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Szedimentacio l.

A szedimentacié részecskék (molekulak) oldatban (szuszpenzioban) valé

Ulepedésének folyamatat jelenti, amely valamilyen er6 (gravitacis, centrifugalis el
elektromossg) ha

valésul meg. A kilepedett részecskéket Uledéknek
(laboratériumi gyakorlatban pelletnek), az oldat fennmarads részét feluluszonak
nevezziik. (sedeo (It): Ul; sedimentum (It): ledék)

iszapks
(oleurolit)

3.5

=LA =
Virgin Formation,

Utah délnyugati része , USA

Fizikai alapok:

Surlédasi erd - két érintkez6 feliilet
kozott fellépd erd, vagy az az ers, mellyel
egy kézeg fékezia benne mozgd
targyat. Az elmozdulas ellen hat.
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falakfaktor, f=o.

visebesség

F=f-v
C ©=f wmobilitis =
Csak

Kis

sebességeknél Arészecske
ad 6 kozelitést! . Glepedik.
gombre: 4 (Ha p>po)
w=—
6y
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Szedimentacio ll.

Felhajtéers - nyugvé folyadék (vagy gaz) a benne
16v6 testre felfelé hat6 erével hat. Nagysaga a test
altal kiszoritott kézeg stlyaval egyenls.

Fr=poVegl g _pm.g.20
7 9,

m
14

»
po: kivzeg siirisége
Gravitéciés eré: prrészecske siirlisége

E=m-g Virészecske térfogata
m:részecske tomege

g: graviticiés dllandé (9.8 ?

Szedimentacio lll.

Fizikai alapok:

Newton Il. SF=m-a SF=F-F-F
térvénye:
ersegyensily (a:0)

Erdegyensilyban: IF =0

Arészecske
Glepedik.
(Ha p>pg)

Arészecske sebessége

mindaddig névekszik, amig

er6egyensuly nem alakul ki

(vagy elérjiik az edény aljat)
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Szedimentacio vs. Brown mozgas

Probléma: Brownian mozgas

Kicsiny részecskekre (kb.
| <2m) a Brown mozgas
megakadalyozzail
csskkentia
szedimentaciot.

Dismeter, | Brosnian | Sedinent
microns | vekociry,
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Chiceaet al. Romanian J. Biophys. 200
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Brown elmozdulésanak atlagos kozépértéke
(RMS), és a szedimentacio soran megtett
tavolsaga LEVEGOBEN. (p=1 atm; T=203 K)

b alaku, 1000 kg/m? siirliségu részecske

Gensdarmes F. Nanoengineering, 2015
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Centrifugalas — elméleti alapok I.

Fizikai alapok:
Surlédasi eré:

F=f-v
r| |F
ST T Bl Centrifugilis er

®

a=r-w?

Felhajtéers:

I"/:m-A4ll:m-)'-tx)‘4@
p

E=m-r o

forgés sugara

Arészecske

. - gyorsabban

Szégsebesség: Yoreabea

220 | 89 szogelfordutss (Hap>p) foo=mrw? <1 _ "°>
At At id6 ,

SEMMELW

entripetalis (forgéshol szirmaz6) gyorsulés

Centrifugalas — elméleti alapok II.

Erdegyensdlyban: f-v=m-r-w

Szedimentaciés allandé (S):
a részecske szedimentacios
sebességének és a centripetalis
gyorsulés hanyadosa. Az adott

centripetalis gyorsulasnal az

} egyenslyi sebesség eléréséhez
Theodor sziikséges idd.
Svedberg

vodbers Egysége: Svedberg; 1 Sv =101 s
1926: kémii Nobel-cj

Néhany példa:

garbiolégiai Intézet

Centrifugalas — elméleti alapok .

ErGegyenslyban: f.v=m-r-w?- (1 ,ﬂ)

Néhany példa:
Sedimentation  Diameter
5 m <1 Pn) Subcellular entity  coefficient (5) (um)
Tt f » Nucleus 1010 107 312
. S, . Mitochondria 10110 5 % 10% 054
zedimentaciés allandé (S):
s (5 Lysosomes 4x10°12x10% 0508
a részecske szedimentacios Peroxisomes 4x10% 0.5-0.8
sebességének és a centripetalis Vieuses 4210 >1000 002-0.4
o Nucleic acids (free) 350100 n/a
gyorsulas hanyadosa. Az adott Ribosomes 50 0.025

centripetalis gyorsulasnal az “Hinton and Mullock (1997)

ilyi sebesség eléréséh tschmidt (1973)
egyensulyi sebesség eléréséhez attmann exar, (2006)
Theodor sziikséges idd. “Grifith (1994)
Svedberg Egysége: Svedberg;1Sv=10T s e Jorice s stenara

1884-19:
1926: kémiai Nobel-dij

Centrifugalas — gyak

orlati aspektusok — I.

Centrifugalas: Szuszpenziok,emulziok, illetve t

ponensii 6 srészeinek

szétvalasztasara alkalmazott mivelet,amelyben a szétvalas centrifugalis eré hatasara kovetkezik be. A muvelet

Kivitelezésére alkalmazott eszkoz a centrifuga. A szétvalasztas torténhet analitikai és/vagy preparativ céllal

Rotorok:
fix sz8gii R\
kilendiilé M

otor-types

rbiologiai Intézet

Centrifugalas — gyakorlati aspektusok — II.

Relativ centrifugalis er (Relative centrifugal force, RCF) Nomograph RCF/RPM meghatarozashoz

RCF = revolutions per minute

RPM_, 3
Praktikus formula: RCFpgx = 1,118+ Tinge(——) :

1000
PM
CJ' legnagyobb sugér
P
I
! o
! H
' 1 :
iy ®» .,
i T H :
; : e
i |
e 1 :

~foree

Centrifugalas — gyakorlati aspektusok — Il1.

Analitikai centrifugalas

Preparativ centrifugalas

Alapvet6 részecsketulajdonsagok
cél vizsgalata: tomeg, méret, alak,
kolesonhatasok)

Osszetett mintak egyes alkotéelemeinek
kinyeréseftisztitasa.

Biolégiai mintak feldolgozasa (pl

komponer tovabbi oz,

+ Molekula/részecsketomeg
meghatarozas

Szupramolekularis komplexek
molekulatomegének valtozasainak

Szubcellularis frakcionalas

Fehérjetisztitas
DNS tisztitas

Szedimentaciés egyensalyi médszer

L kévetése
Példak Kil. konformaciok és . KéHo\dok szeparalasa
konformaciévaltozasok detektalasa * Virus szeparalas
+ Asszocialédé molekuldk/részecskek . etc
aggregaciofokanak meghatarozasa
* etc
A Szedimentécios sebességi médszer; « Differencialcentrifugalas
Médszerek

Suraséggradiens centrifugals

rbiologiai Intézet

Semmelweis Egyetem | Biofizikai és
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Centrifugalas — gyakorlati aspektusok — IV. Centrifugalas — gyakorlati aspektusok — V.

Centrifugak Ultracentrifuga

Centrifugalas Ultracentrifugalas
+ Nagy (egészen1000 000 g-ig) RFC értékek
Kisebb RCF értékek (Kb. max650000) . Kyisnleges rotorok kellenek
B Hités és vakuumozas opcionalis + Vakuum és hiités sziikséges (Az extrém
Jellemzék « Nem kévetjikaz Glepedés kinetikajat. sebesség okozta gyorsulas tulmelegedést
« Acentrifugalas utan frakcikat okozna.)

gydjtank + Egyes esetekben folyamatkézti detektalast
végziink — tlepedés kovetése

« Ver-frakcionalas

+ Sejtmagok elvalasztasa a citoszol + Riboszémak, membran vezikulak, fehérjék, .
Példak komponensekts DNS, nanorészecskék, virusok kinyerése, il \,/
Mikrorészecskék kinyerése analitikdja
szusz| 5b6! Eppendorf5427R Eppendorf Minispin Beckmann Coulter Optima XPN
penziohol
+ RPM: max. 16220 - RPM:800-13.400 - RPM:max.100.000
RCF: max: 25000 x g + RFC:max.12100x g +  RFC:max.802.400x g
Felhasznalas |- Foként preparativ « Analitikai vagy preparativ 10 °C t0 40°C + Room temperature + 0°Cto40°C
« 30kg « 43kg -« 485kg

SEMMELWEIS Sfizikai és Sugarbiolégia s SEM WEIS ofiskai és Sugarbioldaia Intézet

Szedimentacids sebességi mddszer Szedimentacids sebességi mdodszer — |I.

Cél: Molekula/részecsketémeg ap e

igure 1; Twa-sectar conterpices < < " <14 e P RTS
meghatarozas i bl il 1S 4.m mint: m ="
v m Po a-5)
- f s=rm=7 (-5
/1 . , Caveat: S koncentracisfiggs + extrapolaljuk O

sorpie b S aciora
2. Fejezziik ki a témeget:m = (1/700) Koncentraciora
&

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

+ po:kénnyen meghatarozha(o‘go _Mo
0

s8]

+ prmeghatérozhaté sriséggradiens

centrifugalassal o nantns

+ fa diffuziés egyutthatobsl (D) szamolhaté:
_KkT_RT L N A N NI
=D =np protein concentration [g/L]

ONE 10,001

7ifournol pone 0120820,

Differencidlcentrifugalas Sdrldséggradiens centrifugalas-|I.

Cél: Egy szuszpenzid/folyadékelegy bsszetevéinek szétvalasztasa

Sebesség-zonilis (Rate Zonal) centrifugalas

3 Po
iy . Sliries ’ . ) v=m-r-w?-(1-22
Differential Cantrifugation (in each step) S(rtséggradienst hozunk Iétre centrifugacsében f ( p)

(kézegek: cukrok, polimerek, CsCl)

- Rarétegezzilka mintat (max.10%)

- Arészecskék az ultracentrifugdlés soran kilonbozé
sebességgel fognak ilepednia témeguik (azonos
stirség esetén) szerint,

+ Savok = azonos témeg(i részecskefrakciok

~—— Conttia e

+ Mivel p > p, minden részecske letilepedik a cs6 aljara,

ha tal hosszan centrifugalunk w3 arcle 3 st
« Példak: fehérjék, sejtalkotok szeparalasa e

Semmelweis Egyetem | Biofizikai és
Sugarbioldgiai Intézet 3
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SdrUséggradiens centrifugalas—|I.

Izopiknikus centrifugalas

Izopiknikus = azonos stiriségl

A gradiensformalé kézeg és a minta homogén

keverékeét helyezziik a centrifugacsébe

AstirGséggradiens a centrifugalas soran alakul ki

A részecskék Glepednek vagy feltisznak mig el nem

érik a stirGségliknek megfeleld réteget.

e

Séavok = azonos slirliségu részecskefrakciok

Az egyensdly kialakuldsa utdn megtartjak a

pozicidjukat

Példak: nukleinsavak szétvélasztasa CsCl-ban

Elektroforetikus modszerek

Az elektroforézis alapjai Elektromos tér [V/m]
Elektromos erd Surlédasi eré

Biolégiai molekulak - altalaban téltéttek fiziologias q~E F5=f'”
. ° B —@— |»

Elektroforézis:vandorlas elektromos tér hatasara

kéralmények kozott

Egy toltott molekula/részecske elektromos térben

vandorolnifog Atsltott részecske az ellentétes toltésd elektrsd felé vandorol

+ Haa \metrikusa részecske

atérben 7] Erceayensilyesetén

Avéndorlas gyorsul6 sebességgel tarténik, amig F és F, ki

nem egyenlitédik - de nem egyensulyimédszer — q-E=f-v

-« Akérnyezettoltéseikérbeveszika részecskét » retardacio _' v q

- Arészecskékaz eltérs mobilitasukszerint valnakel Elektroforetikus Y =F=F IV s]
egymastol mobilitas:

+ Analitikai és preparatérikus médszeris lehet (uer=q-u)

Biofizikai és Sugarbiolégiai Intézet

Elektroforetikus modszerek — .

Szabad elektroforézis

Allsfazismentes elvalasztasi technika SRPIES
o machum
Folyadékeellaban torténik az elvalasztas - laminéris aramlas

catas

Akar kilonboz6 bsszetétell (pH; ionerdsség, stb.)
folyadékrétegek alakithatok ki (lehet nativ és denaturalé pl)

Az aramlasra merdleges elektromos teret alkalmazunk
(nagy feszultségekkel)

Arészecskéka toltéssiriségik ésivagy izolektromos

pontjuk szerint szeparalédnak I
‘bottom plate <

Elvalasztasi tartomany széles: ionoktol sejtekig rired
Alkalmaza érjekomp 4 rjék, antitest- Kuion 5., Bawser M.T. (2016) Encyclopedia of Nanotechnlogy. Springer, Dordrecht

izoformak, sejtek és sejtalkotok elvalasztasa

Elektroforetikus modszerek — 1.

Gélelektroforézis

P supply

Elvélasztés allofazison (gél matrix) torténik

Agélfizikai barriert képez » lassitja a részecskék mozgasat § o ew

Kicsiny mintatérfogatok alkalmazhatok

Nagy reprodukalhatésag

Nagyfesziiltség kelt elektromos teret
Aré éka meéretik és toltésik szerinti

vandorolnak és vallnak el
Aszétvalt frakciok savokat képeznek-fixalhatok,
festhet6k,akar kinyerheték tovabbi eljarasokhoz.
Alkalmazas: makromolekulak (DNS, RNS, fehérjék) és
fragmentumaik elvalasztasa

——

Féként analitikai modszer, de preparativ célokra is
alkalmas IE'

Biofizikai és Sugarbiolégiai Intézet

Elektroforetikus modszerek — V.

Gélelektroforézis folyamata

= p L

Sopa

Bands

o v AT TSt f ot

Elektroforetikus modszerek — V.

3 affecent resiriction 3

Gélektroforézis - gélek enzyme digests of

plasmid DNA

Agaroz (0,5-3%)
+ Természetes,algakbol kivont poliszacharid

Heterogén porusmeret(i gélt képez
gén pe 9 P DNS

Kénnyen kezelheté, nem toxikus
hossza

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

1 013 plsiid testcton digests wn an a
106 i agarose g, S voslem, staned win eidium
bromide. The DIA sze marker i a commercial 1 kbp
Tadder

Semmelweis Egyetem | Biofizikai és
Sugarbioldgiai Intézet
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Elektroforetikus mddszerek — VI.

Elektroforetikus mddszerek — VII.

Gélektroforézis - gélek CH—HE:

Gélektroforézis - gélek

Agaroéz (0,5-3%)

Természetes, algakbol kivont poliszacharid

Heterogén porusmeéretd gélt képez

Kénnyen kezelhet, nem toxikus

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

tomegi fehérjék elvalasztasara

Southern blot: elektroforetizalt DNS fragmentumok
4titatasa celluléz-acetat lemezre  hibridizaltatas

DNS probakkal » azonositas radioaktivitas alapjan

/’17

c=0 o
[ h=—1
o f. —— —
Poliakrilamid -
« Akrilamid és biszakrilamid polimerizacicjaval
« Kovalenskétéssel térhalésitott gél - S
« Egyenletes pérusméret - a - "‘A
monomerkoncentraciéval szabalyozhato
« Akrilamid neurotoxikus -

A poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE) hatékony,
rutin médszer fehérjék elvalasztasra (5- 2000 kDa-
ig)

Afehérjéknitrocellulézvagy PVDF membrénra

DS PAGE ofprotens adder at et sde

blottolhatok,jelélhetSk + Western blot

SDS-PAGE

Wa®

PAGE denaturalé kozegben

Natrium-dodecil-szulfat (SDS): ErGs, ionos
detergens » kiteritia fehérjelancot, nem ionos
kotések felszakadnak, micellat képez koralotte »

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

Merkaptoetanol:

Alkalmazas: fehérjék molekulasulyuk szerinti

molekulasuly meg

Elektroforetikus modszerek — VIII.

Prosans -
[P L I
and pegaive crarges. { % 5

t ¥ 55 : Dmuce bond

Mot waighe manges

Nipsio mbi co obiofesupporimethosds page i

Elektroforetikus modszerek — IX.

Izoelektromos fékuszalas * B,

Alanin: - o oo == oy

+ Szamos makromolekula bir mind savas, mind "
bazikus csoportokkal + az 6ssztoltés a pH figgvénye

lesz

1z0elektromos pont: az a pH, ahol a molekula netto

toltése O

rge

net

: H 6 5

Biofizikai és Sugarbiolégiai In

Izoelektromos fékuszalas

Szamos makromolekula bir mind savas, mind bazikus

csoportokkal » az 5ssztdltés a pH figgvénye lesz

1zoelektromos pont: az a pH, ahol a molekula netté téltése
o
Az elektrofozézist pH-gradienst tartalmazo kozegben

végezziik » a molekulak addig vandorolnak az elektromos
térben, amig el nem érik az izoelektromos pontjukat

Itt egyenslyalakul ki a diffiizi6 és az elektroforézis kizott

Szétvalasztas alapja: izoelektromos pont

+ Nagy érzékenység -akar 0,01 pl kuldnbség!

Analitikai és preparativ célokra egyarant alkalmas

Féként fehérje-analitika

Elektroforetikus modszerek — X.

iologiai Intézet

Semmelweis Egyetem | Biofizikai és

Sugarbioldgiai Intézet

Elektroforetikus modszerek — XI.

Kétdimenziés elektroforézis

Protéin
extract 7

SIS PAGE . .

Meleady P. 2018 Diference Gol
Elecuophoresis Methods n oleculr
Biclogy.vo 166

Biofizikai és Sugarbiologiai Intézef
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Témegspektrometria (MS)

Alapok diéhéjban Egy példa:

Gazfazist ionok tdmegének meghatarozasara

Pikomol-attormnol mintamennyiségekbs!

Tomegspektrométer f6 részei
« lonforras: gazfazisba viszi a molekulakat és ionizalja
(eg: Elektronspray ionizacio, ESI; Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization, MALDI)

« Analizétor: gyorsitja az ionokat és elvalasztja m/z

arényuk alapjan elektromos vagy magneses teret St o
hasznalva Magresic feld
+ Detektor urh;:;;mg
+ Mas analitikai moédszerekkel csatolhaté (LC-MS; GC-MS)
+ Tovabbirészletek: tankonyv: X/7, I/1.5. closerionhem!

MS— lonizaciés modszerek |.

Elektron ioniza (E1)
« Amintatelektronokkal bombazzak

« Keményionozacié": nagy energidk — jelentés Bt
fragmentacio ; issaciative Pesn
« Féként szervesvegyliletekre hasznos (MW<600) _— }
+ Molekulaion képzédés: % R ]
®

v
M+ e~ > M* +2e” 030 T

Monfssncimive Pasu

i {8y

—

Elényék: egyszerd, érzékeny, fragmentumok segitik a
molekulaazonositast, molekula jjlenyomat spektrumok
és konyvtarak

Hatranyok: csak volatilis és héstabil molekulakra,
nagymértéki fragmentacio, MW <1000

Gyakran csatoljak gazkromatografiaval (GC-MS)

s Sugarbioldgiai Intézet

Biofizikai

MS- lonizacids modszerek Il.

Elektrospray ionozaci6(ESI)

+ Mintat folyadékban diszpergaljak

+ Aeroszol képzédik

+ Magasfesziltséget alkalmaznak o

- Lagy ionizacié" — fragmentacié nem jellemzé —
kiilonésen hasznos makromolekulak molekulaion
képzésére.

e rcgh bt

+ Elénysk: pontos, gyors, széles tomegtartomany,

csekely fragmentacio
+ Hatranyok:nem ad szerkezetiinformaciét (nincs
fragmentalodas)

+ Folyadékkromatografishoz csatolhat6 (LC-MS)

MS- lonizacids modszerek Il1.

Matrix Assisted Laser Desorption
lonization (MALDI)
+ Amintat energiaelnyel6 matrixxal keverik 6ssze

Lézerimpulzusok — minta és métrix ablacio és

deszorpcio L

+ Molekulak a gazfazisba keriilve ionizalédnak

+ Elénybk: pontos, gyors, széles témegtartomany, 3 .
lagy ionizacié, nem csak volatilis mintakra, szub- = o o Mol -
pikomdl érzékenység "?UM;“ P .

+ Hatranyok; kéltséges miiszer
Altalaban repiilési-ids (TOF) spektrométerekkel

alkamazzak

rbiologiai Intézet

MS — Analizadtorok I.

Szétvalas magneses térben

Elektromostér (U gyorsitofesziltség) gyorsitjiaa g

t8ltéssel biré iont, aminek kinetikus energiaja igy:

1 2
Exinetias = Uq = 5m-v ik
fonforris
Afelgyorsitottionok méagneses térbe (indukci: B)
Iépnek, melynekindukciévonalaimerslegesek a
sebességiik v) irdnyara. A Lorentz eré korpalysra
keényszeriti Sket. {:ﬁlﬂh‘“k‘/

mev? 26
Feentipretitis =~ q-v-B d r

A palya sugara (1) kikbvetkeztetheté a részecske

migneses ér
becsapédasi helyébdl a detektoron. A témeg pedig:

MS — Analizatorok II.

Quadropule tomeganalizator

+ 4 parhuzamos rudelektréd

Oszcillalo elektromostér a rudakon - szemkozti

rudak ésszekapcsoltak — quadropslus képzédik

Toltott részecskeék a rudak kozott utaznak

Csak bizonyos m/z hanyadosu részecskek érik el

a detektort,

p—

P

A tobbi részecske a rudakba csapodik.
N —

U-t valtoztatva széles m/z tartomany

szkennelhetévégig
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MS — Analizatorok Ill.

ime-of-flight (TOF) témeganalizator
1
— U = Lm?
E=qU=5mv

+ m/z hanyados a detektorhoz érkezés idejébdl szamithats

Koszondm a figyelmet!

Dr. Bozé Tamas

Semmelweis Egyetem | Biofizikai és
Sugarbioldgiai Intézet

Relotive Intensity

100

e adaped o g St s g .
Mass spectrum of ethanol
CH,—CHy—0-K

C;HgO M, =45

Témegspektrum

2
« Intenzitasvs. m/z

+ Izotdpestcsok jelentkezhetnek

+ Spectrum analizis —

és Sugarbiolégiai Intézet

2 (charge number is used instead
of q (charge)
+ Molekulaion cstcs +

fragmenturmok

mintacsszetétel




