Fehérjék elvalasztasara alkalmazhatdé mikrofludikai rendszerek
Bioanalyzer, LabChip rendszerek. A készulékek m(ikodési elve, felépitésiik, alkalmazasuk.

Kapillaris elektroforézis tomegspektrometrias detektalassal

A CE-MS kapcsoldsok megvaldsitasdanak modszerei (Agilent és a Sciex/Beckman cégek
kapcsoldelemei). Kiegészit6 folyadék (sheath liquid) szerepe, kivalasztasanak altalanos
elvei. Alkalmazasok,



Mikrocsip elektroforézis, Bioanalyzer 2100

Az Agilent Bioanalyzer 2100 keszulék



Mikrocsip elektroforézis, Bioanalyzer 2100

The sample moves The sample is Sample components Components are detected
through the micro injected into are electrophoretically by their fluorescence
channels from the the separation separated and translated into gel-like
sample well channel images (bands) and
electropherograms (peaks)




Fehérjék meghatarozasa Bioanalyzer 2100 készulékkel

1.

El6szor 12 uL gél-festék keveréket az A4
portba kell pipettazni, majd fecskendd
segitségével (3 bar 60 s-ig) az A4 portbdl a
csatornakat feltoltik.

12 uL gél-festék kevereéket pipettaznak a B4,
C4 és D3 portokba.

12 uL ,festéktelenitd” (gél SDS-festék nélkdl)
oldatot pipettaznak a D4 portba.

6 uL pufferrrel higitott mintaoldatokat a 10
mintatarto portba pipettazzak. A
mintaoldatok az also es fels6
fehérjemarkereket is tartalmazzak.

6 uL pufferrel higitott l|étrastandardot
pipettaznak a D2 portba.

A csipet ezutan a készulékbe helyezik,
el6szor a fehérjestandardot aramoltatjak a
D2 portbdl a B4 port felé feszultség
alkalmazasaval, majd miutan a felsd
fehérjemarker eléri az injektalasi
keresztez6dést a feszlltséget a C4 és D4
portokra kapcsoljak.



Fehérjék meghatarozasa Bioanalyzer 2100 készulékkel
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A fehérje elemzések mérési adatainak megjelenitése a Bioanalyzer 2100 készuléknél



Fehérjék meghatarozasa
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A LabChip 90 készulékkel kapott virtualis gél és a klasszikus SDS-PAGE
modszerrel kapott gél mintazatainak 6sszehasonlitasa



Fehérjék meghatarozasa LabChip 90 készulékkel
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Fehérjék meghatarozasa LabChip 90 készulékkel
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A festék mennyiségének csokkentése (destaining) a csipben a fehérjék elvalasztasakor



Pr{otein Chip - Staining and Detection with
Intercalating Fluorescent Dye
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CE-MS

* elektromos kapcsolas
* hidraulikus kapcsolas

CE Separation Capillary ~ Sheath Liquid Line Sheath Liquid Pump

CE

ESI-MS

"

ESI lon Source with CE-ESI-MS Sprayer
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CE-ESI-MS

CE separation capillary
l Sheath liquid

Mebulizing Gas
CE-ESI-MS Sprayer —

Hy -4 kV
l {positive mode)

Drying gas

A

\,
.
ESI-lon Source with CE-ESI-MS sprayer
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CE-MS interfész segédfolyadékaram segitseégével (sheath flow)

Nebulizer gas

\ Sheath liquid

Electrospray

Tri-axial sheath flow CE-MS
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CE-MS interfész segédfolyadékaram nélkul (sheathless)

(A)

ESI Neadéa Assembly

wire-in-capillary

CE column
{50 pm id. By 363 pm o.d.)

.

—a-T0 M5

(B)

fokozatosan elvékonyitott kvarckapillarist
vonnak be aranyfilmmel
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CE-MS interfész folyadékcsatlakozas segitségével (liquid junction)

CE capillary Nebulizer ga*ii
1 : — E,I
o
Connection capillary

Electrode
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ESI interfészek CE-MS-hez

Summary of characteristics of ESl-interfaces designed to hyphenate CE and MS

Design Electrical contact Spray Advantages Drawbacks
with CE
Sheathless Metal coating From capillary tip High sensitivity Less robust (instable
Inserted wire (0-100 nl/min, nano- coating, clogging,...)
ESI) Dependent on EOF
Coaxial sheath liguid Sheath liquid Sheath liquid Commercially Low sensitivity
(1-4 pl/min) available
Stable spray
Independent on EOF
(buffer)
Liquid junction Liquid gap between  Direct from ESI High sensitivity Peak broadening

CE capillary and ESI
needle

emitter
(nano-ESI)

Independent on EOF
More robust than
sheathless (no
coating)

Less robust than
coaxial (clogging of
tip, contamination)
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CE-MS
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CE-MS, Agilent

PEEK product alignement interface

Capillary cartridge
, |

— Connection to MS
( A

\

Injection side

| I

Capillary




CE-MS, Sciex (CESI)

Stainless steel
cylinder filled
BGE with BGE

ESI voltage

i

7

Inlet for filling the
stainless steel cylinder
with BGE

ESI metal needie

HY

Porous section

Static conductive fquid

Schematic of CESI Sprayer

"] — 'I""""""

The Optib5 cartridge locks into place in the CES| 8000
Flus, and the tip simply clicks into the source adapter,

creating an easy-to-use plug-and-spray for supported
M5 brands and models.



CE-MS,Sciex (CESI)




CE-MS moédszerfejlesztések szempontjai

CE elvalasztas:
* kapillaris hossza, bels6 atmérdgje, felllete
» elektrolit pH-ja, ioner8ssége, ionok mindsége, olddszer

MS detektalas:

* MS paraméterek (ESI és (MS) kapillaris fesziltség, fragmentald fesziiltség, stb.)

* potldlagos folyadékdaram paraméterei (ionok minésége, olddszer, ionerdsség, pH,
aramlasi sebesség)

* porlasztas paraméterei (porlasztd gaz nyomas, szaritdgaz hémérséklet, sebesség,



CE-MS-nél hasznalatos elektrolitok

optimalis:
illékony, kdnnyen
ionizalédo ion,
stabil pH

nem hasznalhato:
nehezen ionizalddo ion
(pl. foszfat, borat),
detergens (MEKC)
polimer (CGE)

Kationokhoz

Capillary Main usable buffers
Innerwall untreated fused silica 0.1 to 1 M formic acid
capillary 0.1to 1 M acetic acid

10 to 50 mM ammonium formate
10 to 50 mM ammonium acetate
{basically acidic to neutral buffers)

Polymer coated capillary (PVA etc.) Buffers other than formic acid
(basically acidic to neutral buffers)
(Mote the pH-tolerance range of each capillary. For PVA,
pH 2.5t0 9.5)

Anionokhoz
Capillary Main usable buffers
Innerwall untreated fused silica 10 to 50 mM ammonium acetate
capillary 10 to 50 mM ammonium formate
Applied Voltage Positive {basically neutral to alkaline buffers)

Polymer-coated capillary (PVA etc.]]
Applied Voltage Negative
During analysis make sure to apply
pressure of 20 to 50 mbar!

10 to 50 mM ammonium acetate

10 to 50 mM ammonium formate

10to 50 mM ammonium carbonate

(basically neutral to alkaline buffers) Note the
pH-tolerance range of each capillary. For PVA, pH 2.5 to
95)




CE-MS-nél hasznalatos poétiélagos folyadékok

optimalis:
illékony, kdnnyen ionizal6dé kdzeg és ion
konny( porlaszthatdsag (fellleti fesziltség, viszkozitas)

stabil pH
kis ionerésség

Analysis object
(ionization method)

Main usable sheath liquids

Cationic
(ESI-Positive)

Anionic
(ESI-Negative)

50 % methanol

5 mM ammonium formate in 50 % methanol
5 mM ammonium acetate in 50 % methanol
0.1 to 1% acetic acid in 50 % methanol

0.1 to 1% formic acid in 50 % methanol

50 % methanol

5 mM ammonium formate in 50 % methanol
5 mM ammonium acetate in 50 % methanol
1 to 10 mM acetic acid in 50 %emethanol




CZE-MS
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CZE-MS
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Liquor (agyviz) minta CZE-MS elemzése (kdzvetlen injektdlas, nincs mintael6készités)



Fehérjék azonositasa MALDI-TOF-MS tecnikaval

gel hotel

image

analysis

¢+
Jl i

2-D Gel
fixed on a film
or glass plate

MALDI ToF MS @ ==




Fehérjék azonositasa MALDI-TOF-MS tecnikaval
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A single protein spot is removed from the 2D gel.

.

The protein is digested into short segments
= —

Segments are put into a mass spectrometer which
determines their masses.,

myz imass 1o charge ratio) 1600

}

Data is fed into a genomic database to
match the peptides with a corresponding
gene,
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