Szedimentacios és elektroforetikus modszerek
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Szedimentacidos modszerek fizikai alapjai

Cél: hogyan lehet picike részecskék tomegét meghatarozni?

(joval az AFM és Rtg kora el6ttrél szarmazoé, de ma is j6 megoldas)



Tegylk a részecskét egy oldatba, és nézzik meg mi lesz:

Ha a sdr(isage
nagyobb mint az
olddszeré, akkor le
fog sullyedni: ez a
szedimentacid

Fg : gravitacios er6, Fd: surlddasi erd, Fb: felhajtoeré.



A részecske addig gyorsul, amig az
‘l er6-egyensuly be nem all.

// > (és amig el nem éri az edény aljat)

Itt lesz er6-egyensuly

Newton-Il. torvénye: 2F = m-a
és
Av

A—t—a



A surlddasi ero:

o 1 .
Altalanosan: F; = Epvz *Cq4 " A, ahol A a keresztmetszet és
Cd surlédasi egylitthato.

Alacsony sebességnél Cd ~ 1/Re, azaz Fd egyenesen ardnyos a sebességgel.
v:'L wv-L-p

Re =

Itt L a karakterisztikus hossz, ami pl egy
gémb-alaku részecske, vagy egy cs6 esetébenaz . @ Smooth
atméraé. 1.0
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2x-log, és meredekség=-1



Fg : gravitacios er6, Fd: surlddasi erd, Fb: felhajtoeré.

Newton-Il. torvénye: 2F = m-a

és

Av

— =3

At
Fg=m-g

Fd=f-v, ahol f tartalmazza Cd-t.
Archimedes torvényebdl pedig Fb = g - Pfolyadék ° Vigszecske » de Vigszecske = rn/prészecske

Az er6egyensuly ebbdl adadik:
2F =0, azaz Fg-Fb = Fd, tehat

f'U _ m_g_<1 . pfolyadék)

Prészecske




Egy baj van:
Ha a részecskék tényleg kicsik, akkor a h6mozgas elrontja a kisérletet.

Szedimentacio vagy egyaltalan nem, vagy csak nagyon lassan kovetkezik be.
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Megoldas: centrifugal




Tegyuk a részecskét egy oldatba, és centrifugaljuk:

Fg : gravitacios erd, Fd: surlddasi erd, Fb: felhajtoeré.

g = 9.8 m/s? helyett a centrifugaban
a = ro? gyorsuldast érzékel a részecske. (o a szogsebesség)

. pfolyadék )

Prészecske

f-v=m-g-<1




f.vzm_r_w2_<1_pfolyadék>

Prészecske

Ez dtrendezhet®:

¢ = v _m < pfolyadék>
— ., 2 F o
r-w f Prészecske

Ahol S a szedimentacids allandd. Egysége a Svedberg, 1Sv=1013s

(Theodor Svedberg , Nobel dij 1926)

A tomeg és a slrlség egyarant szamit! A nagyobb
részecskék gyorsabban tlepednek




RPM (x1000)

Hasznos egyenletek

rom . .
w =21 (%), rom=revolutions per minute=

percenkénti fodulatszam

RCF: relative centrifugal field = relativ centrifugalis er6
RCF = a = r®? = 41? rpm?/3600

Radius ) [ Radius Radius
Min A Ave Max
/| 37

A
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A centrifugacs6ben haladva a
sugar kicsit valtozik, evvel az RCF is.
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<4— Centrifugal Force —

Mivel a sebességgek eltérbek, igy az egyes részecskék el is valnak
A centrifugalds soran.
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centrifugalis szeparator

Centrifuge Lid
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the spinning bowl
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Az elvalasztast detektorral lehet kovetni. Sokszor egy egyszer( abszorbancia is
elegendd

300 ... 2000 pm light source

12 ... 1200 xg

sample cell

transmission
profil

CCD sensor




A hatarréteg folyamatosan mozog amig el nem éri az edény aljat
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Csak az f alaki tényez6t nem ismerjik.

Csakhogy ez a diffuzidban is benne van:

kT
f_D

Tehat ahhoz, hogy a részecske méretét meg tudjuk mondani,
meg kell mérni a diffazids allandét is.



B After Frequency

Density | efore'

Pmox. v

I. Differential sedimentation

Gradient: Shallow stobilizing, Ao 2 ia

Centrifugation: —= /ncomplete sedimeniation

Abscisso of frequency distribution: Sedimentation coefficient

2. Density equilibration

Gradient: S’eep, ,om‘} A mex
Centrifugation: Prolonged, high speed

Abscissa of frequency distribulion: Equi/ibrium densily

Hasznalhatunk sdr(iség-
gradienst is az
olddszerben.

Ekkor a részecskék a
sajat slirlségiknek
megfelelS réteghen
megallnak.

Ezt preparativ,
elvalasztastechnikai
célra lehet hasznalni.



Differenciald centrifugalas

Centrifugation
500xg 10 min
E——

N

Supernatant
Cell disruption by Centrifugation
homogenizer 10,000xg
20 min

o —

Centrifugation

Decreasing mass, decreasing density

100,000xg
in ultracentrifuge
60 min RAERAG
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Ez is egy preparativ modszer, méret szerint valasztunk el, minden Iépésben a felll-
uszét centrifugaljuk Ujra.



Egyensulyi szedimentacios modszer

Addig varunk, amig beall az egyensuly a centrifugalas soran.

Csak olyan sebességgel forgatjuk a centrifugat, hogy a diffiizié (Brown mozgas) és a
szedimentacio egy egyensulyt adjon, igy lesz egy koncentracio eloszlas, de nem iil le
minden a csé aljara.

Ekkor viszont a nettd sebesség 0, tehat a surlddasi erd is 0.

Termikus egyensulyban felirhaté a Boltzmann-eloszl3s:
(mert nehézségi er6terben vagyunk!)

ng AE

= e —
n, kT
Az energia-tagban a kdzépponttdl mért
r, ésr, tavolsagok kozott végzett munkat kell venni:

m 4
AE = ?(7”12 — 7'22)(1)2 (1 . pfolyadek>

Prészecske

Kiegészit6 anyag




Behelyettesive a Boltzmann formulaba, és In-t véve:

nq m pfolyadék
In <—> = m(ﬁz — rzz)wz <1 — >

n; Prészecske

Mivel a koncentracidkbdl (n,,n,) szamolhatd, tovabba a s(ir(iség és a sugar (azaz a
pozicié a cs6ben!) meghatarozhatd, igy a tomeg az egyenletbdl megkaphato.

Vagyis ehhez a modszerhez nem kell diffuziét mérni, pontos tomegmérést tesz
lehetévé (kb.1-2%), de tudni kell a slirliséget.

Ha nem tudjuk akkor legalabb kétféle olddszerrel
kell mérni. (és igy két egyenlet, két ismeretlen lesz)

diffusion

i —

koncentracio

———
sedimentation

Sugariranyu tavolsag a cs6ben

Kiegészit6 anyag
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Tubes placed in ultracentrifuge and rotated at high
speed; Sample is separated into its two components
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Density (g/cm?)

L 2D centrifugaldsi eljaras
[ Szétvalasztas S alapjan
1.9 = differencial-centrifugalas
DNA < 4 77 77 7 L4
1.7 = —— Ribgsmmesand Aztan a s(irliség alapjan:
polysomes
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Sedimentation coefficient (S)

Low-density  High-density

solution solution Separation of
\ / the components by Separated components
densuty are collected as fractions

in a series of tubes

el
o@ .

Centrifuge tube .
Density-gradient :

(A)

Sample Iayerlng




Electroforetikus eljarasok

%

ﬂeZE

Az elektroforetikus mobilitast a sebesség, és az azt |étrehozd
elektromos tér hatarozza meg.



Semleges olddszerben

E

Ffriction electric

Polaris olddszerben van egy plusz visszatarté eré

-

Electric Field

Elaciresiaiic
Fianes




(szabad) aramlasos elektroforézis

bottom plate
top plate



Power source

Sample wells in gel
Gel slab \ Cloth wick

\ %

Electrolyte 4N
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N
@

4

o




Gél elektroforézis

Ez a kromatografias eljarasok csaladjaba tartozik

solution gel slots containing DNA samples

— electrode
(U0

WA \ . movement of DNA

+ electrode
(11}

shorter
bands

2007 Encyclopadia Britannica, Inc.

Kromatografia: kolcsonhatas az allé matrix, és a mozgo oldat kozott, ami elvalasztast
eredményez.



) Gél toltés
futtatas

jelolés (itt pl. in-situ)




Gélben jel6lni nem konnyd.

,Blottolas” : atvisszik (és fixaljuk) a gélben kialakult mintazatot egy
stabil hordozd membranra. Ebben a mintazat mar nem valtozik meg.

Ezutan biztonsaggal jelolhetd akar sok |épésben is.



Southern blot (Edwin Southern)

DNA
fragments from GEL to
PROBE Membrane
el
Membrane with Radiolabeled probe
DNA bands Incubated with Bound DNA Bands
Bl trensferredtoit Membrane  |§ areExposedon Film




Southern Blot (DNA)

(A) unlabeled DNA e,
cutwitha g0
restriction
nuclease

labeled DNA of known sizes ==y . agarose
as size markers gel

DNA FRAGMENTS SEPARATED BY AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS

|

paper with tightly bound DNA

agarose
gel

LABELED DNA PROBE

HYBRIDIZED TO
SEPARATED DNA FRAGMENTS SEPARATED DNA

BLOTTED ONTO NITROCELLULOSE PAPER

alkali solution
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CGGGGAATAATTATCTCTAACTATATCCTATATAT GTCAAGCCCTGGTAAGGTTCCTCGC GTATCATC GAATTAAACCACATGCTCCAC

| A

CGCTTGTGC GGGCCCCCGT CAATTCCT TTGAGTTTCACT CTTGCGAGCATACTCCCCAGGCGGCACAC TTAACACGTTAGCTTCGGTACTAACTTTY
1s 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190

il B ol

ch!uhuwtn CA382, complete genome

Sequence ID 9!0736&:&« of Masches: |

Range I 44510710 445201GenBankGrgphic

Score E xpect Identities Gaps Strand

342 bus(185) Se91 185/185(100%)  OV185(0%)  PluvPlus

Query 1 GGGGAATAATTATCTCT AACTATATCC TATATATGTCAAGCCCTGGTARGGT TCCTCGEG 60

LR R R RN R RN N R RN RN RN AR RN R R
Sbjct 445107 GGGGAATAATTATCTCTAACTATATCCTATATATGTCAAGCCCTGGTAAGGTICCTCGCG 445166

Query 61 TATCATCGAATT AAACCACATGCT CCACCGCT TG TGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAG 120
L R R R N RN RN AR RN RN
Sbjct 445167 TATCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCOGTCAATTCCTTITGAG 445226

Query 121 TTTICACTCTTGCGAGCATACTCCCCAGGCGGCACACT TAACACGTTAGCTICGGTACTAA 180
LR R R R AR R R R RN R R RN RN AR AR RRR RN
Sbjct 445227 TTTCACTCTTGCGAGCATACTCCCCAGGUGGCACACT TAACACGTTAGCTTCGGTACTAA 445286

Query 181 crITT 185
T
Sbjct 445287 CTTTT 445291



Western és Northern blot: jaték az eredeti elnevezéssel

Western blot: fehérje kimutatas

(a) ELECTROTRANSFER (b) ANTIBODY DETECTION

Incubate with
Ab, {Y) and then wash excess Ab,

LB < N

Electric
current

Incubate with enzyme-linked

SDO-polyecrylamidag®  Porous Abs, (Y) and then wash oxcess Ab,,

membrane - .
shoot and then activate color reaction
tcl DEVELOPMENT
Add

substrate
__t.



Northern blot: RNS kimutatas, expresszids mintazatok meghatarozasa

RNA Extraction

Nmmm— S — —

Electrophoresis

— —9
—®
)
e Labeled probes
e
e -_— RNA separated by size
e Visualization of labeled
RNA on X-ray film

Northern Blotting
(Transfer of RNA to membrane)

‘




Két dimenzids elektroforézis:

Az elsé elvalasztas utan az egyik csikot ,kivagva” egy masodik elvalasztast is
végzink mas kortilmények kozott.

Two Dimensional Electrophoresis

(1) IEF or IPG (2) SDS-PAGE
17-72 hr 6 hr




Izoelektromos fokuszalas
pH gradiens

Ott all meg a molkula ahol eléri az izoelektromos
pontot.

Nagy elvalaszté-képességli mddszer, akar egy elemi
toltés-kilonbséget
is ki lehet vele mutatni

2§

Izoelek-
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Savas

bazikus

| Ancde ) )

hely a gélben

( Cathode () )




(A)

LowpH | o" —o—@ - <~ |High pH
(+) E3 - + > + — > (-)

alacsony
pH

Low pH High pH
(+) (=)

Figure 3.11
Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company




Kapillaris-elektroforézis

Sample Zone
UV Detector

Data Acquistition

Capillary
Inlet

Capillary

Buffer Reservoir
for Anode

High Voltage
Power Source

Outlet

Buffer Reservoir
for Cathode




BUCTOSS

fructose
glucose
galactose
lactose

-

Time / min

Elektroforetikus spektrum:
A detektor alatt id6ben eltolva haladnak at a
minta komponensei, mérettdl és toltéstol

figgben.

1

10

Automatizalhato, parhuzamosan
tobb minta elemzésére is
hasznalhatd

; Fluorescence Excitation




