|IZOELEKTROMOS FOKUSZALAS

Gélben, illetve folyadekban végrehajtott elektroforezis tech-
nika, amely a fehérjéket izoelektromos pontjuk alapjan va-
lasztja el. Azt hasznalja ki, hogy a feheérjéknek izoelektro-

mos pontjukon (pH) nincs toltese, az elektromos erotéerben
nem mozdulnak.

Ehhez pH gradienst kell letrehozni, egy specialis pufferrend-
szer = ,polybuffer” segitsegevel.
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POLYBUFFER

ElsG lepeskent nezzunk egy olyan gélt, amiben csak viz van:

Az elektrodokon a vizbon- P i }
tas miatt egy nagyon ve-
kony rétegben sav, illetve
lug keletkezik.
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POLYBUFFER

Ha ebbe a rendszerbe egy
Ikerionos anyagot, pl ami-
nosavat teszunk, akkor az a
semleges kozegben mu-
tatott toltesének megfelel6
iIranyba indul el.
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Amikor odaér az izoelektro-
mos pH-ju helyre, ott el-
veszti a toltesét es megall.
Az anyag pufferkapacitasa
miatt a pH profilban itt egy
Kis plato keletkezik.
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POLYBUFFER

Ha sok ilyen vegyuletet oldunk ~ PH{ |
egyszerre (pl. a 20 aminosav),
akkor mindegyik letrehoz egy
kis platot/hullamot a gorbén. A
cél olyan keverék, amely gya-
korlatilag linearis pH gradienst
hoz |Iétre egy tartomanyban.
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POLYBUFFER

Milyen legyen ez a keverek?

— Nagyon sok lepcsoje legyen

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

— Legyen vezetOkepessege

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

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

— Ne lépjen kolcsonhatasba semmivel
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POLYBUFFER

Leggyakrabban egy harom-komponensu rendszer statiszti-
kus kondenzaciojaval hozzak letre. Sokféle termek, és mind-
egyiken belul tobb ionizal-
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FOKUSZALAS

+ & A fehérje toltése
A kulonboz6 pH-n a fehérjéek
kulonbozo toltésltek, de mind-
egyiket az IEP felé mozgatja
az eroter.

Izoelektromos pont

Minél tavolabb van az |IEP-t0l,
annal nagyobb a toltese, an-
nal nagyobb er60 mozgatja.
Minden fehérje a sajat IEP-jan
fokuszalodik.

ANOD
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KIVITELEZES

A pH-gradiens kialakitasat es a feherjek fokuszalasat lehet
kulon is végezni, de lehet egy lepésben is. = A polybuffer
komponensei kisebbek, gyorsabban diffundalnak, hamarabb
,megtalaljak a helyuket”, mint a fehérjek.

Mindegy, hol visszuk be mintat, a fehéerjék is megtalaljak a
helyuket. Beoldhatjuk akar az egész polybuffer mennyiség-
be is, akkor is fokuszalodnak.

Ha készen van, akkor vagy gyorsan ki kell ertekelni (UV
denzitometria), vagy fixalni és el6hivni = a terero lekapcso-
lasaval ugyanis szétdiffundalnak a savok.
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SAVSZELESSEG

A savok szelessége a fehérje és a puffer tulajdonsagaitol
fugg:

ZONE WIDTH IN ISOELECTRIC FOCUSING

—D
0’ it
\/(du/de) (dpH/dx)
o — szoras

D — diffuzios allando

du/dpH — az elektroforetikus mozgékonysag valtozasa a pH
fuggvenyeben az IEP-ban (a feherje jellemzdje)

dpH/dx — a pH gradiens az adott helyen (a puffer jellemzdje)
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FELBONTAS

A felbonto képesség is mindkét anyag tulajdonsagaitol fugg:

RESOLVING POWER IN ISOELECTRIC FOCUSING
Apl = 3.07\/ DidpBlica)
—E(du/dpH)

E — térosseg

A Apl elérheti a 0,001 érteket is.
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JELLEMZO PARAMETEREK

Feszultseg: 1000 — 3000 Volt
Aramerésség: 100 — 200 mA
Kifejlesztes: 2000 — 12000 Voltora

|dOtartam: 1 -8 ora

Felbontas: 0,001 — 0,003 pH egyseg
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IEF ERTEKELESE

Elonyei:

» Egyszerl, egy gél, egy puffer, kezeletlen minta
» Jo felbontas
» Preparativ szintig leptéeknovelhet6

Hatranyok:

» Specialis (draga) puffer
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KROMATOFOKUSZALAS

Elvet tekintve hasonlé az el6z6hoz (fokuszalas |IEF sze-
rint) de nem gélben, hanem egy ioncserelo oszlopon tor-
tenik.

Ha egy adott pH-ra beallitott/egyensulyba hozott ioncse-
reldé oszlopra mas pH-ju puffert engedunk, akkor az foko-
zatosan ,megtitralja” az oszlopot, a pH valtozas nem lép-
csOsen tortenik, hanem egy atmeneti gorbe menten.
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KROMATOFOKUSZALAS

A cél itt is az, hogy terben linearis pH gradienst hozzunk let-
re. Ehhez ugyanolyan puffert hasznalunk, mint a gélben, de
elektromos eroéter helyett egy specialis ioncserélo gyantan.

Az ioncserelo is sokfele, kulonbozo er6ssegl ionizalhato cso-
portot tartalmaz (itt is van kulon anion és kationcserelo).

Ahogy a puffer halad az oszlopban, komponensei fokozato-

san titraljak meg a toltet csoportjait, az atmeneti pH-ju zona
kiszelesedik és kozel linearissa valik.
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KROMATOFOKUSZALAS

Ennek a linearis gradiensnek is fokuszalo hatasa van.

A pufferben halado feherjek csak az IEP-jukig mehetnek
elore, mert ennél toltesuk eldjelet valt, és megkotodnek,
bevarjak a kesobb jovOoket. A pH valtozasaval levalnak,
és az adott pH-ju (IEP) ponttal egyutt vandorolnak VEgig

a tolteten.
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KROMATOFOKUSZALAS

Tobb feherje eseten mindegyik a sajat IEP-jenek megfelelo

helyen vandorol vegig az oszlopon, a végen elkulonult sa-
vokban lepnek ki.
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KROMATOFOKUSZALAS

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

A felbontas annal jobb, minél laposabb a gradiens — kis
puffer koncentraciot célszerl alkalmazni. Az a jo, ha a tel-
jes elucio 10 — 15 oszlopterfogattal megy le.

Detektalas: mint barmely feherje kromatografianal (UV).
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KROMATOFOKUSZALAS

ElOonyel:
Jo felbontas, ~ 0,02 pH
Hatranyai:

|zoelektromos pH-n a feherjek konnyen kicsapodnak
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