SZEDIMENTACIOS ES ELEKTROFORETIKUS MODSZEREK

A biokémiai kutatds fontos eszkoze a centrifuga, ami a minta gyors forgatdsdval nagy centrifugdlis
erdket r6 az oldatban szuszpenddlt részecskékre vagy molekuldkra, és részecsketomeg szerint szét-
valasztja 6ket. El lehet példdul vélasztani a vorosvérsejteket a plazmétdl, a sejtmagot a mitokondri-
umoktol sejt-homogenizatumokban, €s el lehet kiiloniteni két kiilonb6zo fehérjét egymastol.

Biolégiai makromolekuldkat sz€t lehet véalasztani az elektromos toltésiik alapjan is. Az aminosavak
és fehérjék nettd pozitiv vagy negativ toltéssel rendelkezhetnek az Sket tartalmazé oldat savassagatol
figgden. Elektromos térben ezek a toltott molekuldk a méretiiktdl és toltésiiktdl fiiggden kiillonbozo

sebességgel mozognak a pozitiv vagy negativ toltésti polusok felé, ami lehetdvé teszi az elektromos
térrel torténd szétvilasztasukat.

A szedimentacios sebesség modszer

A szedimentécids sebesség modszer egy analitikai ultra-
centrifugdldsi mddszer, amely azt méri, hogy a részecskék
mekkora sebességgel mozognak egy ultracentrifugdban
létrehozott centrifugdlis erd hatdsdra. Az ultracentrifuga
egy olyan centrifuga ami egy rotor nagyon gyors for-
gatdsdra van optimalizélva, és akar 1.000.000 g gyorsulast
is 1étre tud hozni (g = 9,8 m/s?). Az analitikai ultracen-
trifugat Theodor Svedberg taldlta fel 1923-ban, aki a kol-
loidokrdl és fehérjékrdl ultracentrifuga segitségével kapott
kutatdsi eredményeiért 1926-ban elnyerte a kémiai Nobel-
dijat.

Tekintsiink egy testet amely &llandé sebességgel siil-
lyed egy folyadékban. A testre hat6 erdk: sulyerd (Fg =
m-g), kozegellendllas (Fp = f-v), és a felhajt6 erd (Fp =
lﬁ-p folyadék€), ahol m a test tomege, v a tets sebessége,
g a gravitacios gyorsulds, f az alakfaktor, p a folyadék stirlisége . Ha a test dlland6 sebességgel halad,
a r4 hat6 er6k ereddje zérus:

FG =Fp+Fp;

fov = m.g'(l_pfoltyadék)'

Az ultracentrifugdban sokkal nagyobb gyorsuldsokat tudunk eldllitani,mint a g = 9,8 m /s 2 grav-
1t4cios gygrsulés a Fold felszinén. A forgé rotorban a minta dltal érzékelt gyorsulas:

a=rw-.

Ennek alapjin az er6k egyensulydra vonatkozo képlet a kovetkezoképpen mddosul a centrifugéban
1év3 részecskére:

fov= m-a-(l—%).

A részecske mozgdsi sebessége ardnyos a gyorsuldssal. Mds szavakkal, a ;, ardny dllando.

v _ m_¢1_Pfolyadék —
a=pUp, =S NPV o .
Az S mennyiség a szedimenticids dllandd. A szedimentdcios dlland6 nem-SI mértékegysége:

[S] = Sv (Svedberg) = 10713 s.
Vegyiik a kovetkez6kben figyelembe, hogy egy egyszerli Osszefiiggés van az alaki faktor (f) és a

diffuzidés allandé (D) kozott:
f=&L;

ahol k a Boltzmann allandd, T az abszolut hGmérséklet.
Ha a szedimentécids kisérletet diffiizi6 méréssel kombindljuk é€s mind S-t mind D-t kisérletileg

meghatédrozzuk, a test tomegét ki lehet szdmitani.
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A szedimentacios egyensilyi médszer

A szediment4cids egyensulyi médszer egy analitikai ultracentrifugdldsi modszer ami lehetdvé teszi
hogy meghatdrozzuk oldatbeli részecskék molekulatomegét. Ezzel a mddszerrel meg kell véarni, amig
az lilepedés €s a véletlen hdmozgds kozott bedll az egyensily. Termikus egyensilyban a részecskék
centrifugabeli eloszldsat a Boltzmann torvény irja le.

El—E
n_ e kT :

)

n

ahol n; és n, arészecskék koncentracidjary illetve rp tdvolsdgban a forgastengelytdl, az E;-E, men-
nyiség pedig a centrifugdlis erd altal végzett munka amikor a részecske r tdvolsagbdl rp tavolsagba
mozdul. Tudva, hogy:

2 .2 Prolyadék .
Ei-Es = (1] -13)- 0% (1-224%);
a kovetkezo Osszefiiggés t kapjuk:
ny_ m 2 .2 2 Pfolyadék

11’1(5) = m'(rl—rz)'w (1_W)

A fenti képlet lehetdvé teszi a test tomegének meghatdrozasat anélkiil, hogy meg kéne mérni a
diffazids dllandét. A médszer tovédbbi eldnye, hogy az eredmények nem fiiggenek az alakfaktortol,

mert a mérést egyensilyban végezziik.

Szabad aramlasu elektroforézis

Az elektroforézis olyan technikdkat jelent, amelyeknél
elektromosan toltott részecskéket elektromos térrel moz- sample-
gatva vdlasztunk szét. carrier medium—.

A szabad &4ramldsu elektroforézis egy folyamatosan cathode —
miikodS elektroforézis eljards, amely allo fazis (szilard
hordozéanyag, példaul gél) nélkiil dolgozik. Ha a toltott
részecske alland6 sebességgel mozog az elektromos tér-
ben, a mozgas sebessége (v) ardnyos az elektromos tér-
erosséggel (E), ha a térer6sség nem tdl nagy. Ennek
alapjan bevezethetjiik a részecske 1, elektroforetikus mo-
bilitdsat amely a mozgasi sebesség és a térerdsség kozotti /
ardnyossagi tényezo: bottom plate |

We = % top plate

G4l elektroforézis

A gél elektroforézis egy olyan technika amelynek segit-
ségével DNS, RNS vagy fehérje molekuldkat valasztanak
szét egymdstol oly médon, hogy elektromos fesziiltséget
adnak egy gél madtrixra. Altaldban analitikai célokra
haszndljdk, de preparativ modszerként is alkalmazhat6. A
gél egy szilard, de mégis pordzus matrix.

A moédszer részeként a szétvdlasztandé molekuldkat
tartalmaz6o mintat a gélben kialakitott zsebekbe tessziik,
és elektromos teret kapcsolunk a gélre. A kiilonb6z6
molekuldk a tomegiiktdl és toltésiiktd] fiiggden kiillonbozo
sebességgel fognak a gél matrixban mozogni. Az elek-
troforézis befejezte utdn a gélben 1évé molekuldk festéssel
tehetdek lathatova.

I1zoelektromos fokuszalas

Az izoelektromos fokuszalds egy olyan technika, amely a kiilonb6z6 molekuldkat az izoelektro-
mos pontjuk alapjan vdlasztja szét. A technika olyan gélt haszndl, amelyben a pH helyfiiggé a gél
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belsejében, ami altal a gélben haladé molekula toltése valtozik a kdrnyezet pH-janak fiiggvényében.

A negativ toltésti molekuldk a pH-gradiensben pozitiv elektrdd felé vandorolnak, mikdzben a pozitiv
toltésti molekulédk a negativ elektréd felé mozognak. Amint egy részecske az ellentétes toltést polus
felé mozog, addig halad a valtozé pH-ji kozegben, amig el nem éri azt a pH-értéket, amelynél a
molekula 6ssztoltése nulla (izoelektromos pont). Ezen a ponton a molekuldnak nincs netté toltése, a
rd hat6 elektromos erd nulla, a molekula nem védndorol tovdbb. A folyamat eredményeként a fehér-
jék €les mozdulatlan savokba fokuszalédnak a gél azon pontjan ahol a pH épp megegyezik a fehérje
izoelektromos pontjdval. A technika rendkiviil nagy felbontdsu, képes két fehérjét amely egyetlen

elemi toltésben kiillonbozik két kiillonbozs savba fokuszalni.

Southern blot

A Southern blot egy olyan mddszer, amelyet rutinszertien haszndlnak a molekuldris biol6gidban,
konkrét DNS-szekvencidk kimutatdsira DNS-mintdkban. Southern blot gél elektroforézist hasznél
DNS méret szerinti elvadlasztdsara, majd a méret szerint szétvalasztott DNS-t egy membran szlir6re
viszi at, ahol hibridizacids jeloléssel lehet a keresett szekvenciat kimutatni. A mddszert a feltaldldjarol,
Edwin Southern brit biol6gusrdl nevezték el.
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A western blot és a northern blot a Southern blothoz hasonlé6 médon hasznélhatok fehérje és RNS
szekvencidk kimutatdsara. Ezek a technikdk a neviiket Edwin Southern nevének jatékos kiforgatdsaval
nyerték.



