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https://handling-solutions.eppendorf.com/sample-
handling/centrifugation/safe-use-of-centrifuges/basics-in-centrifugation/

A szedimentacio részecskék
oldatban (szuszpenziéban) vald
Ulepedésének folyamata,

valamilyen eré hatasara. Sedeo

(It): Ul; sedimentum (It): Uledék

Szedimentacio |l.

iszapkd
(aleurolit)

Felluluszo

(szupernatans)

Pellet

(Gledék, sedimentum) \&
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Duna delta fejlédése Kr.u. 1-tSl

AD1

A Duna deltdja az Grbd!

Fizikai alapok:

hat.
K=fv

<>Csak kis

sebességeknél
ad jo kézelitést!

Surlédasi eré - két érintkezé felllet
kozott fellépd erd, vagy az az erd,
mellyel egy kozeg fékezi a benne

mozgo targyat. Az elmozdulas ellen

f:alakfaktor;,

v: sebesség

P4 v
u: mobilitas = —

\

gbmbre:

Szedimentacio Il.

egyenld.
1 Fr=py-V-g
f=1
m
u Fq y=2
p

A részecske
Ulepedik.
(Ha p>p)

Gravitacios eré:

1

w= 6nnr
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Felhajtéeré — nyugvo folyadék (vagy gaz) a
benne Iévo testre felfelé hatd erével hat.

Nagysaga a test altal kiszoritott kozeg sulyaval

Po
Fr=m.-g-=
f 9 P

po: kozeg siirlisége
p:részecske siirlisége
V:részecske térfogata
m:részecske tomege

m
g: gravitacios allandé (9.8 5_2)
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Fizikai alapok:

Newton Il. térvénye: XF=m-a

eréegyensuly (a=0)

.

//
7/

A részecske sebessége
mindaddig novekszik, amig
eréegyensuly nem alakul ki (vagy

elérjuk az edény aljat).
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A részecske
Ulepedik.
(Ha p>py)

Szedimentacio Ill.

SF =, — F; — K

Eréegyensulyban: XF =0

Fo=F—F

hs)

0

f.y:m.g_m.g.

—m-g-(1-P°
fv-mg(l p)

©
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Probléma: Brown-mozgas

Kicsiny részecskékre (kb.
<2 um) a Brown mozgas
megakadalyozza ill. csok-

kenti a szedimentaciot.

Particle Diameter, | Brownian | Sediment
(SC) microns velocity, motion

m/'s velocity, m/s
RBC 8 354107 [ 35%10°
Latex ball 4 5.5%107 1.7%10°
Latex ball 2 1.6*10™ 4.3%107
Latex ball 1 4.4%10° LI1*10
Milk fat | 1 5%107 2.7%10°
particle
Latex ball 0.5 1.2%107 2.7%107

Chiceaet al. Romanian J. Biophys. 2010
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Particle displacementin 1 s (cm)

Szedimentacio vs. Brown mozgas

1.0E+02

o - - Distance traveled by sedimentation P

—— rms Brownian displacement .

1.0E400

1.0E-01

1.0E-02

1.0E-03

1.0E-04

1.0E-05
0.001 0.01 0.1 1 10 100

Particle diameter (pm)

Goémb alakl, 1000 kg/m?3 slrlségl részecske
Brown elmozduldsanak atlagos kozépértéke
(RMS), és a szedimentacid soran megtett
tévolsaga LEVEGOBEN. (p=1 atm; T= 293 K)

Gensdarmes F. Nanoengineering, 2015
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Fizikai alapok:

Szogsebesség:
_A¢ A : szogelfordulés
At At : id6
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Centrifugalas — elméleti alapok |.

Surlédasi eré: Felhajtéeré:
F;:f-y Ffzm.a.@zm.r.wz.@

/1 p p
Centrifugalis eré:

centripetalis (forgasbol szarmazd)
@ / gyorsulas
FF=m-a
¢ } F,=m-7r-w?
2
a=r-w
Fe N
forgas sugara
A részecske
gyorsabban
Ulepedik.
(Ha p>p)

Eréegyensulyban: F; = F. — Ff

Po
.y:m.r.w2.<1__)
4 p
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1884-1971
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Centrifugalas — elméleti alapok Il.

Eréegyensulyban: f-v=m-r-w?- <1 _@)
p

708 80S
v m
et
r-w* f p
Szedimentacios allandé (S): a NN W 4,200,000

részecske Ulepedési sebes-

ségének és a centripetalis gyor-

- - ‘MW 1,600,000 MW 900,000 MW 2,800,000 ,400,

sulds hanyadosa. Az adott /\ / i

S . rQe - L 5SS rRNA 23S rRNA 165 rRNA SSrRNA | 28SrRNA  5.8S rRNA 18S rRNA

centripetalis gyorsulasnal az = = o
: nucleotides 900 1540 nuceotides nucleotides | 1999
S < Los 2 nucleotides nucleotides Bucecide
| egyensUlyi sebesség eléréséhez e

N . L . . 34 proteins 21 proteins ~49 proteins ~33 proteins

Theodor Svedberg 57 (jkséges idd. e e —

1926: kémiai Nobel-dij [SVed berg; 1Sv =103 S]

Néhany példa:

v )N o N

4

D/

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

Semmelweis Egyetem | Biofizikai és
Sugarbioldgiai Intézet



2023.05.18.

o

Theodor Svedberg
1884-1971
1926: kémiai Nobel-dij

p

L L e ]
Y

Szedimentaciés allandé (S): a
részecske Ulepedési sebes-
ségének és a centripetalis gyor-
sulds hanyadosa. Az adott
centripetalis gyorsulasnal az
egyensUlyi sebesség eléréséhez
szUkséges idé.

[Svedberg; 1Sv =10 5]

Néhany példa:

Subcellular entity
MNucleus

Mitochondria
Lysosomes
Peroxisomes
Viruses

Nucleic acids (free)

Ribosomes

Centrifugalas — elméleti alapok Il.

Eréegyensilyban: f.-v=m-r-w?- (1 —&>

Sedimentation
coefficient (5)

10° to 10°%

10°to 5 = 10
4= 10 to 2 » 10%
4« 10%

42 to =1000
3.5to 100
80

*Hinton and Mullock (1997)

1Schmidt (1973)

fLuttmann et al. (2006)

$Griffith (1994)

Lawrence, J & Steward, G. (2010). Purification of viruses by centrifugation.
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Diameter
(um)
312

0.5-4¢
0.5-0.8*
0.5-0.8¢
0.02-0.4
nja
0.025

Rotorok:

fixed-angle rotor

fix szogl

start

kilendilé ﬂ l]

nw =05

swinging-bucket rotor

« | ‘ [ >

acceleration

( deceleration ) \
— - stop
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Gallagher SR. Curr. Protoc. Essential Lab. Tech. 9:5.1.1- 5.1.12.

NEIS

Centrifugalas — gyakorlati aspektusok —|.

Centrifugalas: Szuszpenziok, emulzidk, illetve tébbkomponensu folyadékelegyek alkotérészeinek
szétvalasztasara alkalmazott muvelet, amelyben a szétvalas centrifugalis eré hatasara kovetkezik be. A mUivelet

kivitelezésére alkalmazott eszkdz a centrifuga. A szétvalasztas torténhet analitikai és/vagy preparativ céllal.

Centrifugal force

Sedimentation Path
of particle

Pellet deposited
with that surface

Sedimentation in
Horizontal Rotor

www.beckman.com/resources/technologies/centrifugation/principles/r

otor-types

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

Sedimentation
path of particle

Pellet deposited
at an angle

Sedimentation in fixed angle rotor

v

10
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Centrifugalas — gyakorlati aspektusok — Il.

Relativ centrifugalis eré (Relative centrifugal force, RCF) Nomograph RCF/RPM meghatarozashoz
s000 5 50000
a T - 0)2 . . 3“:{ 7000 -+ 700000
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C - - zsi 5000 + 500000
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204
RPM 2 e T 200000 3000 4 30000
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.
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RCF (x1000) 3+ 500 L s000

https://www. centrifuge.jp/g — force — calculation/nomograph. html
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Centrifugalas — gyakorlati aspektusok — IlI.

Analitikai centrifugalas Preparativ centrifugalas

Osszetett mintak egyes alkotéelemeinek

Alapveté részecsketulajdonsagok kinyerése/tisztitasa

cél vizsgélata: tomeg, méret, alak, L .
kolcsdnhatasok) Bioldgiai mintak feldolgozasa (pl.
komponensszeparalas) tovabbi vizsgalatokhoz.

+  Molekula/részecsketémeg

meghatarozas »  Szubcellularis frakcionalas
*  Szupramolekuladris komplexek «  Fehérjetisztitas
o moleKuIatomegenek valtozasainak . DNS tisztitas
Példak Kkovetése . s
- Kul. konformaciok és » Kolloidok szeparalasa
konformaciévaltozasok detektalasa. * Virus szeparalas

+ Asszocialodo molekulak/részecskék
aggregaciofokanak meghatarozasa

*  Szedimentaciods sebességi modszer; » Differencialcentrifugalas
*  Szedimentacids egyensulyi modszer » SUrlUséggradiens centrifugalas

Modszerek

i ! SE]\"H\'IF NEIS Biofizikai és Sugarbiolégiai Intézet
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Centrifugalas — gyakorlati aspektusok — I V.

Centrifugalas

Ultracentrifugalas

+ Kisebb RCF értékek (Kb. max.65 000
9)
*  HUtés és vakuumozas opcionalis

Nagy (egészen 1000 000 g-ig) RFC
értékek.

Kuldnleges rotorok kellenek.

*  Mikrorészecskék kinyerése
szuszpenziébol

Jellemzék . Nem kévetjuk az Ulepedés Vakuum és hités szUkséges (Az extrém
I sebesség okozta gyorsulas tulmelegedést
kinetikajat.
’ . ) B okozna.)
T A clsjn__tnfugalas utan frakciokat Egyes esetekben folyamatkdzti detektalast
gyujtunk 27 . Pl )
végzUnk — Ulepedés kovetése
» Vér-frakcionalas
*  Sejtmagok elvalasztasa a citoszol Riboszomak, membran vezikulak, fehérjék,
Példak komponensektdl DNS, nanorészecskék, virusok kinyerése,

illLanalitikaja

Felhasznalas

Féként preparativ

Analitikai vagy preparativ

=y SEMMELWEIS

GYETEM 17¢
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Centrifugalas — gyakorlati aspektusok - V.

Centrifugak

Ultracentrifuga

30 kg

Eppendorf 5427R

*+  RPM:max.16.220
RCF: max: 25.000 x g
-10 °C to 40 °C

Eppendorf Minispin

*+  RPM: 800-13.400
RFC: max.12.100 x g
Room temperature
4,3 kg

Beckmann Coulter Optima XPN
*  RPM: max.100.000
« RFC:max. 802400 x g
« 0°Cto40-°C
485 kg

. SEMMELWEIS

& EGYETEM 17¢€
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Cél: Molekula/részecsketémeg

Sample meniscus.

Szedimentacios sebességi modszer

Sample menbseusg e oo

meghatarozas
Meniscus
n Tmmd:ll Depletion
/ y 1 diffraction Boundary
i A grating
/1 I
I | i Incident Sample
/ //,l i | /Q light detector Solvent meniscus Reference (blank)
I ! Blank  Sample,
/ol
// ll' ’4’,

Figure 1: Two-sector centerpiece

Figure 2: Depletion during AUC

Sample/reference
cell assembly
| TVS Rotor

o
=)
iy °
v 't g 025
<
- g
J 2 0.00
¥ - -

T

Imaging system for

* F Baseline
radial scanning

slit {(2nm)

Aperture

Xenon
Mash lamp

Photomultiplier tube
-0.50

4
A L e e e
Boundary
075 + [

Gravity

l.‘

Time 1 Time 2 Time3  Time4

Plateau

o ~/ o,
£ o/ o =
i < s § &
ISEINS 5
IS

Solvent meniscus

¢y SEMMELWEIS
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e
61%62 63 64 65 66 67 68 69 10 71
Radius {em)

Somdeb M. Methods in enzymology 469 (2009): 209-36 .

https;//www.coriolis-pharma.com/analytical-
services/aggregate-analytics/analytical-
ultracentrifugation-sv-auc-se-auc

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

1. S meghatdarozasa ultracentrifugalassal:

LA L ]
s=p=m(1-2)

2. Fejezzik ki a témeget:

_fs
—bo
(1-20)

3. Sziikséges ismerni: f, p és p,tényezéket

m =

* po:kdnnyen meghatarozhatd mo

Po = W
*  p:meghatdrozhatd slrlséggradiens
centrifugalassal
« fadiffuzids egyltthatébdl (D) szamolhato:
_ kT RT
~D ND

. SEMMELWEIS

EGYETEM 176

Szedimentacios sebességi modszer — 1.

RTS

4. m kifejezhetd, mint: m = ——oC
ND(1 — 70)

Caveat: S koncentraciofliggd - extrapolaljuk O

koncentraciéra
6.5 r . T . r r . r
6.04 - .
55 =
s50] =~ ]
4.54 N b
4.04
35
3.0
251 . -
20 e ]
15] antibody 1 O 'k =53mlL/g, 5 =5518 ™~ h ]
10] antibody2 ® 'k =52ml/g s =518S -2 ]
0.5 ]
20 0 20 40 60 80 100 120 140 160

protein concentration [g/L]

Schilling, K. (2015). PLoS ONE. 10. e0120820.10.1371/journal.pone.0120820.

© Monomer 4
- linear fit

s[S]

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
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Differencialcentrifugalas

Cél: Egy szuszpenzé/folyadékelegy dsszetevsinek szétvalasztasa

Homogenization Differential Centrifugation (in each step)
—_

Supernatant Supernatant - Supematant
transferred transferred transferred

1000 | ¢ || _20000g | .|| 100000g | || 1500009

{ 10min [/ (2 [[ 18min" | f (s 60min | . . 3hrs
o )
Sl A4
‘U &3
RS LGy ]

Tissue Cells Homogenate  Pellet containing  Pellet containing Pellet containing Pellet containing

nuclei and cellular mitochondria and microsomes ribosomes
debris chloroplast (if plant
cell)

https;//www.broadlearnings.com/lessons/centrifugation/

SEI\‘H\‘IFI W ]‘[\ Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
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Sebesség-zonalis (Rate Zonal) centrifugalas

Sdruséggradiens centrifugalas— .

Sdrdséggradienst hozunk létre centrifugacsében
(kozegek: cukrok, polimerek, CsCl)
Rarétegezzuk a mintat (max. 10%)

A részecskék az ultracentrifugalas soran kulénbozé

sebességgel fognak Ulepedni a tdmeguk (azonos 8
k3
sUrldség esetén) és alakjuk szerint. 3
2 Density
Savok = azonos tomegl (méretl) részecskefrakciok g ‘ondiont
o
Mivel p > p,, minden részecske lellepedik a csé aljara,
ha tul hosszan centrifugalunk )
L L P . A s 1. Centrifuge 2. Sample
pPéldak: fehérjék, sejtalkotok szeparalasa wbe filed  applied
with density to top of
gradient gradient
solution

i : ! SE]\'H\‘IFL\’\]‘[\ Biofizikai és Sugarbiolégiai Intézet
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Sample zone

3. Under centrifugal
force, particles
move at different
rates depending
upon their mass

18
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Sebesség-zonalis (Rate Zonal) centrifugalas

* SUrUséggradienst hozunk létre centrifugacsében
(kozegek: cukrok, polimerek, CsCl)

» RarétegezzUk a mintat (max.10%)

A részecskék az ultracentrifugalas soran kulénbdzé

sebességgel fognak Ulepedni a tdmeguk (azonos

sUrlség esetén) és alakjuk szerint.

Savok = azonos tdmegl (méretl) részecskefrakciok

Mivel p > p,, minden részecske lellepedik a csé aljara,

ha tul hosszan centrifugalunk

« Példak: fehérjék, sejtalkotdk, nanorészecskék

szeparalasa

-~ + SEMMELWEIS

EGYETEM 176

A)

3cm

2em

Gold nanoparticles separated by centrifugation in an

1min

2 min

4min

Sdruséggradiens centrifugalas— Il.

bk

0min

6min 8 min

= =
suspension of NP
- = -

top
kY
K-

\
v‘ Ve
v

top
- - -’
middle '
A bottom
bottom
!

aqueos three-phase system

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

O Akbulut, et al. Nano Letters 2012 12 (8), 4060-4064

Izopiknikus centrifugalas

* lzopiknikus = azonos sUrlségu

A gradiensformald koézeg és a minta homogén
keverékét helyezzUk a centrifugacsdbe

A slrlséggradiens a centrifugalas soran alakul ki

A részecskék Ulepednek vagy felUsznak mig el nem
érik a slrlséguknek megfeleld réteget.

Savok = azonos sUrlségl részecskefrakciok

Az egyensuly kialakuldsa utdn megtartjak a
pozicidjukat

pPéldak: nukleinsavak szétvalasztasa CsCl-ban

.. SEMMELWEIS

2 EGYETEM 176
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~——————————— Centrifugal force

1. Uniform
mixture of
sample and
gradient

~

. Under centrifugal

force, gradient
redistributes

and sample
particles band

at their

isopyenic positions

Sdruséggradiens centrifugalas— Ill.

20
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Sdruséggradiens centrifugalas— IV.

Meselson-Stahl experiment, 1958

. . . E. yioh growing Transfer to Continue growth
e P in 1SN mediumt 4N medi 1IN med
Izopiknikus centrifugalas e e

Light DNA
-1 “N-15N hybrid DNA
—| Heavy DNA

* |zopiknikus = azonos sUrlségu

* A gradiensformalé kdzeg és a minta homogén

DNA separates based
on density in the
centrifuge tube

Centrifuge

keverékét helyezzuk a centrifugacsébe

* AsUlrUséggradiens a centrifugalas soran alakul Ki

*  Arészecskék ulepednek vagy felUsznak mig el nem L/*

Cenlnluge

érik a slrlUséguknek megfeleld réteget. ! / f{\
» Savok = azonos sUrlségU részecskefrakciok ' “}5” ”\(5"
aly ki : : ia . SIS

* Az egyensuly kialakulasa utdan megtartjak a
Q O
T Belere (ransler Dne generation after Two generations after ,/ N ~ \
pozicidjukat transfer to N transfer to N gy R
58 B8
+ Példak: nukleinsavak szétvalasztasa CsCl-ban — — G 6 <§ <))
] §)\ OO
A

Chang-Hui Shen, Nucleic Acid-Based Cellular Activities, in: Diagnostic Molecular Biology, Academic Press, 2019,

E: ! SEI\‘H\'IFL\’\ ]‘[\ Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
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Elektroforetikus modszerek

» Elektroforézis: vandorlas elektromos tér hatasara N

e . . . e N Elektromos er6 Surlédasi eré
» Biologiai molekuldk — altaldban toltottek fizioldgias

o . =28 E=fwv
kérulmények kozott (_) <« @ > (.|.)

o TOltott részecske elektromos térben vandorol.

* Ha a toltéseloszlas aszimmetrikus a részecske
A toltott részecske az ellentétes toltésu elektrod

orientalddik a térben felé vandorol
» Avandorlas gyorsuld sebességgel torténik, amig F és J

F. ki nem egyenlitédik — de nem egyensulyi mdédszer —l Er6egyensuly esetén:
«  Akoérnyezet tdltései kdrbeveszik a részecskét » ZeE=f-v

retardacio /—; )
+ Részecskék elvaldsa: eltéré mobilitasuk szerint. Elektroforetikus Ug = % = % [%]
* Analitikai és preparatdrikus modszer is lehet. mobilitas:

(Ue=Ze-u)

: ! SE]\‘H\'IFL\’\]‘[\ Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
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Elektroforetikus modszerek — II.

Szabad elektroforézis

« All6fazismentes elvalasztasi technika sample

. . e . carrier medium
» Folyadékcellaban-laminaris aramlas
cathode - X

* Kulonbozoé dsszetétell (pH; ionerdsség, stb.)
folyadékrétegek alakithatdk ki (lehet nativ és
denaturald pl.)

« Aramlasra meréleges elektromos tér (nagy U)

+  Arészecskék a toltéssiriséguk és/vagy izolektromos electrical field
pontjuk szerint szeparalddnak potom plets

+ Elvalasztasi tartomany széles: ionoktdl sejtekig top plate

Kwon JS., Bowser M.T. (2016) Encyclopedia of Nanotechnology. Springer, Dordrecht

» Alkalmazas: fehérjekomplexek, membranfehérjék,

antitest-izoformak, sejtek és sejtalkotok elvalasztasa...

EGYETEM 176
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Elektroforetikus modszerek — IlI.

Gélelektroforézis

P T . L. . Power supply
» Elvalasztas allofazison (gél matrix) torténik

« A gélfizikai barrier » lassitja a részecskék mozgasat -
* Kicsiny mintatérfogatok alkalmazhatok

* Nagy reprodukalhatésag

sample
wells

* Nagyfeszlltség kelt elektromos teret O electrode g

* Avrészecskék a méretUk és toltésuk szerinti -
sebességgel vandorolnak és vallnak el

» A szétvalt frakciok sdvokat képeznek - fixalhatdk, /
festhetdk, akar kinyerheték tovabbi eljarasokhoz. of mevement paptrode

+ Alkalmazas: makromolekuldk (DNS, RNS, fehérjék) Sg;ﬂjf]'n/ Electrophoresis tank
és fragmentumaik elvalasztasa Genome Research Limited

* Féként analitikai modszer, de preparativ célokra is.

i : ! SEI\'H\'IF]\’\I‘[\ Biofizikai és Sugarbiolégiai Intézet
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Elektroforetikus modszerek — V.

Gélelektroforézis folyamata

FLrLrLnnL
Gel cassette
— Anode
/l 1 buffer
Negative I
electrode
I = chamber
Anode [+
Tank

Hamilton
syringe

Cathode
buffer

Power source

Saparate protein
bands

y SEMMELWEIS
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Kwon JS., Bowser M.T. (2016Encyclopedia of Nanotechnology. Springer, Dordrecht

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

Gélektroforézis - gélek

Agaroz (0,5-3%)

«&, SEMMELWEIS

& EGYETEM 176¢

Elektroforetikus modszerek — V.

* Természetes, algakbdl kivont poliszacharid

* Heterogén poérusmeéretl gélt képez

*  Koénnyen kezelhetd, nem toxikus

« Elsésorban nukleinsavak (>50bp), illetve >200

kDa tdmegu fehérjék elvalasztasara

3 different restriction £
enzyme digests of E
plasmid DNA =
— o
wells
-
N
DNS
hossza
S
©
=y
E
<
2
(=]
v
+

Digital image of 3 plasmid restriction digests run on a
1% wlv agarose gel, 3 volt/cm, stained with ethidium
bromide. The DNA size marker is a commercial 1 kbp
ladder..

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
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Elektroforetikus modszerek — VI.

Gélektroforézis - gélek

Agaroz (0,5-3%)

Természetes, algakbdl kivont poliszacharid
Heterogén pdérusmeéretl gélt képez

Konnyen kezelhetd, nem toxikus

Elsésorban nukleinsavak (>50bp), illetve >200
kDa tomegu fehérjék elvalasztasara

Southern blot: elektroforetizalt DNS
fragmentumok atitatasa celluléz-acetat lemezre
> hibridizaltatas DNS probakkal » azonositas

radioaktivitas alapjan

EGYETEM 176

Electrophoresis gel

1 % m 4 ~

A Nitrocellulose filter A
Z <

-

-
A\ 3
-
-

Pt Hybridize with unique
nucleic acid probe

Probe hybridized
to complementary

2
DNA sequence

Blotting paper %
N -

-

A 7 O‘

} = -

3

DNA transferred
to filter

| Expose to X-ray
film

= Autoradiogram

Southern blotting technique (Image source: National Human Genome Research Institute)

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
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Gélektroforézis - gélek CHz—HG
C=0
NH:

Poliakrilamid 2 ln

Akrilamid és biszakrilamid polimerizacicjaval
Kovalens kotéssel térhalositott gél

Egyenletes pérusméret - a monomerkon-
centracidval szabalyozhato

Akrilamid neurotoxikus

A poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)
hatékony, rutin modszer fehérjék elvalasztasara
(5- 2000 kDa-ig)

A fehérjék nitrocelluléz vagy PVDF membranra

blottolhatok, jelolheték » Western blot

2 EGYETEM 176

Semmelweis Egyetem | Biofizikai és
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SDS PAGE of proteins (ladder at left side
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Elektroforetikus modszerek — VIII.

SDS-PAGE o

Il_o~ Na®

H3C{\4{O\O/S:\O
* PAGE denaturald kdzegben
« Natrium-dodecil-szulfat (SDS): Erds, ionos
detergens - kiteriti a fehérjelancot, nem ionos
kotések felszakadnak, micellat képez korulotte -»
erés (kb. -1tdltés/aminosav) negativ toltést ad
neki

+ Merkaptoetanol: diszulfidhidakat redukalja

» Alkalmazas: fehérjék molekulasulyuk szerinti

szétvalasztasa, molekulasuly meghatarozasa

-+ SEMMELWEIS

EGYETEM 176¢

Proteins -

Folded with positive +
and negative charges

Reduced by 2-mercaptoethancl
(disulfide bonds are reduced)

&5t — [-sHHSE

S

Unfolded to a linear structure with negative charge proportional
10 the polypeptide chain length

0= 0= 0= 0O-1- 0-0- Q0=
- 0-G-C-0-0

B T B e

Molecular weight markers

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

- 5 + * 5.5 Disulfide bond

@ o
C:
SDS with negative charge

G

5Q-Q-Q-
o0

3Q-Q-0-
650

https://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/sds-page.html

Elektroforetikus modszerek — IX.

Izoelektromos fokuszalas

*  Szamos makromolekula bir mind savas, mind
bazikus csoportokkal » az 6ssztdltés a pH
flggvénye lesz

* |zoelektromos pont: az a pH, ahol a molekula

netto toltése O

.. SEMMELWEIS

EGYETEM 176¢

®\][~
. [
Alanin:

cation

0.5

net charge
(=]

-0.5

0 2

Generalic, Eni. "Isoelectric.” Croatian-English Chemistry Dictionary & Glossary.

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

pK;
CH;— CH—COOH =2 CH,

N, NH,
| o PK2 | °
CH—CO0~ #=% CHy—CH—CO0O0

zwitterion anion

isoelectric point

4 6 8 10 12 14
pH

30
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Izoelektromos féokuszalas

+ Az elektrofozézist pH-gradienst tartalmazo
kdzegben végezzUik » a molekulak addig
vandorolnak az elektromos térben, amig el nem
érik az izoelektromos pontjukat

* Itt egyensuly alakul ki a diffuzié és az
elektroforézis kozott

+ Szétvalasztas alapja: izoelektromos pont

+ Nagy érzékenység — akar 0,01 pl kuldonbség!

» Analitikai és preparativ célokra egyarant alkalmas

*  Féként fehérje-analitika

-+ SEMMELWEIS

EGYETEM 176¢

(R)

Low pH
(+)

(B)

Low pH
(+)

Figure 3.11

Elektroforetikus modszerek — X.

+—> s —_ 8
+—> + + —S
g +t—> +—>

D ——

===
I=——
=————1
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High pH
(=)

High pH

Kétdimenzios elektroforézis

.. SEMMELWEIS
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Equilibration
Qm@:ﬂ e T¢
® a
¢ o " e ,.® L
® o ‘
o . ..0
o
¢ . " ® ¢
.G
2 % » . .
| E & *
g L ]
E @ =
= L] * e
@ L ]
4
Protein < M
extract IEF SDS-PAGE

https://www.creative-proteomics.com/blog/index.php/two-dimensional-gel-electrophoresis-2-de/

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

Elektroforetikus modszerek — XI.

Mw

Meleady P. (2018) Difference Gel
Electrophoresis. Methods in Molecular
Biology, vol 1664.

32
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Tomegspektrometria (MS)

Alapok diohéjban

» Gazfazisu ionok tdbmegének meghatarozasara

*  Pikomol-attomol mintamennyiségekbdl

* Tomegspektrométer 6 részei:

lonforras: gazfazisba viszi a molekulakat és
ionizalja (eg.: El, ESI; MALDI)

Analizator: gyorsitja az ionokat és elvalasztja
m/z aranyuk alapjan elektromos vagy
magneses teret hasznalva

Detektor

*  Mas analitikai moédszerekkel csatolhaté (LC-MS;
GC-MS)

QEMMT—I\\ EIS

YETEM 17¢

Egy példa:

Magnet

N

»

Sample
enters Heater vaporizes
here  sample

lons accelerated

Electron beam
source

Magnetic field
deflects lightest
ions most

Detector

https://www.bronkhorst.com/int/blog-1/mass-spectrometry-and-mass-flow-control-a-closer-ion-them/

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
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MS — lonforrasok I.

Elektron ionizacié (El)

Gazfazisi mintat bombaznak elektronokkal

Kemeény ionizacid™ nagy elektronenergiak — erés

fragmentacio

Leginkabb szerves, kis tomegl (MW<600)

molekulakra

Molekulaion képzédése:

M+ e > MT +2e”

Elénydk: egyszerl, érzékeny, fragmensek -

molekulaazonositas, kereshetd ,Ujjlenyomat-

spektrumok”

Hatranyok: illékony és héstabil molekulat kivan,

tulzott fragmentacio, tomeghatar: MW <1000

Gyakran csatoljak gazkromatografidval (GC-MS)

. SEMMELWEIS

& EGYETEM 17¢€

Semmelweis Egyetem | Biofizikai és
Sugarbioldgiai Intézet

Electron Beam
e Dissociative Result

{0900}20 yren

Charged and Neutral Fragments

Precursor

Non-dissociative Result

o=

lonized Parent Molecule

Parent Molecule

By Evan Mason - Own work, CC BY-SA 4.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=37928204

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

17



2023.05.18.

MS— lonforrasok Il.

Elektrospray ionizacio (ESI)

* Analizadlandd minta folyadékfazisban oldva

* Aeroszolképzés
Analyte molecule Solvent Coulomb Naked charged
evaporation fission analyte

» Nagyfeszlltség — folyadékfazis feltoltése

Spraying nozzle

« ,Lagyionizacid” — csekély fragmentacio —

féként molekulaionok (fehérjeanalitika) T @
Chf{ﬁ":slff'e“‘ T Charged progeny
Tavl Charged droplet at droplets
«  El6nyodk: pontos, gyors, széles tdmegtartomany, aylorcone the Rayleigh limit
csekély fragmentacio e

» Hatranyok: nem szolgal szerkezeti informacioval

(kevés fragment)

»  Folyadékkromatografiaval csatolhatd (LC-MS)

E: ! SEI\‘H\'IFL\’\ ]‘[\ Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

EGYETEM 176

MS— lonforrasok IllI.

Matrix Assisted Laser Desorption lonization

(MALDI)
* A mintat energiaelnyelé matrixhoz keverik
S s S s e
» Lézerimpulzus — ablacid, deszorpcid és matrix- - mn -
. o \,35 .
ionizacio
* A minta molekuldit a matrix molekulak
gazfazisban ionizaljak (pl. proton/ion addicié) — g
= ®
P . [=}
kvazi-molekulaionok = ¢ ©
-
<§: ] ® @ @
4 ® e Molecular ions
P . .. © hd lonization ¢ ®
»  Elényok: pontos, gyors, széles tomegspektrum, © e ® ® . o e
. L. L . . X " Desorption
lagy ionizacio, neme-illékony mintakra is, szub-pM

érzékenység

» Hatranyok: kdltséges
+ Altalaban time-of-flight (TOF) detektalas

i : ! SEI\'H\'IFL\’\]‘[\ Biofizikai és Sugarbiolégiai Intézet
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Szétvalas magneses térben

» Elektromos tér (U gyorsitéfeszultség) gyorsitja a

g toltéssel bird iont, ami nek kinetikus energiaja

igy: 1 5
Epinetikus = Uq = Em v

« Afelgyorsitott ionok magneses térbe (indukcio:
B) lépnek, melynek indukciovonalai merdlegesek
a sebességuk (v) iranyara. A Lorentz eré
kdrpalyara kényszeriti 6ket.
m-v?

=—=q-1;-B

Fcentipretélis r

* A palyasugara (r) kikovetkeztethetd a részecske

becsapddasi helyébdl a detektoron. A tdmeg:

EGYETEM 176

-~ + SEMMELWEIS

MS — TOmeganalizatorok

ionforras / .
f =i
L}

fotolemez vagy 5

helyzetérzékeny !
detektor / !

magneses tér

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

Kvadropdl témeganalizator

* 4 parhuzamos fémrdd - szemben paronként
azonos potencial

» Valtozod elektromos tér - 4 pdlus

* lonok a 4 rdd kozti térben utaznak

+ Csak a megfelelé m/z aranyuak érik el a
detektort egy adott feszultségnél.

* Atobbiion a rudaknak Utkozik.

+ FeszUltség valtoztatasaval széles m/z skala

pasztazhatod végig.

.. SEMMELWEIS

2 EGYETEM 176

MS — Tomeganalizatorok Il.

|
4+
‘ N @
g lon Detector

Quadrupole
lon Source

= Resonanceion —-—-. :\:)onn-resonan(e
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* m/z arany az ion beérkezési idejébd| szarmaztathato

A. Measurement

. . Acceleration
Matrix-embedded Drift

Rellési id6 (Time-of-flight, TOF) tdmeganalizatorok

MS — Tomeganalizatorok Ill.

Laser desorptionfionization |

analyte on | ‘;:: 'r‘]'
microtiter plate target I
—>®e R
\Elec‘tmdes Detector

Time-of-flight

-+ SEMMELWEIS

EGYETEM 176¢
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Intenzitas vs. m/z hisztogram

m/z: tdmeg/téltés arany

z téltésszam g (toltés) helyett
Molekulaion csucs + fragmentumok
|zotopcsucsok — nuklidésszetétel
Spektrum analizis —

mintadsszetétel

100 — Image adapted from https://sdbs.db.aist.go.jp 31
’ base
Mass spectrum of ethanol fon
peak
80— CH;—CH,—0-H [CH,OHI
2 CZHGO M, =46 .
g [C;H50]
O 80— 45
i
=
@ b molecular
Z; ion
5 40 [CH,CH,0OH]* peak
5]
& [Mr*
B M
[CHy1* 46
20 2 ey [C;H:0T
i [CHy* [CH"| 28 43
15 26 | 25 | 30 42
| | L] mz—>> | a
0O r++ 7T
10 15 20 25 30 35 40 45
https;//docbrown.info/page06/spectra/ethanol-ms.htm
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