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Szedimentacio |.

A i acio ré ak) oldatban

) valé
4t jelenti, amely eré

6, centrifugalis erd, elektromossag)
hatéséra valosul meg. A kiiilepedett részecskéket illedéknek (Iaboratériumi gyakorlatban

pelletnek), az oldat fennmaradé részét feliiliszonak nevezziik. (sedeo (It: i;
sedimentum (It): illedék)

iszapk
(aleurolit)
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Szedimentacio Il.

Fizikai alapok

Surlodasi erd - ket érintkez6 feliilet kozott
fellépd ert, vagy az az ers, mellyel egy
kiizeg fékezi a benne mozgd targyat. Az
elmozdulés ellen hat.

1
=f- lakfaktor; f=~
C F=f-v fralakfakor; f =7
coakkis v:sebesség
sebességeknélad | u:mobilitis
Jo kozelitést!
gombre:
v

Felhajtoerd — nyugvo folyadék (vagy g4z) a benne

= [ | 1evS testre folfels hat6 erovel hat. Nagysaga a test
s B ital Kiszoritott kbzeg sdlyaval egyen's.

Fr=po-V-g Fizm.g,%
m

y="
»

po: kivzeg siirisége

Arészecske - Gravitaciés erd: pirészecske siirlsége
Glepedic
(Ha pp) F=m-g Virészecske térfogata

m:részecske tomege

g: graviticiés dllandé (9.8 ?

s Sugartiologial Intézet

Szedimentacio V.
Fizikai alapok:

Newton . trvénye: IF =m-a SF=F-F-F

erbogyensily (a=0)

L

I =

Erdegyenslyban:  IF = 0

Arészecske

Arészecske sebessége mindaddig lepedik. fov=m-g (
névekszik, amig erbegyensuly nem (Ha p>pg)

alakul ki (vagy elérjik az edény

aljat).
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Szedimentacio vs. Brown mozgas

Probléma: Brc

ian mozgés

Kicsiny részecskekre (kb. <2
im)a Brown mozgés
megakadalyozza ill. csokkenti
a szedimentaciot

Dismeter, | Brosnian | Sedinent
microns | vekociry,

S5
[T

FEUTS

T

[os (5D

FAOT
Chiceastal. Romanian J. Biophys. 2010

Gomb alaki, 1000 kgm? siirliségii részecske Brown
elmozduldsanak dtlagos kozépértéke (RMS), és a

szediment4cio sorén megtett tavolsaga LEVEGOBEN.
(p=1atm; T= 293 K)

Gensdarmes F. Nanoengineerng, 2015
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Fizikai alapok ErGegyenstlyban:  f -y =m-r-w?- (1 _@> . .
Surlodasi ers: Felhajtoers: Nehany példa:
F=fv Foemea-P w2 PO Sedimentation  Diameter
s T “ v m Po Subcellular entity coefficient (5) (um)
r F, » » s= 2 =M (1P
5 . - .
Centrifugalis erd: centripetalis (forgéshol szirmazé) gyorsuls Tt f P Nucleus 10°t0 107 312
. fnice 4 “ . Mitochondria 10°to 5x 10% 0.5-4
@ F=m-a Femerow? Szedimentéaciés allandé (S): a Lysosomes 4x10 102 10% 0.5-0.8
a=r-w? részecske szedimentacios Peroxisomes. 4x10% 0.5-0.8"
S sebességének és a centripetalis ‘::'“‘“f s () ‘;:ﬂz%ﬁ 0,02[04
forgds sugara gyorsulas hanyadosa. Az adott Ribosames 80 0.025
Arészecske . . X centripetélis gyorsulasnal az *Hinton and Mullock (1997)
Szogsebesség: gyorsabban Erdegyenstilyban: o S ISchmidt (1973)
Ellsvsdvk) y egyesulyi sebesség eléréséhez ‘Luttmann et al. (2006)
. (Ha p>
o8| a0 sgetforautss 00 Fovomerw? <, _ @) Theodor exikséges d6, “Grifith (1994)
G At ido , Svedberg [ e
18841971 =101
1026: keomiaiNobsk o Egysége: Svedberg; 1 Sv=1013s
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Centrifugalas — elméleti alapok I1. Centrifugalas — gyakorlati aspektusok — .

Erbegyenstiyban: v =m-rw?- (1 ,%) Néhany példa: Centrifugélas: 5k, emulziok, iletve to i
/ alkalmazott miivelet, amelyben a szétvalas centrifugalis er§ hatdsara kovetkezik be. A miivelet kivitelezésére alkalmazott
o eszkdz a centrifuga. A szétvalasztas torténhet analitikai és/vagy preparativ céllal
s= (1- 7>
To?
T P Rotorok:
Szedimentaciés allandé (S): a = .
részecske szedimentacios fix szogii B\
sebességének és a centripetalis S =% =
gyorsulas hanyadosa. Az adott oo
centripetalis gyorsulasnal az .
} egyesulyi sebesség eléréséhez Kilendils - . " rp
Theodor szikséges idd. H
Svedberg 4 - types.

aei-19 sge: i1Sv=1013
1026 Komainoparqy  C9YS€9: Svedberg; 1 Sv =107 Gl .. o, s Tec 8 51.4-5.1.12
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Relativ centrifugalis erd (Relative centrifugal force, RCF) [ RCF/RPM Analitikal centrifugalas Preparativ centrifugalas
RCF = revolutions per minute Osszetett mintak egyes alkotoelemeinek
g g - cél Alapvet ré: agok vizsgalata: é ita
Rou . = h tomeg, méret, alak, kblcsonhatésok) Biolégiai mintak feldolgozasa (pl
= a2 : tovabbi
Praktikus formula: RCFpax = 1,118 * Fnax(7500) :
PM : .
€ legnagyobb sugér + Szupramolekuléris komplexek |- Feneretisatitas
" molekulatomegének véltozasainak kbvetése |, ey
<8 Kiil. konforméciok és e
y s 3 . s
5 | o Példak konforméciovaltozasok detektélésa. Kf’""""’k 51?“?’3‘353
o u + Asszocidlodd molekulak/részecskék + Virus szeparalds
ro—t—s! ) g aggregacisfokanak meghatérozasa . etc
i T H : |
1 H ” - + etc.
i | H i
! e ' { } wl - ! w . « Szedimentécios sebességi modszer; « Differencialcentrifugalas
i 1L Médszerek o P i »
Szedimentacios egyensilyi modszer « Siriiséggradiens centrifugalas
g mancing sclons eppenrcom’
P AR S ———

Biofizkal és Sugarbiokbgial Intéze SEMMELWEIS Biofizikal és Sugarbioisgial Intézet

Semmelweis Egyetem | Biofizikai és
Sugarbioldgiai Intézet 2



2022. 05. 05.

Centrifugalas — gyakorlati aspektusok — IV. Lentriiugalas — gyakorlall aspekiusok = V.

Centrifugak Ultracentrifuga

Centrifugalas Ultracentrifugalas
« Nagy (egészen 1000 000 g-ig) RFC értékek
« Kisebb RCF értékek (Kb. max.65 000 g) * Kiilénleges rotorok kellenek

Hités és vakuumozas opcionalis « Vakuum és hités sziikséges (Az extrém

llemzok h as td é
Jel o + Nem kbvetjiik az iilepedés kinetikajat ZEZ;E‘;E)Q okozta gyorsulés tiimelegedést

+ Acentrifugalds utan frakeiokat gyijtink + Egyes esetekben folyamatkdzti detektaldst
végziink — iilepedes kovetése

&

K

* Vérfrakcionalas

. Sejtmagok elvalasztasa a citoszdl « Riboszémak, membran vezikulak, fehérjék,

Példak P DNS, nanorészecskék, virusok kinyerése, \\
komponensekil ill analitikéja =
+Mikrorészecskek kinyerése szuszpenziobol

Eppendorf 5427R Eppendorf Minispin Beckmann Coulter Optima XPN
*  RPM: max. 16.220 *  RPM: 800-13.400 * RPM: max. 100.000

Felhasznalas |+ Foként preparativ +  Analitikai vagy preparativ + RCF:max 25.000x g + RFC:max 12.100x g + RFC:max 802.400x g
+ -10°Ctod0°C + Room temperature + 0°Ctod0°C
- 30kg .« 43kg + 485kg
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Szedimentacios sebességi modszer Szedimentacids sebességi modszer — .

cel: £ Figure 1; Twa-sectar conterpioge y RTS
1.'S meghatérozasa ultracentrifugalassal: 4.m kifejezhets, mint:  m=—— 5
ND(1- 2%
voom [ p =)
=Y M (i P
a7\
Caveat: S koncentracisiggs — extrapolliuk 0
s .
2. Fejezziik ki a tomeget:  m = —L Koqeentraciora
a- e
3. Szilkséges ismerni: 1, p és p, tényezéket
e P, : kénnyen meghatérozhato _Mo
- I « p: meghatérozhato sriiséggradiens
RE centrfugalassal
« fadifiiziés egyiitthatobol (D) szamolhato:
—— KT _RT Fa =

AR
D~ ND protein concentration [g/L]
Schlng K. (2015 PLOSONE, 10, 60120820 10137Lfoumal pos 0120820

g
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Differencialcentrifugalas SirGséggradiens centrifugalas—I.

Cel: Egy Sebesség-zonalis (Rate Zonal)
centrifugalas f,,,:m,r,mz(l,@)
+ Stiriiséggradienst hozunk létre centrifugacsében ’

(kbzegek: cukrok, polimerek, CsCl) R
+ Rérétegezziik a mintat (max. 10%)

« Arészecskék az ultracentrifugalas soran kilonb6zé

sebességgel fognak iilepedni a témegilk (azonos ‘5
siirliség esetén) szerint. i

+ Savok = azonos tomegii részecskefrakciok l

+ Mivel p > p, minden részecske leiilepedik a cs6 i it
aljara, ha tul hosszan centrifugalunk n::ﬂﬁe’w

« Példak: fehérjék, sejtalkotok szepardlasa

SEMMELWEIS —— SEMMELWEIS

Semmelweis Egyetem | Biofizikai és
Sugarbioldgiai Intézet 3



2022. 05. 05.

Sirlséggradiens centrifugalas— Il. Elektroforetikus médszerek

- s Elektromos tér [V/m,
Izopiknikus centrifugalas _ " Po Az elektroforézis alapjai e ——
frv=moroof 1= Elektromos erd Surtédési erd

Elektroforézis: vandorlas elektromos tér hatésara

‘ neere ° F=ZeE F=fv
Bioldgiai molekulak — altalaban toltottek fiziologias (_) — @_} (+)

korilmények kozott

Izopiknikus = azonos siirliségi

A gradiensformélé kézeg és a minta homogén

keverékét helyezziik a centrifugacsébe

Egy 8ttt molekula/részecske elektromos térben vandoroln

Atdltottrészecske az ellentétes toltési elektrod fele
vandorol

+ Asiirliséggradiens a centrifugalés soran alakul ki fog
« Arészecskék iilepednek vagy felusznak mig el nem + Haatoitéseloszia arészecske J
) o 6 Erdegyensuly esetén:
érik a siiriiségiiknek megfeleld réteget. atérben ] egyensily
i P . - Avéndorlas gyorsuld sebességgel torténik, amig F és F, ki ZeE=f-v
- Savok = azonos siiriiségii részecskefrakciok 9 99 gFésF. !
] ) nem egyenitadik — de nem egyensiilyi médszer R
- Az egyensdily Kialakuldsa utan megtartjak a
- Akbmyezet toltései korbeveszik a részecskét — retardécio |  Elektroforetikus
poziciéjukat + Arészecskék az eltérd mobilitasuk szerint vinak el mobilitas:
+ Példak: nukleinsavak szétvlasztasa CsChban . cqyméstél

SEMMELWEIS [ ——— s ugsrti

Elektroforetikus modszerek — 1. Elektroforetikus modszerek — 1.

Gélelektroforézis

Szabad elektroforézis Power supply
Elvalasztas all6fazison (gél métrix) trténik

« Allsfazismentes elvalasztasi technika :WAW::'“’ B « Agél fizikai barriert képez — lassitja a részecskek i -
+ Folyadékcellaban torténik az elvalasztés —lamindris G mozgasat :
sramlas + Kicsiny mintatérfogatok alkamazhatdk
+ Akar killonbozs ésszetételi (pH; ionerdsség, stb.) - Nagy reprodukéihatésag s
folyadékrétegek alakithatok ki (Iehet nativ és denaturalo - Nagyfesziiltség kelt elektromos teret =

pl)
Az aramlasra merSleges elektromos teret alkalmazunk

et okt

« Arészecskék a méretilk és toltésiik szerinti sebességgel
anode vandorolnak és vallnak el /

Aszétvalt frakcick savokat képeznek — fixalhatok,
- Arészecskék a toltéssiiriiségiik és/vagy izolektromos ol festhetsk, akar kinyerhetdk tovabbi eljérasokhoz.
,, Kwon 5. Bowser M. (2016) Encyciopedia o Nanctechnalogy. Springer Dorrecht y
pontjuk szerint szeparalodnak Alkalmazas: makromolekulak (DNS, RNS, fehériék) és
+  Elvlasztasi tartomany széles: ionokto! sejtekig fragmentumaik elvalasztasa

(nagy fesziiltségekkel) s /)

Féként analitikai modszer, de preparativ célokra is

Elektroforetikus modszerek — IV. Elektroforetikus modszerek — V.

Gélelektroforézis folyamata Gélektroforézis - gélek doneontsesrcton ¥

plasmid DNA H

Gelcasete Agaréz (0,5-3%)
Természetes, algakbdl kivont poliszacharid

s -
: \f_ﬁ
egeve o
ecwode Heterogén porusméretii gélt képez
P O Sample © ogén p g
. ' Kénnyen kezelhets, nem toxikus

e h Elsésorban nukleinsavak (>50bp), iletve >200
i KDa tomegii fehérjék elvalasztasara

Tank Pawer source

Anode  Cuthade -
. P

hossza

Sopa

Bands

TS S———

o ol plasmid rsucion digests un an a
rose ga, S v, staned i eidium
bromide. The DIA sze marker i a commercial 1 kbp
lader

Biofizikai és Sugdrbioigial Itéze
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Elektroforetikus modszerek — VI.

Gélektroforézis - gélek

Agaréz (0,5-3%)

+ Természetes, algakbdl kivont poliszacharid

« Heterogén porusméretii gélt képez

* Konnyen kezelhet, nem toxikus

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

+ Southern blot: elektroforetizalt DNS

fragmentumok éatitatasa celluléz-acetat lemezre

—» hibridizaltatas DNS probakkal — azonositas
radioaktivitas alapjan

Southen boing tectviaue (Inage source: Natonal Wuman Genome Research stute)
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Elektroforetikus modszerek — VII.

Gélektroforézis - gélek CH—HG:

c=0 B2

[ ==

N —_—
Poliakrilamid -
+ Akrilamid és biszakrilamid polimerizacicjaval
+ Kovalens kétéssel térhalositott gél ol =]
+ Egyenletes pérusméret - a - -

monomerkor i6 -

* Akrilamid neurotoxikus

+ Apoliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)
hatékony, rutin médszer fehérjék elvalasztasara
(5- 2000 kDa-ig)

« Afehérjék nitrocellulsz vagy PVDF membranra

SDS PAGE ofprotens adder at et sde

Elektroforetikus modszerek — VIII.

SDS-PAGE 2 e | el
. e~ 4 5
B e M T Y e omann e

+ PAGE denaturalé kézegben

«+ Natrium-dodecil-szulfat (SDS): Erés, ionos F

detergens — kiteriti a fehérjelancot, nem ionos g . ! .

kétések felszakadnak, micellat képez koriiltte —

erds (kb. -1 toltés/aminosav) negativ toltést ad

2000
neki To 00
+ Merkaptoetanol: diszulfidhidakat redukalja
+ Alkalmazas: fehérjék molekulasulyuk szerinti Mo s s
étva molekulasily a a hitps:/inuo.mbi o joibiofe/supportimethodisds-page him!

Biofizkal

Elektroforetikus modszerek — IX.

Izoelektromos fokuszalas

+ Sz4mos makromolekula bir mind savas, mind bazikus N o "' e
csoportokkal — az dssz16ltés a pH figgvénye lesz —
Izoelekiromos pont: az a pH, ahol a molekula netté \
toltése 0 os VP

pH
Generac, En. Isoelctic”Croatan English Chemisty Dictionary & Glossary.

Biofizikai és Sugrbioiogial Intézet

Elektroforetikus modszerek — X.

Izoelektromos fokuszalas

+ Szamos makromolekula bir mind savas, mind bazikus

csoportokkal — az Gssz1ltés a pH fiiggvénye lesz 0]

R : —- "
« Izoelektromos pont: az a pH, ahol a molekula netto LowpH| o <%= . <—~ | High pH
titése 0 +) ® t=—a —r =)
Gitése a—

+ Az elektrofozézist pH-gradienst tartalmazo kézegben
Vigezatk » 2 molsulsk g vindoroinak a2 T -
elektromos térben, amig el nem érik az izoelektromos. ) =)
pontjukat e

« It egyensuly alakul ki a diffizio és az elektroforézis
kozott

« Szétvalasztas alapja: izoelektromos pont

+ Nagy érzékenység — akar 0,01 pl kiilonbség!

Biofizkal és Sugarbiokbgial Intéze

Elektroforetikus modszerek — XI.

Kétdimenzios elektroforézis

Protéin
extract 7 SIS PAGE i

Meleady P. 2018 Diference Gol
Elecuophoresis Methods n oleculr
Bioogy.vo 166
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Tomegspektrometria (MS)

Alapok diéhéjban
+ Gézfazisii fonok tomegének meghatarozaséra
« Pikomol-attomol mintamennyiségekbdl
+ Tomegspekirométer 6 részei
+ lonforras: gazfézisba viszi a molekuldkat és
ionizélja (eg.: Elektronspray ionizacio, ESI; Matrix-

Assisted Laser Desorption/ionization, MALDI)

Analizator: gyorsitja az ionokat és elvalasztia m/z
aranyuk alapjan elektromos vagy magneses teret
hasznélva
+ Detektor
+ Mas analitikai mdszerekkel csatolhato (LC-MS; GC-
MS)
+ Tovabbi részletek: tankonyv: X/7, I11.5.

Biofizikai és i

Egy példa:

Sample
enters Mester vaperizes
here  zample

oL y

Magnesc fieid
dotiects ighest
fons masi

Desactor

ugérbioksgal Intézet

Kbszonom a figyelmet!

Dr. Boz6 Taméas
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Tdmegspektrometria (MS) — II.

Szétvalas magneses térben

Elektromos tér (U gyorsitdfesziiltség) gyorsitia a q

toltéssel bird iont, ami nek kinetikus energiaja igy:
1 2
Exinetitus = Uq = 5m - v

+ Afelgyorsitott ionok magneses térbe (indukcio: B)
Iépnek, melynek indukciovonalai merdlegesek a
sebességiik (v) iranyéra. A Lorentz erd korpalyara
kényszeriti ket. mev?

- —q-v-B

Feentipretitis

Aplya sugara (1) kikovetkeztethets a részecske

Biofizkai

ionforrds

fotolemez vagy

migneses tér

ugérbiolégiai Intézet




