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ELEKTROFOREZIS
Az elektroforetikus mozgékonysag:
ahol: g - a molekula toltése =4
d — molekula atméréje 3dmn
n — viszkozitas/gélsiriiség
Az allandosult sebesség: v=pE

E — térer6sség
A kozeg szerint, amiben a mozgas végbemegy, megku-
16nboztethetd:

1. Free flow (szabadon aramld) elektroforézis
2. Gél-elektroforézis
3. Kapillaris elektroforézis
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Az elektrodak lehetnek inert Ffitond
fémbdl, vagy nagy fellllet ese- 2
tén membrannal elvalasztott — T
aramlé pufferben. "f
‘ooler |
Az elvételt a kamra masik ORI | .
végeén bevitt puffer ,ellenara- i d
maval” teszik pontosabba.
‘i sampleiniet [']
AT
S
stablization medium
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ELEKTROFOREZIS

Olyan elvalasztasi technikak, amelyben a molekulak
elektromos er6tér hatasara kilonb6zéképpen mozdulnak el,
és ezaltal szétvalaszthatok.

3 O -
~9 @
A mozgast két er6 ereddje okozza:
- Elektrosztatikus er6 (fligg a térerésségtél és a toltés-
szamtdl)
- Kdzegellenallas (fligg a molekula méretétdl, alakjatol,
a kozeg slrliségétdl, viszkozitasatol)
Révid gyorsulas utan a sebesség allandoéva valik (llepedés)
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

A folyadék egy lapos (~mm vastag) Sample Introduction
celldban laminarisan aramlik. Az
aramlasra merdélegesen elektromos
potencialt kapcsolunk ra, ami eltériti
a toltéssel rendelkezé molekulakat.

Technikailag nehéz megvaldsitani a
homogén aramlasi képet (egyenletes
betaplalas és elvétel, frakcioszedés).

A térer6sséghez nagy fesziiltség kell,
(100-150 V/cm); ahhoz, hogy ne me-
legedjen, kis aramer&sség (mA) ﬂ

Fraction Collection

logia és i domény Tanszék

FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

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

slectrode e 20 mm ——,
1“““«

sample —pq |

electrode  glactrode  membrane
electrolyte
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Technoldgiai paraméterek:

A puffer/minta tartézkodasi ideje: 2-5 perc. Ez elegendd
az elvalasztdshoz, de nem hagy idét a diffuzids
szétterjedésre.

A minta koncentracidja: nagyobb koncentracié esetén
lassul az elvalas, ez hosszabb tartézkodasi idével,
vagy nagyobb térerésséggel ellensulyozhaté.

Térerésség: 100-150 V/icm, névelése egy tartomanyban
javita a szétvalasztast, de efolott savkiszélesedést
okoz.
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A SAVKISZELESEDES OKAI

Aramlasok/melegedés: az athaladé aram héhatasa mele-
giti a folyadékot — hiiteni kell - siirliségkiilénbségek ala-
kulnak ki = aramlasok (naturalkonvekcio)
Leirasa: Grashof szam: R
gpAd;
Gr=="—"
14
ahol: g — nehézségi gyorsulas
B — a hordozé folyadék hétagulasi egyitthatoja
At — a folyadék és a fal hémérséklet kiilbnbsége
d, — a kamra hidraulikus atméréje
v — a folyadék kinetikai viszkozitasa
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A SAVKISZELESEDES OKAI

Elektromos aram okozta melegedés. Fal hiitése, de ez
noveli a Gr-t. Aramerésség csokkentése (10 mV) -> kis
ionerésségl puffer

Diffuzio: fuigg a hémérséklettdl, a kozeg viszkozitasatdl, a
tartozkodasi id6tél - hémérséklet csokkentése, viszko-
zitas novelése (de elektroforetikus mozgékonysag)

Elektroozmdzis: a cella falara toltésik révén adszorbealos-
do ionok a térerésség hatasara ,elcsusznak” a fellleten
és ezaltal aramlast hoznak létre - a fal bevonasa, pl.
teflonnal (de az szigetel)

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

A hordoz6 puffer és a minta kozétti stiriiség/viszkozitas
kilénbségek - azonos puffer
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Sample
Buffar

A laminaris daramlas para- HEEERIEVE
bolikus aramlasi képe mi- Hydrodynamic [ ]
att a savok eltorzulnak: Flow |+
A fal mellett all a folyadék, |~
a réteg kdzepén gyorsan “--.":_\ -
aramlik. S~

+ -

I~

hd il
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A SAVKISZELESEDES OKAI

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

— a kamra hidraulikai atmér&jének csokkentésével
— a viszkozitas ndvelésével (pl. glicerinnel)

FFE-elvalasztas problémai

Zavard hatas Okozott hiba Tennivalok
Szabad aramlis Savkiszelesedes —a Gt szam csokkentese
— ahordozo puffer elektromos vezetésének
Diffiizio Savkiszelesedés — homeérseklet csokkentése
— ahordozs folyadék asinak nsvelése
Elek 5 avkiszélesedé: —akészulek falanak bevomdsa
Adszomcid Fehérjeveszteség —akeszulék falanak bevondsa
Kicsapoda =] cg — a pufferrendszer megvaltoztatasa
savkiszelesedés — detergensek alkalmazisa
A hordozo puffer Aramls mstabilitasa —a hordozo pufferbe No. He bekeverése
” b - ) . ;
Striiségkiilonbség Aramlas instabilitasa — mas puffer valasztisa
Savkiszelesedés — semleges anyagok adagolasa

almazott hnolagia s B domény Tanszék



Pécs Miklos: Fermentacios feldolgozasi miiveletek

lipo

FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Milyen pH-n érdemes elvalasztani?
Ott, ahol a legnagyobb a kiilénbség a tdltésben.
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GEL ELEKTROFOREZIS

A kozeg, amiben a molekulak mozognak, hid-
rogél, leggyakrabban poliakrilamid, néha aga-
réz. A kiilonbdzé toltésii molekulak két iranyba

mennének:
+ 8 &

o e
Van ilyen elfo is, de legtébbszoér az egyiranyu
futtatas a cél »
Ezt elérhetjuk: - pH allitassal

- minta el6kezeléssel (SDS)

- nem térédiink az ellentétes tol-
tésiiekkel

+

® ~llo
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A MINTA ELOKESZITESE

— Bedllitiuk a minta sirlségét (cukoroldattal vagy
glicerinnel)

— Markert adunk hozza (olyan festék, ami a futtatas-
nal ,el6l” halad, és ezzel vizualisan kdvethetd a fo-
lyamat = a legtdbbszér bréom-timolkék)

— Denaturalas (,befézés”): kezelés redukalé szerek-
kel és detergenssel (legtdbbszér merkapto-etanol-
lal és SDS-sel)
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FREE FLOW ELEKTROFOREZIS

Elényei:
—  Folyamatos mivelet

Hatranyai:
—  Bonyolult és kényes készilék
—  Korlatozott kapacitas (40 — 200 mg/éra/cella)
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AZ ELVALASZTAS ELVE
Polyacrylamide gel electrophoresis
Méret és toltés [} o
szerint. o %o ® o

A nagyobb toltési,
illetve a kisebb
méretl  molekulak
gyorsabban van-

B, g/m A e

small,
low positive charge.

dorolnak a gélben. N
A g
Polyacrylamide
- polymer fibers
Side view Front view

KEZELES SDS-SEL
A diszulfid hidak az -SH
>'U vegylletektdl felbomlanak.
l Wercaptoetharal A fehérijégre SDS molekulak
denatures protein ta padnak

- a pozitiv toltéseket learnyé-
koljak, az apolaris részekre ne-
gativ toltéseket ragasztanak

"S’D:‘"i 505 s pten - minden fehérje negativ tol-
tésl lesz

2APAABANS = ’m|nd§gy|[< egy iranyba (az

e anod felé) vandorol
- a vandorlasi sebességet
csak a méret szabja meg!

Small malecue maves Large molecule moves more
more suickly through gel slowly trrough gel

# 19
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GEL ELEKTROFOREZIS

Technikai paraméterek:
A feszliiltség: 50 — 500 Volt
Az elvalasztas mértékét Volt*éra-ban adjak meg.
- tApegység
- fesziiltség szabalyozo/
programozo egység

Az elektrodok elektrolit-
kadakon keresztil vi-
szik at a feszlltséget a
gélre.

Gyakran hteni kell.
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A GEL ALAKJA

sampi oded oo gt A gél mérete 4x4 cm-t6l 20x20 cm-
ig barmekkora lehet.
Vastagsaga 1 - 5 mm.
A gél tetején mintatarté ,zsebeket”
alakitanak ki, ebbe pipettazzak a
mintakat.
Mennyisége: ~ 5 pg/csik
Sirisége szerint a gél lehet:

— homogén

— discontinuous

— gradiens
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DISC GELEK

A tomoritdé gél szakasz Osszetétele olyan, hogy ott
gyorsabban vandorolnak a fehérjék: vezetéképessége és
siriisége kisebb.

Tris-Cl, pH6.8
5% acrylamide I I I I I I

Tris-Cl, pH 8.8 Tris - Glycine

10 - 15% acrylamide
E
N
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A POLI-AKRILAMID GEL

OHp=CH Oy =G

=0 =0 Persutate
A lineéris poliakrilamid lancokat " T
bis-akrilamiddal térhalositjak, A o
Az akrilamid koncentracidjaval o
jellemezheté a gél ,siriisége” oty =tn
(330 %). s
Oy Gl Cit — G — G — G
A polimerizaciéhoz szlikséges: =0 =0 (=0
TEMED - tetrametil-etilén-diamin NHy M Nz
katalizator .
Amménium-perszulfat — iniciator [ AP
Oxigénmentes kozeg DHr'cHHr'ﬁHHr‘w
Polyacrylamide
BME Alkalmazott Biotechnologia és i d y Tanszék !

DISC GELEK

A tényleges futtaté gél folott egy tomorité gél szakasz
van. Célia a viszonylag nagy mintatérfogatban Iévd
fehérjék Osszetomoritése egy csikba, hogy azutan jol
elvalo, jol észlelhetd csikokat kaphassunk.

Tomorité gél I:' [1]1:
= iy =—
Elvalaszté gél I. -
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DISC GELEK

Amikor a molekulak kiérnek a témorité gél szakaszbdl,
akkor hirtelen lefékez6dnek, 6sszevarjak egymast.

Mintaoldat Toémaritd gel . Elvalasztd gél
O o o

Nagy Kis Ma
vezstinepesség Vﬂlmmm! @ O R Sl
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GRADIENS GELEK

A gél siirisége a futtatasi szakasz mentén folyamatosan
véltozik, névekszik. Célja: egy gélen szélesebb mdlsuly-
tartomany atfogasa.

Futas homogén gélen: gradiens gélen:

TULFUTMaK
P

o
o

a0

&
2 of eg

e
[ ol s
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A KESZ GELEK KIERTEKELESE

Az SDS-PAGE méret szerint valasztja el a molekulakat.
A modlsuly meghatarozasahoz a futtatast kalibralni kell.
Ezért minden gélen futtatnak ismert moltdomegl fehérjé-
ket (kalibracios ,létra”)

fo}

log M,

Relative migration

(b)
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KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS

Az elektroforézis egy kapillarisban elhelyezked6 puffer
oldatban torténik.

Miszaki adatok:
Fesziiltség: 10 - 30 kV
Térer6ésség: 100-500 V/cm
Atmérs (belsd): 25-75 um
Hossz: 50-100 cm
Anyaga: kvarcliveg
Mintatérfogat: 1-50 nl
Tartézkodasi id6: 1-3 perc
Detektalas: UV

Tapegyséd
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A KESZ GELEK KIERTEKELESE

A fehérjecsikok szabad szemmel nem lathatok, ezért fes-
tési eljarasokkal ,hivjak eld”. Fixalas - festés - halvanyitas.
Fixalas: savas reagensekkel (perklérsav, szulfoszalicilsav)
Festés:

Coomassie Blue R250 — a legaltalanosabban hasznalt
festék. Tobbféle receptura. Kék szint ad, elég érzékeny.
Eziist festés — ezist-nitrat oldatbdl a fehérjékre barna
fémezist kolloid csapodik le. Nagyon érzékeny (+2
nagysagrend), de nagyon tisztan kell dolgozni.

Amido Black, Fast Green — ritkdbban hasznalatosak.
Blotting — atvitel membranra (celluléz-acetat, nylon), kimu-
tatds immun-analitikai reakciéval
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Szérum fehérje elektroforézis
¢n agarose gel | Hydragel |

VERFEHERJEK
ELVALASZTASA ,
Parad

HIRHE BME Alkalind Normalis elekiroforetikus mintizat.

MUKODESI ELVE

Az elektroozmézison alapul: a kvarccsé belsé felilete
negativ toltésd, erre kationokbdl egy ellenion-réteg raké-
dik le (Id. korabban a felileti
potencialoknal).

A fellleti potencial pH-fligg6:

Regpx 10°4emZVs)
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ELEKTROOZMOZIS

A kation-réteget a potencialkilénbség a katéd iranyaba
hizza. A mozgé ionok a vizet is magukkal ragadjak, ez-
zel az egész folyadék mozgasba jon. Az aramlasi profil
leginkabb a dugdszeri aramlasra hasonlit, alig van se-
besség-kilénbség - emiatt nincs savkiszélesedés.
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KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS

A molekula sebessége a az aramlé folyadékéhez el&jel
szerint hozzaadodik: Vereds = VEOF £ Vimolekula

- a pozitiv toltésiiek elére szaladnak, a negativok pedig
lemaradnak

- szétvalnak (hasonlita kromatograflahoz)

999@ %&’; ’—‘

@
@3 og
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BEFOLYASOLO TENYEZOK

Térerésség: noveli a sebességet az elvalasztas romlasa
nélkil. Hatrany: fokozza a melegedést
pH: magasabb pH-n jobban miikddik
lonerésség: névelése rontja az umFMD 4em? [Vs)

elvalasztast, mert:

» csokkenti a zéta potencialt !

» noveli az aramerdsséget, 6

és ezzel a melegedést 5

4

3

o
o

» torzitja a csucs alakjat
Detergensek: a kationosok le-
fedik a felliletet és ezzel aka- A 0 3 4
dalyozzék az aramlast Dbt Tl
Hémérséklet, Viszkozitas
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ELEKTROOZMOZIS

A leirasndl kétféle sebességet kell megkulénbdztetni:

A folyadék aramlasi sebessége: Veor = (eC/m)E
ahol: ¢ - dielektromos allando
¢ - zéta potencial
1 - viszkozitas
E — térer6sség

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

v = q+E/3dnn = wE

33
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SEBESSEG-KULONBSEGEK

mAU igrati
(9315, Solute  Migration  y {en?As)  p, (cm/Vs)
time(s)
Cation 384 3.05 x10° 140%10*
Neutral 507 231x10° 0
Anion 931 1.26x10° -1.05x10%
(38.45)
u IL (50) (58.5)
Cation: = =———"_ =305x10%
(50.7 5) BT v (25,000 (38.)
Neutral: p, = M=131 x 10°%
UL (25,000} (50.7)
0.5 1.0 158821
Time [min] I, = I, - Hege = 1305 % 109) - (231 % 10°) = 740 < 10°

(note: 1 will be negative for the anion)
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KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS

Nagyon hatékony technika, j6 szétvalasztas téltés alap-
jan igen révid id6 alatt.

De:
— Nem folytonosithato.
— Nem [éptékndvelhetd, még preparativ szintre sem,
csak analitikai médszer.

(az ioncsere szintén toltés alapjan valaszt szét, lassabb,
rosszabb a felbontasa, de léptékndvelhetd)
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