- tapegyseg
- feszultseg szabalyozo/
programozo egyseg

Az elektrodok elektrolit-
kadakon keresztul vi-
szik at a feszultseget a
gelre.

Gyakran hateni kell.
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A POLI-AKRILAMID GEL

CH;=CH CH; =CH
2= . chat

=0 5= persulfate
A linearis poliakrilamid lancokat ™ i TEMED
bis-akrilamiddal térhaldsitjak. ~ Aevamee o
- koncentraciojaval jellemezhets Lo
a gél ,siriisége” (3 —30 %). CHy = CH
BIS
A polimerizaciohoz szukséges: CHy— CH—GH —CH—CH, —CH—
TEMED - tetrametil-etilén-diamin (=0 €=0  C=0
katalizator NH, — BH NH,
Ammonium-perszulfat — iniciator " i "

Oxigenmentes kozeg L N
I I

CH,— CH— GHy— CH— CHy — CH—
H

Polyacrylamide
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A GEL ALAKJA

sampleloaded onto gl A gel merete 4x4 cm-t0l 20x20 cm-
sethede weme g barmekkora lehet.
Vastagsaga 1 - 5 mm.

A gél tetejen mintatartd ,zsebeket”
alakitanak ki, ebbe pipettazzak a
outfr mintakat.
Mennyiseége: ~ 5 ug/csik
Surldsege szerint a gél lehet:

— homogeén

— discontinuous

— gradiens

22
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DISC GELEK

A téenyleges futtatdo gél folott egy tomoritd gel szakasz
van. Célja a viszonylag nagy mintaterfogatban levo
fehérjek osszetomoritése egy csikba, hogy azutan jol
elvalo, jol észlelheto csikokat kaphassunk.

Toémoritd gél-.

Elvalaszté gél- |
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DISC GELEK

A tomoritd gel szakasz oOsszetetele olyan, hogy ott
gyorsabban vandorolnak a fehérjek: vezetOkepessege es
surusege kisebb.

Trs-Cl, pH 6.8
5% acrylamide

Tris-Cl, pH 8.8
10 - 15% acrylamide

Tris - Glycine

24
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DISC GELEK

Amikor a molekulak kiernek a tomoritd gel szakaszbol
akkor hirtelen lefékezddnek, 0sszevarjak egymast.

Mintaoldat Témoritd gél .

o oo~

vezetképesség | Vvezetokepesseg . - ._'
O

Elvalaszté gél

Nagy
vezetokeépesseg

[:EH BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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GRADIENS GELEK

A gel slrlisege a futtatasi szakasz mentén folyamatosan
valtozik, novekszik. Célja: egy gélen szélesebb malsuly-
tartomany atfogasa.

Futas homogen gélen: gradiens gélen:

TUILF UTMAK

P10 BSA LOH ot # €100
100 - / ), : 100 -

B0 4 80 -

Far | LDOH
60 &0 - 4

40 A0

L L] L] a1 L} T T T T 1
400 8OO 1200 1600 2000 400 BOO 1200 1600 2000
Volt:- howrs Molt- hours:
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A KESZ GELEK KIERTEKELESE

A fehérjecsikok szabad szemmel nem lathatok, ezért fes-
tesi eljarasokkal ,hivjak elG6”. Fixalas - festes - halvanyitas.
Fixalas: savas reagensekkel (perklorsav, szulfoszalicilsav)

Festés:

Coomassie Blue R250 — a legaltalanosabban hasznalt
festek. Tobbféle receptura. Kék szint ad, elég érzékeny.

Eziist festées — ezust-nitrat oldatbol a fehérjékre barna
fémezust 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

27
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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 gelen futtatnak ismert moltomegu feherje-
ket (kalibracios ,létra”)

1 2
ofL_f L_f]
Myosin 200,000 || -
Unknown
p-Galactosidase 116,250 || s . protein
Glycogen phosphorvlase b 97 400 ||  e— E
Bovine serum albumin - 66,200 ||  e— B0
=] w
_—l e e —m — - =
Ovalbumin 45,000 || ee— &
— | ]
Carbonic anhydrase 31,000 || — | g
Soybean trypsin inhibitor 21,500 || s— | K
Lysozyme 14,400 | — [ =
| =]
. . . :}
® Relative migration
M, Unknown
standrds _proten T
(a-) (b) Distance of migration (cm)
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Szérum fehérje elektroforézis
On agarose gel |( Hydragel )

VERFEHERJEK
ELVALASZTASA

(1] (o] i N ) ﬁ
@ o o |
E 3 8 2 3 §
4] 0] Q Q Q 0
u1] —~
. > B B
Frakcidk % Normal %
Albumin 62.1 59,4 -
Alpha 1 2.9 1,2
Alpha 2 11.0 7,0 -
Beta 1 9.4 4,9
Beta 2 2.8 116
Gamma 11.8 6,9
A/G = 1.64

BME Alkalm: Normalis elektroforetikus mintdzat.



KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS

Az elektroforézis egy kapillarisban elhelyezked6 puffer
oldatban tortenik.

MUszaki adatok:
Feszultseg: 10 - 30 kKV
Teérerosseg: 100-500 V/em
Atméré (belsd): 25-75 pm
Hossz: 50-100 cm
Anyaga: kvarcuveg
Mintaterfogat: 1-50 nl
Tartozkodasi id6: 1-3 perc
Detektalas: UV

Detektor

E tis '

Elektrada Tapegyséd
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MUKODESI ELVE

Az elektroozmozison alapul: a kvarccsO belsd felulete
negativ toltesl, erre kationokbol egy ellenion-réteg rako-
dik le (Id. korabban a feluleti
potencialoknal).

A feluleti potencial pH-fuggo:

4 - Pirex iiveq

3 - Kvare
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ELEKTROOZMOZIS

A kation-reteget a potencialkulonbség a katéd iranyaba
huzza. A mozgo ionok a vizet is magukkal ragadjak, ez-
zel az egész folyadék mozgasba jon. Az aramlasi profil
leginkabb a dugoszeru aramlasra hasonlit, alig van se-
besség-kulonbség = emiatt nincs savkiszélesedés.

/’/ i;\\ 600000 09CCE00860000228E
4 I N\

/ & \ — —

a2 2] 2 —
|9 o) | = =
\ Qe . o/ =\ =\

N @ B0

L""-,.x‘\ =~ - @9%@9@5355@99935595555
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ELEKTROOZMOZIS

A leirasnal ketféle sebesseget kell megkulonboztetni:

A folyadék aramlasi sebessége: Veor = (eC/m)E
ahol: ¢ - dielektromos allando
¢ - zéta potencial
n - viszkozitas
E — térerOsseg

A molekula allandésult mozgasi sebesseége a folyadék-
ban (Id. korabban):

v =g-E/3dmn = u'E

33
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KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS

A molekula sebessege a az aramlo folyadekehez elgjel

szerint hozzaadodik: Vereds — VEOF £ Vimolekula

— a pozitiv toltéslek elore szaladnak, a negativok pedig
lemaradnak

— szetvalnak (hasonlit a kromatografiahoz)
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SEBESSEG-KULONBSEGEK

mAU Solute  Migration p_(cm?)Vs) p_ (cm?Vs)
(93.1 s) ; - :
time(s)
Cation 38.4 305 x10° 7.40 x 10
Neutral 50.7 2.310107 0
Anion 93.1 1.26x 107 -1.05x 10
(38.4 s)

s e IBD)I585) e
(50.7 s) O L T G

(50) (58.5) ;
Neutral: = =231 %103
__ut__dJ L Heor (25,000) (50.7)

g5 0T 15 20
Time [min] W=l -l = (3,00 x 107) - (2.31 x 10°%) = 7.40 < 10°*

(note: u_will be negative for the anion)

x 1073
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BEFOLYASOLO TENYEZOK

Térer0sseq: noveli a sebesseget az elvalasztas romlasa
nelkul. Hatrany: fokozza a melegedeést

pH: magasabb pH-n jobban mUkodik
lonerdsség: novelése rontja az  pggp (> 10%em? /Vs)
8

elvalasztast, mert: N

» csokkenti a zeta potencialt L <

» noveli az aramerodsseget, 6 -

és ezzel a melegedest 5

» torzitja a csucs alakjat i
Detergensek: a kationosok le- 3 Sl v
fedik a feluletet és ezzel aka- 2o 0 20 A 6
dalyozzak az aramlast Infionic strength (mM)]

Homeérséklet, Viszkozitas

ety BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS

Nagyon hatekony technika, j0 szétvalasztas toltes alap-
jan igen rovid ido alatt.

De:
— Nem folytonosithato.
— Nem leptéknovelhetd, meg preparativ szintre sem,
csak analitikai modszer.

(az ioncsere szintén toltes alapjan valaszt szeét, lassabb,
rosszabb a felbontasa, de Iépteknovelhetd)
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