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Elektroforézis

Elektroforézis: Egy oldatban [évé kulonb6z6 molekulatomegl és toltési
reszecskek elektrodak (andd: +, katod: —) koOzotti elektromos erétér
hatasara ellentétes t6ltésik szerint vandorolnak.

> geélelektroforézis (1950)
> kapillaris elektroforézis (1985)
» chip elektroforézis (1995)

Felhasznalt, ajanlott irodalom:

» H. Engelhardt, W.Beck: Capillary electrophoresis, Vieweg, Braunschweig, 1996
» E. Westermeier: Electrophoresis in practice, Wiley, 2005

» D.N. Heiger: High Performance Capillary Electrophoresis, HP, Waldbronn, 1992
» Gaspar A.: Kapillaris zonaelektroforézis, Egyetemi Kiadd, Debrecen, 2000

» Mduszeres analitikai gyakorlatok silabuszai (gélelektroforézis, CE, MEKC)



Elektroforézis

» 1897 Kohlrausch: Torvények az ionok vezetékéepességerdl
»> 1937 Tiselius: Fehérjék elvalasztasa elektroforézissel
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Arne Tiselius: The Nobel Prize in Chemistry 1948



> 1955 Smithies: Gélelektroforézis
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Oliver Smithies: The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2007

» 1967 Hjertén: Zonaelektroforéezis oldatokban (ZE)

» 1981Jorgenson: Kapillaris elektroforézis (CE, CZE)
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Gélelektroforézis

» Makromolekulak (fehérje, DNS, RNS) molekulattmeg szerinti elvalasztasa.

> Az elektroforetikus elvalasztas kiulonboz6 géleken (pl. keményitd, poliakrilamid,
agaroz) torténhet .

» Az a (gélszerkezet, amelynek atlagos porusnagysaga kozel esik az
elvalasztando komponens méretehez, azokkal a komponensekkel szemben
,szurokent” viselkedik. Az atlagos porusnagysagot jelentésen meghaladoé ionok
nem vagy csak lassan, a kisebb ionok gyorsabban hatolnak at a gél pérusain.

SDS-PAGE (natrium dodecil szulfat-poliakrilamid gélelektroforézis):

A fehérjék denaturalédnak a fellletikre adszorbealdodd negativ toltési SDS
kovetkeztében. Az adszorbealddott SDS miatt a téltés/tdbmeg arany allandéva valik,
igy a fehérjék elvalasztasa a molekulatomeguk alapjan torténik.

Ismert molekulatdmegl fehérjek (fehérje létra) segitségével a moédszer alkalmas
kulonbozé fehérjek molekulattmegének meghatarozasara. Az elvalasztott
polipeptidlancok lathatova tehetdk kulonbozé festési eljarasokkal.

Nativ-PAGE:
Az elektroforézist nem denaturald (SDS-t6l mentes) kbzegben végzik.

Agaroz gélelektroforezis: A nagyobb méretl DNS, il. RNS molekulak
elvalasztasahoz a poliakrilamidnal nagyobb pérusméret(i agar6z gél hasznalatos.



SDS-PAGE
A gél szerkezete:
A poliakrilamid géleket akrilamid monomer és N,N’-metilén-bisz-
akrilamid térhalésitd polimerizaciojaval Aallitjak el6 katalizator es
iniciator jelenlétében.
iniciator: ammaonium-perszulfat
katalizator: tetrametil-etilen-diamin (TEMED)
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SDS-PAGE

» Akrilamid: 4-20 % (m/m)
> Keresztkotdé metilén-biszakrilamid a monomernek 1-3%-a

> Geél porusmérete az akrilamid monomer koncentraciojanak és a
ternaldsito (metilen-biszakrilamid) szazalékos aranyanak
valtoztatasaval befolyasolhato.

» A gél meéret szerinti molekulaszird hatasat a gél porusmeérete

szabja meg

» A monomer koncentraciojanak csokkentésével és a keresztkoto
komponensek csdkkentésével a gél Uregnagysaga (porozitasa)

novelheto.

» TEMED koncentracié hatarozza meg a poliakrilamid lancok

hosszat, igy a gél mechanikai stabilitasat.

Akrilamid koncenteacio (%)

Az elvalasztas linearis tartomanya (kDa)
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SDS-PAGE

» SDS (natrium-dodecil-szulfat) egy anionos detergens, amely kitekeri a
fehérjét (denaturalja, apolaros részével a fehérjék hidrofob magjat
fellazitja), €s mivel anionos negativ toltéssel latja el a fehérjét.

» SDS-nek kdoszonhetéen az Gsszes feherje toltése és alakja (palca) kozel
azonos lesz.

> A kotédott SDS mennyisége aranyos a polipeptidlanc hosszaval, vagyis a
fehérjék molekulaméretevel.

» A molekulaméret aranyos a molekulatomeggel, tehat SDS-PAGE igy
végso soron molekulatdmeg szerint szeparal.

» Avandorlas sebessége és a molekulameret logaritmusa forditott aranyban
vannak egymassal.

» A mintahoz bromfenolkéek vagy metiléenkék markert adnak, melyekkel
kovethetd az elvalasztas.

» Az elvalasztott fehérjéket festési eljarast (Coomassie kék) kovetden teszik
lathatova a gélben.

> Ismert molekulatomegl fehérjék (létra) segitségével a vizsgalt fehérje
molekulatbmege meghatarozhato.



SDS-PAGE
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SDS-PAGE lépései

Az  elektroforezis ket egymassal

_ Az Uveglap megfelelb
parhuzamos Uveglap kozott kialakitott

feltletének alkoholos

gél lemezben  tortéenik,  melyben tisztitasa
egyszerre egymas mellett t6bb minta
futtathato.

Osszeillesztett iveglapok késziilékbe helyezése.
Az lveglapok k6z6tt 1 mm rés van.



SDS-PAGE lépései

—

A mintatartd zsebek kialakitasa a ,fésu’
gel oldatba torténd helyezéeseével.

Az elkészitett géloldat tveglapok
kbze juttatasa, a polimerizaciohoz
10-30 perc sziukséges.

-

A gél megszilardulasa utan a fési
eltavolitasa, és a keszulek feltbltese
futtatod pufferrel.

A fehérje mintak elkészitése,
bromfenolkek tartalmua pufferrel
vald higitasa.



SDS-PAGE lépései

Keszulek fedelének, elektrodoknak a csatlakoztatasa, az Iktrofore2|s elinditasa.
Amikor a marker 1 cm hijan eléri a gél aljat, kapcsoljuk ki a tapegységet.



SDS-PAGE lépései

Az elemzés befejeztével
a futtatd puffer kiontése a
készuléekbdl. Az lveglapok kiemelése

A gél eltavolitasa az tveglapok koztil.



SDS-PAGE lepései

Gél szintelenitése, a felesleges festo-oldat eltavolitasa, értékelés.




SDS-PAGE

Ismert molekulatomegl fehérjék (letra) segitségével a vizsgalt
fehérje molekulatbtmege meghatarozhato.

Molekulatomeg ,,létra” (kDa)
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Agar0z gelelektroforézis

» Az agaroz geél pérusmerete joval nagyobb, mint a poliakrilamid-gélé,
ezert agarozgellel nukleinsavak (RNS, DNS) es nagyméreti fehérjek
valaszthatok el.

» Az agaroz gel agarozbol és pufferbdl tevddik dssze.

» Az agardz (agar-agar) tengeri vords algabol kivont poliszacharid,
galaktdz linearis polimerje.

» Forrasban [év6 vizben oldhat6 fel, a szilard gél szerkezet 32-40°C
alad hilve alakul ki oly modon, hogy a linearis szalak dupla helikalis
szerkezetbe rendez6dnek, melyeket hidrogén kotesek stabilizalnak

» Az agaroz koncentracioja hatarozza meg a porusmeretet.

> A mobiliths forditottan aranyos a molekulasuly 10-es alapu
logaritmusaval.

Agarose molecule : approx. 120,000 dallon MW
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Agaroz gélelektroforézis

» A mintakat minta pufferrel keverik 0ssze, mely kétfele festéket,
bromfenol-kéket és xilen-cianolt, valamint nagy striségl glicerint
tartalmaz. A bromfenolkéek a futasi frontot, a xilén-cianol a futas
legvégeét mutatja. A glicerin a mintat a zsebek aljan tartja.

» A DNS fragmensek specialis fluoreszcens jelol6 molekulaval, etidium-
bromiddal teheték lathatova, mely a kettbs szald DNS kozé
interkalalodik, és UV fénnyel gerjesztve lathato fenyt emittal. Etidium-
bromid er6ésen mutagéen, ezért mar mas DNS festéket (Gelstar)
hasznalnak helyette, amelyet gelonteskor adnak az elegyhez.

> A lathatova tett DNS/RNS fragmentumok méretét molekulasuly
markerhez (letra) torténd viszonyitassal hatarozhatjuk meg.

» Agardz gélb6l a DNS fragmensek akar ki is nyerheték és tovabbi
bioldégiai munkahoz felhasznalhatok.

Agaro6z gélelktroforézissel elvalasztott, fluoreszkalo
festékkel festett DNS mintazatok



Agaroz gélelektroforézis lépesei




Agaroz gélelektroforézis lépesei




Agaroz gélelektroforézis lépesei




Kapillaris elektroforézis
» 1981 Jorgenson: Kapillaris elektroforézis (CE, CZE)

> 1988 Els6 kereskedelmi CE készulek
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» 1992 Manz, Harrison: Mikrocsip kapillaris elektroforéezis

21



Kapillaris elektroforézis

1. A modszer elve:
> Elektromos térben az oldott anyagok kulonb6zé sebesseggel vandorolnak.
A részecske elektroforetikus mozgekonysagat a toltese, mérete es a kbzeg
viszkozitasa hatarozza meg.
g

He 6rnr
l: elektroforetikus mozgékonysag
g: részecske toltése
n: kdzeg viszkozitasa
I részecske sugara

» A kromatografias technikak mellett a legfontosabb elvalasztastechnikai
modszer.

> Szervetlen és szerves komponensek, kis- €s nagymolekulak egyarant
vizsgalhatok.



Kapillaris elektroforézis
2. A készllék felépitese

Detector
(190-600 nm)
Capilary
(10-100pm i.d. and _ Hﬁ
20-100 em length) - S
Capillary
ANODE _ i CATHODE PC control Detectul
Platinum

Electrode

I o

Electrolyte

e container ——

(5-150mM)
Outlet Inlet
| I reservoir reservoir
High Veltage Source Power supply
(0-30 kV)

1. Puffer oldattal toltott kvarc kapillaris 4. Nagyfesziiltségii tapegység
2. Puffert tartalmazo edéenyek 5. Detektor

3. Platina elektrodok 6. Adatfeldolgoz6 egység



Kapillaris elektroforézis

Kapillaris:

» Kémiailag és elektromosan inertnek, UV-Vis fenyt ateresztdnek,
hajlékonynak, szilardnak kell lennie — KVARC

» Az elvalasztas 25-100 pm bels6é atmeér6jia, 30 cm-1 m hosszusagu,
puffer oldattal toltott kvarc kapillarisban tortenik.

> Kivulrdl poliimid réteggel boritott (ne térjon el, és a konny( kezelhetdség
miatt).

» Kapillaris kondicionalasa: az elvalasztas el6tt a kapillaris bels6

felliletének mosogatasa NaOH vagy HCI oldattal és pufferrel a
reprodukalhato kapillaris feltlet kialakitasahoz.

A kvarc kapillaris ket vege egy-egy platina elektrodba l6g, ezek igy
merllnek bele a megfeleld puffert tartalmazd két kis edéenykébe (inlet,
outlet vials), melyek egy nagyfeszultségli tapegységgel vannak
0sszekotve.

capillary opening
(25 um)

fused silica capillary
(330 um)

polyimide coating
(15 um)



Kapillaris elektroforézis

Injektalas:

1. a puffert tartalmazo6 edény cseréje a mintat tartalmazo edenyre

2. a mintabevitel nyomas (hidrodinamikus injektalas), vagy
feszlltseg (elektrokinetikus injektalas) alkalmazasaval torténik.
Kis mintamennyiség jut a kapillarisba: 1-10 nl.

3. Injektalas utan a mintat tartalmazo edény visszacserélése a
pufferes edényre.

capillary
tube

anode (+) detect;X\’ cathode (-)

source destination
reservoir reservoir

sample

power supply




Kapillaris elektroforézis

Elvalasztas:

» A mintainjektalas folyamata utan az inlet és outlet pufferes edéenybe
merulé Pt elektrédokra nagy feszlltseget (10-30 kV) kapcsolnak, ezzel
elindul az elektroforézis, azaz elektromos erdtérben a részecskék
tomeg/toltés szerinti vandorlasa.

Detektalas:

1. optikai: UV-VIS spektrofotometrias detektalas:

» deutérium lampa, diédasoros detektor

> a kvarc kapillaris falan torténik a detektalas, a révid optikai uthossz miatt
kicsi a kimutatasi hatar (Lambert-Beer torvény: A=¢-cl)

2. elektrokémiai: vezetbképessegi detektalas
3. kapcsolt technika, CE-MS, tomegspektromeéterrel valo kapcsolas



Kapillaris elektroforézis

Elektroozmotikus aramlas (EOF)

Miért van, hogy a negativ ionok is eljutnak a negativ polus felé?
Az elektroozmotikus aramlas miatt.
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Az EOF a folyadék kapillarisbeli tomegtranszportja, mely a kapillaris
belsé falan kialakult feliileti toltések (kettds réeteqg) kbvetkezmeénye.



Kapillaris elektroforézis, EOF

Electroosmotic Flow
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Kapillaris elektroforézis, elektroferogramok kiértekelese

Minéségi analizis:

Elektroferogramon lathato csucsok azonositasat jelenti.

» Migracios id6k alapjan, adott csucs migraciés idejenek
(mozgékonysaganak) OsszehasonlitAsa ismert standard vegytlet

eredmeényeivel, fontos, hogy az elvalasztas paraméterei tokéletesen
egyezzenek a két esetben.

> A kérdéses vegyuletbél adjunk a mintahoz, a csucsnak nagyobbnak
kell lennie vall kialakulas nélkdil.

> UV-VIS spektrofotometrias detektalas esetén spektrum felvétele
» CE-MS

Mennyiségi analizis:
> Az elektroferogram csucsanak magassaga és terilete aranyos a

=7



A kapillaris elektroforézis modszerel

Kapillaris Alkalmazott Felhasznéléas
elektroforézis hattérelektrolit
maodszerei
Kapillaris zona foszfat puffer, borat | toltéssel rendelkezé
elektroforézis (CZE) puffer, HEPES stb | szervetlen és szerves

komponensek
Micellaris Fellletaktiv Toltés nelkadli
elektrokinetikus kapillaris | detergens, pl. vegyltletek
kromatografia (MEKC) Natrium dodecil

szulfat (SDS)

Kapillaris SDS tartalmu nagy | Fehérjék, DNS, RNS

gélelektroforézis (CGE) | molekulatomegi
polimer matrixoldat

Kapillaris izoelektromos | pH gradiens aminsovak, peptidek,

fokuszalas (CIEF) fehérjeék izoelektromos
pontjuk szerint

Kapillaris izotachoforézis | vezetd és zaro ionok

(CITP) elektrolit

Kiralis kapillaris kirails szelektor kiralis molekulak

elektroforézis (CCE)

Kapillaris kromatografias kismolekulak

elektrokromatografia allofazissal toltott

(CEC) kapillarisban mintat

€s mozgofazist
EOF szdllitja
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Icellaris elektrokinetikus kaplillaris

romatograria,
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Kilaris kapillaris gélelektroforézis, CCE
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Kapillaris gélelektroforezis, CGE
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Kapillaris gelelektroforézis, CGE
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Koralmények: CGE, SDS-MW gél puffer, 1,,=33,5 cm, 1.4=8,5 cm, i.d.=50 pM, injektalas: +7,5 kV-50 sec, +15 kV, A=200 nm




Kapillaris gelelektroforézis, CGE

CGE
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Korulmények: CGE, SDS-MW gél puffer, |.,,=33,5 cm, I.4=8,5 cm, i.d.=50 uM, injektalas: +7,5 kV-50 sec, +15 kV, A=200 nm



Bioanalyzer, microchipek DNS és fehérjék meghatarozasahoz

Bibanalyzer 2100 késziilék Chipek a Bioanalyzer készulékhez
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A mikrocsatorna mintazata



Bioanalyzer, microchipek DNS és fehérjék meghatarozasahoz
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