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Menetrend, laborprogram

El6adasok:
* Els6 két alkalom kilon
* Harmadik héttdl egyiutt — Ch A 10
e ZH-k 7. és 14. héten

Laborok:
Gyors LC Gyors LC
Elektroforézis Elektroforézis
SE-HPLC LC-MS

Laborbeosztas, jegyzetek az oktatas.ch.bme.hu-n



Szamonkérések

BIOSOK VEGYESZEK

Félévkozi jegyes targy Vizsgas targy
2 zarthelyi (10.17 és 12.04) 2 zarthelyib6l megajanlott jegy vagy vizsga
Potzh és potpotzh a potlasi héten Potvizsga tehetd

Az alairds feltétele a laborgyakorlatok 100 %-an torténd részvétel és laborjegyz6konyvek leadasa és elfogadasa!

40 % - 1. zh 80 % - vizsgajegy
40 % - 2. zh 20 % - laborjegy
20 % - laborjegy Mindharomnak kilon meg kell lennie 2-esnek
Mindharomnak kilon meg kell lennie 2-esnek vagy bidsok kdvetelménye



Elektroforetikus
technikak




Elektroforézis — definicio

High
Voltage

Power

A toltéssel rendelkezo részecskék elektromos er6tér hatasara eltéro
sebességgel vandorolnak.

= q

E, =qx*E _
v:u *E » e » I,le—
’ F, = —6mmnrv 6tmr

» Egy-egy elektréd egy-egy puffer tartalyba merdil

> Két tartaly kozott a részecskék szdmara atjarast biztositunk

> Két elektrod kozott potencidlkiilonbséget hozunk létre

» Kationok a katdd felé, anionok az andd felé vandorolnak

» lonok eltérd toltésik és méretik miatt eltérd sebességgel vandorolnak

Elvalaszthatdk egymastol

v —az ion sebessége

M — elektroforetikus mozgékonysag
E — elektromotoros térerd

F, — elektromos er§

F, —surlodasi erd

g — az ion toltése

n — az oldat viszkozitasa

r—azion sugara

High
Voltage
d.c.
Power




Elektroforézis — csoportositas

FELSO

. ZSEBEK
PUFFERTARTALY

» Papir elektroforézis

i . . gt — GYLITO GEL
> Gélelektroforézis ] -, — N
* Nativ = \\ < § _H——ELVALASZTS
* Savas \ \ - | ==

e SDS "

i
* IEF .,M.,h,, AN U
» Kapillaris elektroforézis = SO
* CZE
* CGE
* CIEF
* MEKC




Papir elektroforézis

45V in DC (5 batteries of 9 V)

two glass plates

pencil line

Apparatus for Paper Electrophoresis

/pei |

\

paper filter

www.biochemden.in

» Elvalasztds pufferrel felitatott papiron

» J6 minGségli papir (min. 95% a-celluldz) nagyon kis
adszorpcios kapacitassal

» A papir két vége puffertartalyba ér

» Papir zart kamraban a parolgas megakaddlyozasa
érdekében

» Festés (pl. bromfenolkék, etidium-bromid)

» Denzitometria (mennyiségi analizis)

» Egyszer( és olcsd, de hosszadalmas

» Fehérjék, nukleinsavak, szénhidratok vizsgalatara




FELSO : ZSEBEK
PUFFERTARTALY ,

Gélelektroforézis — alapok

» Térhalos gélkozeg alkalmazdsa -
» Gél méretfligg6 mddon lassitja a részecskék mozgasat, ezzel gatolja a e o
diffuzié mertéket E'ectrodeg .
7 7 .o 7 W "
Géllel szemben tamasztott kovetelmények: ° A/
* Vizzel nedvesedd P
:.arger \ Buffer
* Kémiailag stabil (nem |ép reakcidba az elektroforézis soran) FAmeRE - f
.o 7 . . . /7 7”7 7 - ‘
* Ne hordozzon t6ltéseket (ne viselkedjen ioncserél6ként) ar e =x|lod
NPT Yy = = e 1
* Legyen fizikailag ellenalld ialler L ™ m T~ Electrode
, , , ragments (g [, s = [ - :
* Legyen atlatszo [, = |
V74 .o . 7 7 ’ Plastic = L] [T
* Ne festddjon a kimutatasra hasznalt festékkel frame
* Legyen szabalyozhatd a porusmeérete
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electrophoresis
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Alapvetéen kétféle poliszacharid épiti fel, a kémiailag heterogén molekuldakbdl allé agaropektin és a
homogén agardz. Az agardz poliszacharid agarobidz épitékovekbdl all, mely egy diszacharid: D-galaktdz és 3,6-
anhidro-L-galaktopiranoz kapcsolodik egymashoz 1-4 kotéssel

elektroforézis —agaroz gé

Agarobioz N
X N
- - &, —~ 45°C i N o
~-~— S AR ,":'4‘ -"':'.
OH OH O —~100°C =G .f "':
O % L 7) SV S
~OH
40 @) agaroz- laza szerkezetu szilard terhalos
H
OH H 6 (@) molekulak gel gél




PA

mixture of &
|| _macromol- _I
+ acules j .
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_Bcious ge ) 9‘
electrophoresis . .‘.S }
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Az akrilamid kett6s kotésének koszonhetben képes polimerizalddni, hosszu lancok

képz6dhetnek. Ha N,N’-metilén-biszakrilamiddal egyutt polimerizalodik, a két
szomszédos lancba is beépiilhet, 0Osszekdtve azokat. gy egy térhalds

szerkezet alakulhat ki, mely hidrofil tulajdonsaga miatt gélképz6 anyag. Ez a térhalo
kovalensen kotott, melegitésre sem olvad meg. A térhald slrliségét megszabja az
oldott akrilamid koncentracioja és az akrilamid/biszakrilamid aranya

.ﬁ.mmnmum Parsulfate

[’\r ] + n [ale ,«."J\f] """""""""""" e & 8 §
R " mhm,b,“wﬂ,m.d, TEMEE. \ ,f : u ALY r * ‘i. X -_
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The Polyacrylamide Matrix

Poliakrilamid gél polimerizacioja

akrilamid bisz-akrilamid

(0] NH2 H H
N N
j/ . Hch\n/ ~~ \"/\CH2
H2C (o} 0

polimerizacio

2—0O—Z
=
N
pluejLe-zsiq
bisz-akrilamid
L
N
zZ2—0O—=2

"25” “NH

poliakrilamid




mixture of

| macromol-
s 1 ecules
: ptil;ous gel
/ / ° / electrophoresis
Gélelektroforézis — gélek e
/ B
Agarose Polyacrylamide Gel
% Agarose Cltonk _separation & 2 ® g
mnmn?:iﬁn in gel ’““9;:;: é‘:;a[’;::““'& Polysaccharide extracted Cross-linked polymer of % Acrvlamide | MW Range (kDa)
molecules (Kb) from sea weed. acrylamide. 7 50 - 500
0.3 5- 60 ® Gel casted horizontally ® Gel casted vertically. 10 20— 300
T o Non-tox or - 2 =
oa Ay on-toxic. otent neuro-toxic, 15 3 - 100
12 P ® Separate large molecules ® Separate small molecules.
20 01-2 & Commonly used for DNA ® Used for DNA or protein
separations. separations.
® Staining can be done before ® Staining can be done after
or pouring the gel. pouring the gel.

e "




Ge

elektroforézis tipusai

FELSO 2 ZSEBEK
PUFFERTARTALY ,

\\ i \ ] |
W—mé o _,_mil GYUUTO GEL
==
- = _H——ELVALASZTO
= | GEL
= !Cﬁ‘* +
s —-____ﬂalﬁ

PUFFERTARTALY

Nativ

» Lugos kémhatdsu puffer

» Aminosav oldallancok tobbsége
deprotonalddik

» Fehérjék negativ toltésliek lesznek

» Pozitiv po6lus felé vandorolnak

» Nativ konformacié megmarad

Savas

» Nativ PAGE egy fajtdja

» A hasznalt puffer ecetsav alapu

» Nagy molekulaméret( fehérjék
elvalasztasara hasznaljak

» Elvalasztds a fehérjék eltéré
toltéss(rlisége alapjan

Polyacrylamide gel electrophoresis Nat“’e gel
Electrophoresis
7] @ ® B .
. gh ]
®
5 x
_g H, g.a PO . SO
5;, A 0 peao e
i N
H A A kS \ " I
- v o ¢ {7
ST ol |
<)  Fsinasi )/
Side view Front view /

SDS

Redukaldszer alkamazasa (B-merkaptoetanol
vagy DTT) a diszulfid hidak felbontasara
Detergens alkalmazasa (natrium-dodecil-
szulfat)

Aspecifikus kotédés

Kitekeri a fehérjéket és (megkozelitbleg)
azonos fajlagos negativ toltéssel burkolja be

SDS-PAGE
Protein with e
subunits, A and B, Single subunit
joined by a disulide bridge protein
Seed &

J' Heated with S05 and mercaptoeth anal J'
- He _—\‘ == _
— — e Negativaly charged // —vi-
- - i SDS moleculas 7
B

- C
A
Folyacnd amide-gel electrophoresiz
+ 1=
-

C
B

Copyright ® motifollo.com




SDS-PAGE
Protein with e
subunits, & and B,
ined by a disulfide bridge
Ses &
l Heated with SD'S and mercaptosth ano| l

—Seyes =G
= _b-:"-\\ Hegatively chared / t’hﬁ:
—o_— i~ $DS maleculas

A B

elektroforezis — SDS-PAGE g

Ge

L
o
Proteins W e :ss-%
Folded with positive .+a,‘::.} Y K.
and negative charges i . e _:_-i
Yes +° '  .s-s-:Disulfide bond
| |
Reduced by 2-mercaptoethanol
(disulfide bonds are reduced) 0=

i-s—ﬁ-i — 5-5"‘“53‘ o
%, —— &
SDS with negative charge

Unfolded 1o a linear structure with negative charge proportional
1o the polypeptide chain length

Ll

0=

Molecular weight markers




LowpH | & *.—. o ~—- |High pH
(+ e, gt " -

lzoelektromos fokusza

as K

B et o, et L0

» Fehérjék elvalasztasara hasznalhato
» Fehérjék amfoterek, vagyis toltésik

a kdrnyezet pH-jatoél figgéen

valtozik O
» pH gradiens létrehozasa a gélben
» Fehérjék vandorlasa az

izoelektromos pont felé Q =
» Ha az 6ssztoltés 0, elektromos

erétér hatésara sem mozdulnakela ~ @mphoteric
gélben sample

components

pH gradient




e

2D gélelektroforézis I R

» Fehérjék nagy hatékonysagu elvalasztasa
» Bonyolultabb fehérje-asszociatumok,
multienzim komplexek vizsgalatara

Protein
Sample

> |EF és SDS-PAGE kombinacidja
> TOltés és méret szerinti elvalasztas

pH 9.0

o S ; ‘ |zoelektromos fékuszalas
1% dimension Isoelectric » 2
by charge Focusing (IEF) kDa
oot acs e
3 R T St ) L
pH 4.0 P 3 BY ¢ .';ﬁ' " .
Apply 1 geto o ) RS T s 9 [—444
o l ‘ A gélcsik SDS oldatba helyezése TR R D
piso CHICICIC WD)t 00 .
@ |220kDa - o . ¢ - v — 28.8
> : L - - - ° . v
Separate in2" - = = s0s ‘ Merdleges futas SDS tartalmu gélen
d'men_mmw H ® - - electrophoresis
-~ @ . - o— 16
N = 7
® | | |
10kpa 5.56 6.26 6.94
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Gélelektroforézis — detektalas

Fehérjék . BES DNS
As>|oeCC|f|kus festes N "TEESL L. Interkaldlddo flureszcens festék
omassie vagy ezust teste e i E E S > etidium-bromid (olcsd, de mutagén)
> Zink, fluoreszcens festés . REER » SYBR Safe Eva Green
» Specifikus funkcids csoport festékek ! 5 EEEES '

. s . EEE-=25 Szemikvantitativ meghatarozas
Szemikvantitativ meghatarozas :

1 2 3 4 5 6 7 8

—_—

-  SaBR-
h o -1 -

_ . ' .




aris elektroforézis — alapok

q
6TINT

Kapil

He =
> az oldat téltéssel rendelkezd részecskéi Anode
elektromos er6tér hatasara kulonb6z6 Capillary
sebességgel mozdulnak el
» elvalasztas alapja a toltés/méret arany
» altalaban 25-75 um atméragji kvarckapillaris
» a kapillaris nagy elektromos ellenallasanal fogva a
rendkivul nagy térer6 alkalmazasat csekély
héfejlédés mellett teszi lehetdvé

U | |

e . v e , , . , , , . , High Voltage Source
rovid mérési idg, nagy elvalasztasi hatékonysag és jo felbontas (0-20Kv)

» Electrolyte Container <
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Injection _FEOF Detection

B o o o o o o o b o o o ok o o o o o o i e m e ok o o o o b o o o b o o o o o

ANODE CATHODE

+ @QQECD@@ -

aris elektroforézis — EOF A P

Kapil

‘\‘“Capillary
Elektroozmotikus daramlas (EOF) ‘ A kapillaris elektroforézis lelke
» Kapillaris bels6 falan negativ toltésl vagy negativ toltéstivé valo csoportok
> A negativ fellilethez kationok tarsulnak
> A fal feliletén kett6sréteg alakul ki, amely potencidlkilonbséggel jellemezhets
» Fesziltség hatasara a diffuz kationos réteg elmozdul a katéd felé
» Magdval viszi a puffer oldat teljes tomegét _ Veof Vep
o cation @ - =
EOF Laminaris aramlas

hydrodynamic flow profile Ve0f
neutral @ <
b)

i AN

electroosmotic flow profile

cathode (-)
(o))
=
O
>
o
\/

anode (+)




Kapillaris elektroforézis fajtal

» Kapillaris zona elektroforézis (CZE) CZE +

» Kapillaris gél elektroforézis (CGE)

» Micellaris elektrokinetikus kromatografia CGE +
(MEKC)

» Kapillaris elektrokromatografia (CEC)

> Kapillaris izoelektromos fékuszalas (clEF) clEF +

» Kapillaris izotachoforézis (cITP)

Oéiéboo’—

@ $0.625°% 0 | mum

>

o © 9 o© OQO! o
o O ooo o-
>
e
o
>
E
«»Drug 0 =3




Kapillaris zona elektroforézis (CZE)

» Pufferoldattal (tompitéoldat) toltott kapillaris, nincs visszatartd kozeg

» A minta komponensek diszkrét sdvokban, eltéré sebességgel vandorolnak

» Savok sebessége kizardlag az elektroforetikus mozgékonysagtoél és az elektroozmotikus dramlastoél fligg
» Nagy hatékonysagu elvalasztas kicsi tomeg/toltés arany kiilonbség esetén is

» Pufferoldatba kiralis vegyliletet (szelektort) helyezve, kiralis vegylletek is elvalaszthatok

dco0o0 S [mm Az elvalasztast befolydsold tényezék:
. ﬂ-*@ .'m 2 * Feszlltség
| ’E l E“ EoF $ * Polaritas
Injection ———- Detection .,
—— = e HOmérséklet

et B o o s L T T i g o & IR B A .
+ ANODE E, CATHODE ° Kaplllarls

| > + 00O o » o - « Pufferoldat paraméterei

B A L S S
“‘\‘“Caplllarr



Kapillaris gé

elektroforézis (CGE)

» Géllel toltott kapillaris, gél molekulaszlir6ként viselkedik

» Egyenls toltés/tomeg ardanyl komponensek elvalasztasa is lehetséges a méretiik alapjan

» A minta komponensek diszkrét sdvokban, eltéré sebességgel vandorolnak

» Savok sebessége fligg az elektroforetikus mozgékonysagtol, az elektroozmotikus dramlastél és a mérettdl is

Folyamatosan boritott gélek

e Térhalos poliakrilamid

* Polimerizacio a kapillarison belul
 Monomerek a kapillaris faldahoz kotve

Vd Vd 7’ .e 7 7 s . . S b
e Gél roncsolas nélkil nem eltavolithatd +|I° TR E‘@ —

Dinamikusan boritott gélek .
* Hidrofil polimerek (pl. linearis PA, dextran) .
* Vizes pufferben feloldhatok

e Konnyebben elballithato és eltavolithato

Az elvalasztast befolyasolo tényezdk:

Feszliltség

Polaritas

Hémérséklet

Kapillaris

Pufferoldat paraméterei
Gél porozitasa



Micellaris elektrokinetikus kapil
<romatografia (MECC)

aris|@

» Az elektrolitoldat felliletaktiv anyagokat tartalmaz nagy koncentraciéban—>micelldk képzédése
» Hidroféb molekuldk a micella belsejébe vandorolnak, kevésbé hidrofébak megoszlanak a micellak és az oldat
kozott, hidrofilek az oldatban maradnak

» Anionos fellletaktiv anyag (pl. SDS) esetén a micelldk az ellenkez6 irdnyba mozognak (lassulas)
;

Semleges anyagok

* Nincs elektroforetikus mozgékonysag

* Vandorlasi sebesség a megoszlasi hanyadostol flugg
Toltott anyagok

* Van elektroforetikus mozgékonysag

* Sebesség fligg a megoszlasi hanyadostol és EOF-t6l

e Eow =

b




Kapillaris elektrokromatografia

(CEC)

» Kromatografias allofazissal toltott kapillaris (altalaban C8 vagy C18)

» Elvalasztds az all6fazis és a komponensek eltérd erGsségli kdlcsonhatasan alapszik

» EOF miatt csokken a csucsszélesedés és nagyobb az elvalasztdsi hatékonysag

» Vandorlasi sebességet befolyasoljak az allo és mozgdfazis kozotti megoszlas és a komponensek

elektroforetikus tulajdonsagai Detection
» Rovidebb analizis id6 /' S / window

o B

L J




Kapillaris izoelektromos fokuszalas

(CIEF)

1. Toltés

Egy |épésben: mintat az amfolitokkal 6sszekeverjik és egyutt Focusing —

juttatjuk a kapillarisba + Protein Zones Position _ -
* Szakaszos toltés: tompitdoldat, majd amfolitok, majd minta, majd | i

y vl i S e~

to,mplt(,)o,ldat H" pl 3.5 pl 6.0 rIpI?.E 1 pl 9.1

2. Fokuszalas ’ i " - - ———
2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

* fesziltség rakapcsolasakor az amfolitok 6ssztoltésik ereddjének

G BH Gradi@nt s
megfelel6en a katdd vagy az andd felé vandorolnak, és igy egy pH-
gradienst alakitanak ki
* Kozben a minta komponensek izoelektromos pontjukig .
vandorolnak M'Qi'mm _
3. Mobilizalas |
* Foékuszalas kozben, kell6en kis EOF alkalmazdsa mellett L
 Fokuszalds utan, nyomas révén H T — i Ml pei ?‘GI et
* Fokuszalads utan a céltartalyba sot adagolnak, abba az irdnyba indul = R & & B & & W 8 4

, , i ssssassssiasissansssn s sninasanan: pH Grad ient sasssssasssssasssnsasesanassnnn s P
meg az aramlas



Kapillaris izotachoforezis (cITP)

» ,Mozgd hatarfeliiletek” alkalmazasa Markers, analytes are electrokinetically injected’ ; ’
» Elvalasztds két specifikus elektrolitrendszer segitségével a TE °‘ ?L;.‘:i‘“: : 0 , LE |
komponensek mobilitasa alapjan oo Sulies, ,
> K‘flolnbozo moﬂb'l'tasf‘ anyag?k Zor,‘a!‘at alakitanak ki Species electromigrate at different velocities ;
» Z6nak a vezet6 (leading-LE) és a zar6 (terminating-TE) T -
elektrolit kozott vandorolnak LE - i WL EE !
» A legnagyobb mobilitdssal rendelkez6 zdndban a legkisebb a _ :
térerd Nonfluorescent analytes displace markers '
]

. sy , , ;. , ’o°«»’~ e -, ...
» Ha egy ion atdiffundal a szomszédos zénaba, sebessége TE 0B o8 |LE

megvaltozik és azonnal visszatér a sajat zonajaba, emiatt a :

zonak éles hatar felulettel kiilontlnek el egymastol —>
i
(e
—>

» Egy mérésben vagy csak anionokat vagy csak kationokat lehet
meghatarozni
X

Analytes interpreted as “gaps” in detector signal.



Kapillaris elektroforezis —
injektalas

Hidrodinamikus injektalas vagy * Vakuum injektalas
» Nagyon kis mintamennyiség a nagy +Ap —Ap
elvalasztasi hatékonysag érdekében (1-50 ! |
nl)
» Mintadugd hossza nem lehet nagyobb, minta imeneti puffer

minta a kapillaris hosszanak 1-2%-a N
Gravitacios injektalas (,siphoning”)

minta

hi kimeneti pufferw

Elektrokinetikus injektalas

+ -

11
L]
ﬁ U &
minta kimeneti puffer




Kapillaris elektroforezis —
detektalas

m LOD (mol/dm3) Elényok/hatranyok

UV-Vis 10> -108 Kromofodr csoport vagy szarmazékképzés, spektralis infromacidk
Fluoreszcens 107 - 107 Erzékeny, altaldban szarmazékképzés sziikséges

LID 1014 —-1016 Erzékeny, altaldban szarmazékképzés sziikséges, draga
Amperometria 1010 -1011 Erzékeny, szelektiv, de csak elektroaktiv vegyiiletekre
Vezet6képesség 107 - 107 Univerzalis, specialis hardver sziikséges

Indirkekt UV, FL, amperom. 10x-100x rosszabb Univerzalis

MS 108 -107 Univerzalis, szerkezeti informacio, problémas illesztés

Legrészletesebb szerkezeti informacid, csak CH csoportok, draga,
kereskedelmi forgalomban nem elérhetd

NMR 104 -10°
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