FEHERJEK IZOELEKTROMOS FOKUSZALASANAK ELVE
ES ALKALMAZASA VEKONYRETEGU POLIAKRILAMID
GELBEN

TOROK ATTILLANE DR.*

Az izoelektromos fokuszalas az utébbi években gyors fejlddésnek lendiilt, széles-
koOrben vizsgalt médszere a biokémiat kutatidsoknak. Foleg a fehérjeanalitika terii-
letén valt fontos és eredményes eszk6zzé, mivel amfolitok — mint pl. fehérjék, pep-
tidek — analitikai, ill. preparativ elvilasztisat teszi lehet6vé, a komponensek izo-
elektromospontbeli kiilonb6z8sége alapjan (1, 2).

Széles korii alkalmazasat indokolja, hogy a legkiilonb6z8bb tipusi fehérjék és en-
zimek vizsgalatara felhasznalhato, viszonylag egyszerii eszk6zdkkel megvaldsithato,
analitikai feloldoképessége igen jo. Ezenkiviil egyazon kisérleten beliil elvégezhetd
az elvalasztas és az izoelektromos pont meghatirozisa is, amely a molekulasuly
mellett a fehérjéknek egy masik igen fontos fiziko-kémiai jellemzdje.

Az elvalasztas 1ényege egy olyan rendszer, amelyben elektromos fesziltségkiilonb-
ség all fenn, valamint a pozitiv és a negativ polus kozott a pH folytonosan €s egyen-
letesen novekszik, vagyis egyidejiileg van jelen fesziltség gradiens és pH gradiens.
Ha az igy létrehozott rendszerben elhelyeziink egy olyan fehérjét, amelynek izo-
elektromos pontja a pH gradiens pH tartomanyan beliil van, akkor az egyes fehérje
molekulak elektromos toltésre tesznek szert. A molekula kifelé mutatott ossztoltésé-
nek jellegét két tényezd szabja meg: az egyik a fehérje molekula sajat izoelektromos
pontja, a masik pedig az a pH, amely ahhoz a helyhez tartozik, ahol a molekula az
adott pillanatban tartézkodik. Az ilymodon toltéssel rendelkezd részecske az elektro-
mos erGtér hatasara elmozdul a rendszerben a megfelelé polus felé. Elmozdulasa
kozben az eredetitSl eltérd pH-ju kozegen halad at, amelynek eredményeképpen a
molekula toltése is pontrél pontra vaitozik, egészen addig, amig nettd toltése zérova
nem valik. Ez a rendszernek azon helyén k&vetkezik be, ahol a pH a molekula izo-
elektromos pontjaval megegyezik. Errdl a pontrdl a molekula a tovabbiakban mar
nem mozdul el. Ilymddon a fehérjék a rendszer barmely pontjardl arra a helyre Gssz-
pontosithatok, amellyel izoelektromosak. Ezutan a rendszer ezen helyének pH-jat
meghatirozva, megkapjuk az elvalasztott fehérjekomponens izoelektromos pontjat.

Mivel az Gsszpontositast, vagyis a fokuszalast az elektromos tér hozza létre,
a folyamatot izoelektromos fokuszalasnak nevezik.

Fenti alapelv gyakorlati alkalmazasahoz két alapvetd feltételt kell megvaldsitani:

1. alkalmas pH gradiens létrehozasa,

2. a rendszer stabilizalasa aramlas, keveredés és minden olyan nemkivanatos

mozgas ellen, amely a kialakult pH gradienst, ill. a mar fokuszalt fehérjesa-
vokat ujra elegyiti.

* Kémia Tanszék
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1. A pH gradiens kialakitdsa

Szemben az elektroforézises eljarasokkal, amelyeknél valamely pufferoldat altal
biztositott alland6 pH-t alkalmazunk, az izoelektromos fokuszalas alapja, — amint
err6l az el6z6ekben sz6 volt — egy olyan rendszer, amelyben a pH egyenletesen val-
tozik az andd és a katod kozott, emellett egyenletes és jo vezetGképességgel, vala-
mint kielégité pufferkapacitassal rendelkezik.

Hosszas kisérletezés utan svéd kutatok szintetizaltak olyan vegyiiletsorozatot,
amely a fenti, elméleti uton megallapitott feitételeknek megfelel, majd ipari méretek-
ben torténd eldallitasat is megoldottak (3). A kereskedelemben ,,Ampholine” elne-
vezéssel keril forgalomba (LKB-Produkter, A. B., Bromma, Sweden.), és ezideig
az egyetlen alkalmas rendszernek tekinthetd, bar torténtek kutatdsok hasonlo anya-
gok létrehozasara (4). Az ,,Ampholine” tulajdonképpen kis molekulasulya (300—
600) amfolitok — alifas poliamino-polikarbonsavak — keveréke, amelyben a kom-
ponensek izoelektromos pontjai az egész kivant pH tartomanyt feldlelik, és egy-
mastdl csak egy-két szdzad pH egységben kiilénbdznek. A pH gradiens azaltal jon
létre, hogy elektromos aram hatisara a komponensek izoelektromos pontjaik sor-
rendjében helyezkednek el és igy a gradiens minden egyes pontjat egy izoelektromos
allapotban levs amfolit alkotja. Az igy kialakult gradiens hosszu ideig stabilis marad,
ha a rendszer egyébként dramlas és keveredés ellen stabilizalva van. A pH gradiens
profiljat az amfolit komponensek szama, relativ mennyiségiik, pufferkapacitasuk és
izoelektromos pontjaik hatarozzak meg.

A pH gradiens feloldoképessége

Ezen azt a A pH értéket értjiik, amellyel két, egymastol még elvalasztott fehérje-
frakcié izoelektromos pontja kiilénbozik. A pH gradiens feloldoképessége fiigg az
alkalmazott fesziltség altal létrehozott térerdsségtdl (E), a gradiens meredekségétSl
(dpH/dx), az elvalasztandé komponensek toltésviszonyaitdl és diffuziés allanddja-
tol. A feloldoképességet egy adott kisérletnél tehat csak a térerdsség és a pH gradiens
meredekségének valtoztatidsaval tudjuk befolyasolni, mivel az elvalasztandd fehérje
tulajdonsagai a diffzids allandot és az egyéb tényezGket megszabjak. Nagy mole-
kulaju fehérjék esetében, amelyeknek diffGzids allanddja kicsi, jobb elvalasztas ér-
het6 el azonos koriilmények kozo6tt, mint kisebb molekulasilyu fehérjék esetében.
Kisérleti adatok szerint, ha az egyes fehérjék izoelektromos pontja 0,02 pH egység-
gel kiilonbozik, mar sikeresen elvalaszthatok (1, 5).

Az izoelektromos pont értéke fiigg a hdmérséklettél. A hémérséklet fiiggés
mértéke azonban nem azonos az egyes fehérjékre nézve. igy nem lehet az izoelektro-
mos pontok értékét atszamolni egyik homérsékletrsl a masikra. Ezért a pH mérés-
nek mindig azon a h6mérsékleten kell térténnie, amelyen az izoelektromos fokusza-
las végbement, és ezt a hdmérsékletet kozolni kell az izoelektromos pont értékének
megadasanal (6).

2. Aramlas elleni stabilizacié

Az izoelektromos fokuszalas gyakorlati kivitelezésének masik fontos feltétele,
az elektrolit rendszer stabilizalasa nem kivanatos aramlas, ujra keveredés ellen.
Ez tobb médon megvaldsithaté. A legrégibb és ma is igen elterjedt a siiriiség gradiens
rendszer, amelyet elektromosan semleges anyaggal, egy fligg6leges oszlopban hoz-
nak létre — rendszerint szaharéz, vagy olyan nem ionos anyag oldatival, amely a
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vizsgalandé fehérjével nem lép kolecsonhatasba. Masik lehetdség a géllel torténd
stabilizalas, amelyhez alkalmazhatd polimerizalt gél vagy granulalt gél, mind oszlop,
mind vékonyréteg formajaban.

Egyetlen stabilizdlé kozeg sem mentes azonban bizonyos mellékhatasoktol.
Mivel a kozeg sokkal nagyobb koncentracidban van jelen, mint a vizsgalandd
minta, adszorpcio kévetkeztében veszteségek léphetnek fel.

A stabilizacié modszerétdl fliggden az izoelektromos fokuszalas kivitelezése, az
elvalasztott fehérjemintak értékelése és a pH meghatarozas modja igen eltérd.

A slirliség gradienssel torténd stabilizacids modszer az izoelektromos fokuszalas-
sal egyidejlileg alakult ki (5). J6 elvalasztast €s pontos izoelektromos pont meghata-
rozast eredményez, azonban korlatozé tényez6i vannak. Koltséges berendezést
igényel (hiithetd oszlop, atfolyd-kiivettas fotométer, frakcidszedd). Az oszlop iritése
kozben a mar elvalasztott komponensek keveredhetnek, egyes fehérjék az izoelektro-
mos pontjuknal bekdvetkezs instabilitas miatt kicsapédhatnak, ami zavarja az elekt-
romos transzportot. A fokuszalasi id3 hosszi (2—3 nap), tehat egyetlen elvalasztas
végrehajtasa is anyag- és munkaigényes.

A pH gradiens stabilizalasanak masik lehet3sége gél alkalmazasa (7). Legelter-
jedtebben poliakrilamid gél hasznalatos. A gél stabilizalas elGnyei: az elvalasztott
komponensek tjra keveredésének veszélye nem all fenn, mivel a fokuszalas befeje-
zése utan a gél €s ezaltal a fehérjék helyzete azonnal rogzithets. A késziilék rendkiviil
egyszerii. A sziikséges Ampholine mennyisége igen kevés. Tobb minta fokuszalasa
torténhet egyidejiileg. Egybekapcsolhaté mas eljarasokkal, pl. immuno-elektrofo-
rézissel. Ezen jelent6s elénydk mellett hatranyai is vannak: a polimerizaciéhoz
sziikséges katalizator kedvezdtlen hatast fejthet ki. A gélben torténd pH meghata-
rozasa koriilményesebb. Bar a gél molekulasziird hatdsa a modszerben nem jatszik
szerepet, nagyobb molekulasulyu fehérjék mozgasat gatolhatja a gél porozitasa.
A gél utokezelése — fixalas, festés, mosds, denzitometralas elég sok id6t vesz igénybe.
Analitikai jellegii elvalasztast tesz lehetdvé, tehat preparativ munkara nem alkal-
mas.

A vékonyrétegli poliakrilamid gélben torténd izoelektromos fokuszalas végre-
hajtasa igen egyszerii eszkdzokkel megoldhaté (8, 9, 10). A poliakrilamid gél poli-
merizacidja két, igen gondosan megtisztitott iiveglap kozott megy végbe, amelyek
egymastol 1—1,5 mm tavolsagra vannak. Az Ampholine oldatot rendszerint mar a
polimerizacié elbtt belekeverjiik a gélbe, s riboflavint alkalmazunk katalizatorként.
Az oldat poliakrilamid koncentracidja 5%-os, Ampholine koncentracidja 2%-os.
A polimerizacio természetes fény vagy UV sugarzas hatasara két ora alatt tokéletesen
végbemegy. Az elkészitett vékonyrétegli gél azonnal felhasznalhatd, vagy +4 °C-on
tarolhato, védve a kiszaradastol. Az 1%-os fehérje oldatokbdl 10—20 ul-t alkalma-
zunk 1X1 cm-es Whatman 3 MM sziirGpapir kockakon, amelyeket kozvetleniil a
gél tetejére helyeziink. A gél révidebb oldalain, az elektrédaknak megfeleld helyre
két db 1 cm széles sziirGpapir csikot helyeziink, az anddos oldalnal 5%-os foszfor-
savval, a katddos oldalnal 5%-os etiléndiaminnal megnedvesitve. Az elektrdd leg-
tobb esetben két grafitrud, de alkalmazhatd rozsdamentes acélelektrod is. A két
elekiréd egy miianyag doboz két oldalfala kozé rogzithetd. A gélréteget hordozéd
iiveglapot a gélréteggel lefelé forditva helyezziik ra az elektrodakra. A doboz aljaba
kevés desztillalt vizet ontlink, a gél nedvességtartalmanak egyensilyban tartisara.
Az izoelektromos fokuszélast 4 °C-os laboratdriumban célszerii végrehajtani, éppugy,
mint a fokuszalast kovetd pH mérést. 18 cm-es elektrddtivolsag esetében 20 mA
aramerdsséget alkalmazunk, amely a kisérlet végére, 16 6ra elteltével 2 mA-re csok-
ken.
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A pH mérés azonnal a fokuszalas befejezése utan kovetkezik. A legpontosabb
mddja, ha a pH-t kozvetleniil a gélen, egy kombinalt mikro-felszinii elektrodaval
mérjiik, a két elektréda kozotti tavolsdg mentén cm?-enként. Ez kénnyen megvalo-
sithatd, ha az atlatszo gélréteg ala beosztassal ellatott papirt helyeziink. Ezt kove-
téen a réteget 10%-os triklérecetsavba meritjiik, amely az elvalasztott fehérjesdvok
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1. abra. Vékonyrétegli poliakrilamid gélben torténd izoelektromos fokuszalas kivitelezése
a: gélréteg, b: Gveglap, c: grafitelektrodak, d: sziir6papir kockak

1. dbra

rogzitését és az Ampholine komponensek eltavolitdsat szolgalja. A triklérecetsav
eltavolitasa metanol-ecetsav-viz 45:9:46 ardnyu elegyével torténik. A festés Coo-
massie Brilliant Blue R 250 0,05%-os oldataval végezheté a leghatékonyabban.
A hattér festékmentesitése szintén a fenti szerves oldoszereleggyel torténik. Ha a
festési és mosasi eljarasok folyaman a gél méretében valtozas kovetkezne be, 7%-os
ecetsav oldattal duzzaszthatd eredeti méretére. Az igy megfestett fehérjesivok izo-
elektromos pontjait ugy allapitjuk meg, hogy a gélt ismét rahelyezzik a beosztott
papirra és megmérjiik az egyes savok elektrodaktol mért tavolsagat. A pH mérések
adataibdl készitett grafikonrdl leolvashato a megfelelé tavolsigokhoz tartozd izo-
elektromos pont.

Egyidejiileg 6—8 minta futtathaté azonos koriilmények kozétt, igy kozottik
kozvetlen Gsszehasonlitas végezhets. A vékonyréteg hiitése az oszlophoz viszonyitva
intenzivebb, igy a fesziiltség novelhets, amely a fokuszalas idejét leroviditi.

Az ismertetett modszert alkalmaztuk élelmiszerfehérjék és kiilonboz3 enzimek
izoelektromos pontjanak meghatarozasara (11). A 2. abra ovalbumin (a), kiilénb6z6
oltéenzimek (b, ¢, d, e) és B-laktoglobulin (f) izoelektromos fokuszalassal elvalasz-
tott savjait mutatja. A gélréteg lefényképezése az elektrodak kozotti tavolsagot
feltiintetd négyzethalds papirral egyiitt tortént.
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2. dbra
2. dbra. Vékonyrétegli poliakrilamid gélben fokuszalt mintak

A 3. abra ugyanezen poliakrilamid gélréteg pH értékeit mutatja az elektrédak
kozotti tavolsag fliggvényében, amelyr6l a megfestett fehérjesavok izoelektromos.
pontja leolvashatd.

Szamos irodalmi adat mellett (1, 10, 12) az itt k6zolt abra is bizonyitja a vékony-
rétegii poliakrilamid gélben torténd izoelektromos fokuszalas magas feloldoképessé-
gét. A vizsgalt fehérje f6 komponensei mellett kimutatja azokat a mikroheterogeni-
tasokat is, amelyeket az egymastdl csak egy-két ionizalt csoportban eltérd molekulak
okoznak (13). Sok esetben, mas eljarasokkal (elektroforézis, immunoelektroforézis)-
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homogénnek bizonyulé mintak ezuton tovabbi komponensekre bonthaték (12).
Mindez a vizsgalt fehérje tulajdonsagainak részletesebb megismerését biztositja.

Az ismertetett eljaras altal nydjtott eredmények 1j lehetGséget biztositanak az
-€lelmiszerkutatas terliletén beliil is a fehérjék mélyrehato tanulmanyozasara €s at-
alakulasi folyamatainak kovetésére.

pH 4

g9 1

“ Fl I n I i A s S, 2 —

¢} 2 4 6 8 10 12 A 46 18 tm

anodtol mert tavolsag
3. dbra

3. abra. A gélrétegben meghatarozott pH gradiens
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PRINCIPLE AND APPLICATION OF ISOELECTRIC FOCUSING OF
PROTEINS IN THIN LAYER POLYACRYLAMIDE GEL

E. Torok

An account is given of the basic principles of the isoelectric focusing of proteins, and of the con-
ditions necessary for its carrying-out in practice. A detailed description is provided of the application
of the method in thin-layer polyacrylamide gel, the advantages of this over other methodological
solutions, and also the limiting factors. Experimental examples are presented to demonstrate the
applicability of the procedure for the examination of foodstuff-proteins.

PRINZIP UND ANWENDUNG DES ISOELEKTRISCHEN FOKUSSTANDES VON
EIWEISSEN IM DUNNSCHICHT POLYAKRYLAMID GEL

E. Torok

Es werden die prinzipiellen Grundlagen des isoelektrischen Fokusstandes der Proteine und
die zur Verwirklichung in der Praxis erforderlichen Bedingungen erortert. Ausfiihrlich geschildert
werden die Anwendung der Methode in Diinnschicht-Polyakrylamid-Gel, ihre Vorteile anderen
methodischen Losungen gegeniiber sowie auch die einschrinkenden Faktoren. Anhand experimen-
teller Beispiele wird die Anwendbarkeit des Verfahrens beim Studium von Lebensmitteleiweissen
demonstriert.

HPUHUMIT M303JIEKTPUUYECKOI'O ®OKYCHUPOBAHMS BEJIKOB
1 ET0 NIPUMEHEHUE B TOHKOCJIOMHOM IIOJIMAKPUJTAMUIAHOM TEJIE

O-p 3. Tépéx

ABTOp 3HaKOMHT C OCHOBAMH M303JCKTHpHYECKOro (hOKycHpoBaHus OeJIKOB M YCIIOBHSIMH,
HeOOXOOMMBIMA [JIsi €r0 TMPAKTHYECKOTO ocyliecTBieHus. IloapoGHO OnMCHIBAETCA NPHMEHEHHE
3TOro MeTOAA AJIA TOHKOCIOMHOTO MOJIHAKPHUIAMHAHOIO TeJif, €ro MPEeHMYILEeCTBA 110 CPABHEHHIO
C APYITMMH METOOMYECKUMHM DEILIEHWSMH, a TaK)Ke OrpaHMdYuBaronIde ero ¢axktopel. Ha ocHose
OMBITHOTO TIPHMEPA MOKA3BIBAETCH MTPUMEHHMOCTL 3TOr0 METOHa I M3y4YeHHs [HIIEBbIX OEIKOB.



