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1 Bevezetés

A kapillaris izoelektromos fokuszalas az egyik, nagyobb felbontassal rendelkez
kapillaris elektroforézis technika, amelyet legibka fehérjék és peptidek analizisére
hasznalnak. A modszer sikeresen alkalmazhaté aatamdnyagok izoelektromos pontjanak
meghatarozasan tul, 6sszetett bioldégiai mintakialfigiai folyadékok, szdvetek) komplex
analizisére is. Napjainkban a technika alkalmazédie folyamatosan & ugyanis
0sszekapcsolva mas kromatogréafias technikakkalanviat a tomegspektrometridval, az
elvalasztdsok hatékonysaga tovabb novélhet

A fehérjék leghatékonyabb elvalasztasat biztosi&diknenzidés poliakrilamid gél
elektroforézis el dimenzioja izoelektromos fékuszalas, majd a masatimenziéban a
fokuszalt fehérjéket méretik alapjan vélasztjak aelpoliakrilamid gélben. A technika
érzékenysége és hatékonysaga ellenére eléfgémyes kivitelezéssel (gélek 6ntése, mintak
elokészitése, futtatas, festési eljarasok) jar és mataki mennyiségi meghatarozasa sem
egyszeii. A modszer kivaltasara az utobbi években jéleen fejtbdé kapillaris izoelektromos
fokuszalas-tomegspektrometria (CIEF-MS) kapcsaat kisérletet. Az CIEF-MS technikak
egy egyedulallé elvalasztasi modszert (CIEF) otedéizegy nagyon hatékony detektélasi
moddal. A kapcsolat, bar gyors meghatarozasokatiébedve, automatizalhato és érzékeny,
megvalositasanak azonban vannak korlatai, melyginkdabb a pH gradienst kialakito
amfolitok jelenlétébl kdvetkeznek (a minta ionizaciojanak elnyomasatthia

Az Aaltalunk alkalmazott szekvencidlis injektalagotpkollal végrehajtott kapillaris
izoelektromos fokuszalas Uj leliségeket nyujt hatékony tdmegspektrometrias kapicsola
toltétt mintakomponenseket hoz létre, minél kisedimfolit koncentracio jelenlétében.
Ezekkel ugyanis ébkegithetjik az eredményesebb tdmegspektrometriéektdidst. Az
elvalasztas osszetett folyamatanak értelmezésérelarencialis injektalas utan végrehajtott
kapillaris  izoelektromos  fokuszalas  szamitdégépes imwaciojabél  probaltunk

kovetkeztetéseket levonni.



2 Célkitiizések

Munkank soran a szekvencidlis injektalasi protdakktivet) kapillaris izoelektromos
fokuszalds modszerét tanulmanyoztuk és fejlesktetiz elvalasztas hatékonysagat
befolyasol6 paraméterek modositasavdl. delunk a rendszer tomegspektrometriaval valo

eredményes 0sszekapcsolasa volt.

Kutatasi célkitizéseinket a kovetkézontokban foglaljuk 6ssze:

* A kapillaris izoelektromos fokuszalas anolit ésdkiatoldatainak modositasa (illékony
elektrolit oldatok hasznalata) annak érdekébenyleognddszert 6sszekapcsolhassuk a
tomegspektrometrias detektalassal.

» A szekvencidlis injektalasi protokollal végrehajtkapillaris izoelektromos fokuszalas
soran meghatérozni az alkalmazott amfolit oldatakosegének (pH tartoméanyanak), az
injektalt amfolitzonak hosszanak és szamanak edztdara gyakorolt hatasait.

* A kilonb6s injektalasi protokollok szimulacioja soran feltépgezni az elvalasztasok
dinamikdjat egy széles pH tartomanyu amfolit allatasa mellett.

» Az elektrolit oldatok Osszetételének (pH-janak) wsithsa soran olyan elektrolit
kombinaciok keresése, ahol bizonyos komponenseK grpdiens elhagyasa utan az
elektrolit oldatba vandorolnak.

» Fehérjekeverék elvalasztasi lebsigeinek vizsgalata szekvencialis injektalasi

protokollal kombinalt CIEF-MS rendszerben.

3 Anyagok és moédszerek

A vizsgalatokhoz készitett mintdk nyolc kulonBdzoelektromos pontu (p amfoter
vegylletet tartalmaztak, amelyek név szerint a #@#8k: 4-amino-2-hidroxi-benzoesavl(p
2,7), 2-amino-5-klér-benzoesav 1(p3,0), 2-amino-benzoesav [(p3,5), 2-kl6r-4-(4-
morfolinilmetil)-6-nitrofenol (p 5,3), 2-klor-4-[(4-metil-1-piperazinil)metil]-6-tiofenol (g
6,4), 2-(4-morfolinilmetil)-4-nitrofenol (p 6,6), 2,6-bisz-(4-morfolinilmetil)-4-nitrofenol (p
7,9) és 4-nitro-2,6-bisz-(1-piperidiniimetil)-fengpl 10,4). A fehérjemintdk elkészitéséhez
lizozimot, citokrom C-t, mioglobint &-laktoglobulin A-t hasznaltunk.



3.1 Kapillaris izoelektromos fokuszalas

A Kkapillaris izoelektromos fokuszalasos kisérldtbiez egy HP 3D gyartmanyu
kapillaris elektroforézis készuléket hasznaltunkz évalasztasok egy részét hth bel$
atmébji, kezeletlen kvarc kapillarisokban végeztik, amelpessza 49 és 81,3 cm kozé
esett. A fehérjemintdk mérése kezelt, PVA (polivadkohol) kapillarisban tértént, amely 124
cm (effektiv hossz: 20,5 cm) x 50n méreti volt. Az alkalmazott térér200 és 300 V/cm
kozott valtozott. Anolit és katolit oldatokkent Kib6z pH-ju és koncentraciéju hangyasav
és ammonium-hidroxid oldatokat, illetve ezek kekéténhasznaltuk. A minta és az amfolitok
szekvencialis injektalasi protokollja két, vagy ¢r@r egymast koveét Iépésben 50 mbar
nyomassal tortént (a kapillaris andédos végén). Azitiség hatasara a pH gradiens
elmozditasat a kezeletlen kapillarisokban a katadyil elektroozmotikus aramlas végzi. A
kezelt (PVA) kapillarisban keit vagy tiz perc fokuszalast koven 50 mbar nyomas
alkalmazaséaval (feszlltség fenntartasa melletatjuk el az izoelektroforetikus mintazatot a
detektorokhoz. Az elvalaszto kapillarison tofdépektrofotometrids detektalast a 2,7; 3,0 és
3,5 izoelektromos pontd mintakomponensek esetere®50 nm-en, az 5,3; 6,4; 6,6; 7,9 és
10,4 izoelektromos pontu festékek esetén 200, 85286 nm-en, mig fehérjék esetén 200 és

280 nm-en végeztik.

3.2 Tomegspektrometrias korilmények

A kapillaris elektroforézis késziiléket egy Agilar@/MSD Trap XCT Plus gyartmanyu
tomegspektrométerrel kapcsoltuk Ossze, amely i@uzsaanalizatorral rendelkezik. Az
Agilent LC/MSD Trap 5.3 programmal vezérelt MS bwtezés egy ESI (elektrospray
ionizacio) illeszéegységen keresztill csatlakozik a CE rendszerhergfzyaztalanitoval és
egy 1:100 elosztoval felszerelt Agilent 1100 izdkwas pumpa 10ul/perc-es aramlasi
sebességgel széllitotta a metanol:viz (1:1 araeyeyyét (kiegészit folyadék). A nyolc
kulonbo® izoelektromos ponti amfoter vegyilet vizsgalatakadmegspektrométert az 50—
1000 m/z tbmegtartomanyban negativion-médban hdskna A tomegspektrumok
adatgyijtésénél ot tomegspektrumot atlagoltattunk. A Rapsd feszlltséget 3 kV-ra
allitottuk. A mérésekhez 250°C-o$rhérsékleli szaritd gazt (nitrogén) 4 l/perc aramlasi
sebességgel, illetve 12,5 psi nyomasu porlasztb(gdamgen) hasznaltunk.

A fehérjék vizsgalatakor a tdmegspektrométert papi-modban hasznaltuk a 300—

3000 m/z tomegtartomanyban. Az addijggsnél tizenot szkennelést atlagoltattunk, és 3 kV



ra allitottuk a kapillaris feszultségét. A mérésekii0 psi nyomasu porlaszté gazt, valamint
325°C-o0s Bmeérsékled szaritd gazt 5 l/perc aramlasi sebességgel hasnkalA kiegészi
folyadék Osszetétele ezekben a mérésekben a mefar(dl1l ardnyd) elegy volt, amely 1%
(v/v) hangyasavat is tartalmazott. Azoéldb emlitett folyadékot 5Sul/perc-es aramlasi

sebességgel hasznaltuk.

3.3 Szimulacié

A szimulaciokat GENTRANS programmal veégeztik, azdeményeket SigmaPlot
Scientific Graphing 10 segitségével jelenitettikgmé szimulcids kisérletekben hét
nitrofenol festéket (i-5,3; 6,4; 6,6; 7,2; 7,9; 8,6 és 10,4) valasztdttah A 10 cm hosszu
fokuszalasi teret (kapillarist) 4000 egyénhosszusagu szegmensre osztottuk fel és a
kisérletekben 1000 V feszultséget alkalmaztunk. A gradienst kialakitd amfolit 101
komponenstl allt, amelyeknek az izoelektromos pont értékeyesdetesen oszlottak el az
alkalmazott 3—11 pH tartomanybanp{=0,08). Minden amfolitkomponenspK értéke 2,5;
mobilitasa 2,5 x 18 m?v's* és kezdeti koncentraciéja 0,0002 molfdwolt. A minta- és
amfolitzéndkat a teljes kapillarishossz 20%-abatottilk. Anolitként 0,01 mol/drh

sz

alkalmaztunk.

4 Eredmeények és kbvetkeztetések

A kapillaris izoelektromos fokuszalas korabban kjdaott szekvencialis injektalasi
protokollal megvalositott moddszerét azzal a célmbdositottuk, hogy a rendszert
tomegspektrométerhez kapcsolhassuk. A nem illékamglit és katolit oldatokat illékony
hangyasavra és ammonium-hidroxidra cseréltik, vélet elhnagytuk a kordbban
elektroozmotikus aramlas (EOF) kontrollalasahozhak metilcellulozt is. Kisérleteinkb
az derdlt ki, hogy az anolit és katolit oldatok kentracioja és pH-ja is befolyasolja a

kialakul6 pH gradiens tulajdonsagait és ezaltalaalasztasok hatékonysagat.



4.1 Az amfolitzonak minéségének, hosszanak és szamanak hatasa a fokuszaasr

A szekvencialis injektalasi protokoll legifb ebnye az, hogy alkalmazasaval olyan pH
tartomanyud amfolit oldatok is hasznalhatok az elsalasok soran, amelyek nem fedik le a
mintakomponensek izoelektromos pontjait.

A tobbféle pH tartomanyu és gyartoju amfolittal melgsitott elvalasztasok soran a
kétféle hullamhosszon tortén UV detektalas lehéseget adott arra, hogy nyomon
kovethessik a mintakomponensek (280 nm-en) és dpliemdna (200 nm-en) pontos
elhelyezkedését. A mérések soran azt tapasztaltgy bar az amfolit pH tartomanyan kivl
es) izoelektromos ponttal rendelkekomponensek kozeledtek az amfolitzéna széleihez, d
nem hagytdk el a pH gradienst. Mivel kezeletlenillkasban az amfoter molekulak
fokuszalasa és detektor felé tokiénozgatasa egy dthen zajlik, lehetséges, hogy a detektalas
idejében a komponensek még nem érték el az izoereks pontjuknak megfekelpH-
értéket, ezért egy koztes allapotot detektalturik aAolit és katolit oldatok pH-ja is szerepet
jatszik abban, hogy az amfolitzona széléhez et@rigonens el tudja-e hagyni a pH gradienst.
Azaz olyan toltés ionna valik-e a Kkatolitban/anolitban, amelydssgiti szamara az
amfolitzéna elhagyasat.

A 6,4 és 6,6 izoelektromos pontlu festékeket kivévatékony elvélasztdsokat
tapasztaltunk azokban a kisérletekben is, ahohgektalasi protokoll soran csak egyetlen
amfolitzonat alkalmaztunk a mintazénételvagy mogott. Egy széles pH tartomanyu amfolit
hasznalata esetén az amfolitzona moge injektaltankomponensei az anolit oldattal
érintkezve (izoelektromos pontjuknal kisebb pH-ajiénként kezdenek el vandorolni a katod
felé, azaz bejutnak az amfolitzondba. Ott addig deéwinak, amig el nem érik az
izoelektromos pontjuknak megfetel pH-értéket, azaz izoelektromos pontjuk alapjan
megtorténik az elvalasztas. Forditott esetben alikatdattal érintked mintakomponensek
(izoelektromos pontjuknal nagyobb pH-n) anionkémtamdd, vagyis az amfolitzéna felé
mozogva addig haladnak a folyamatosan kialakulé grldiensben, amig nettd toltésik
nullava nem valik. Sk pH tartomanyd amfolit oldatok alkalmazasakor, a
mintakomponensek elvalasztasanak elméleti megfé@saolproblémat vetnek fel egyetlen
amfolitzona injektalasa esetén. Az ezekben az ldsetetapasztalt ,nem vart” elvélasztas
csak azzal magyarazhat6, hogy aikszpH tartomanyld amfolit oldatok olyan
amfolitkomponenseket is tartalmaznak (feltéeetnagyon kicsi mennyiségben), amelyeknek
az izoelektromos pontja kivil esik a gyartdé altalz¢tt pH tartomanyon és ezek a

komponensek felékek az elvalasztasért.



A két Kkilonbosd detektalasi modszerrel (MS és UV detektalassalpotta
izoelektroferogramok megfetebsszevethéségéhez mindkét detektort azonos tavolsagra (69
cm-re) helyeztik az injektalasi ponttdl és azodosiit alkalmaztunk. A CIEF-MS kisérletek
soran révidebb volt az elvalasztasoktattama az UV detektalashoz képest. Ezt a jelehsége
a kiegészitt folyadék és a porlaszté gaz aramlasa okozhattalyak egyfajta szivd hatast
eredményezve gyorsithattak a kapillarisbard lealyadék aramlasat az MS detektor felé. A
csucsok zonaszélesedése az MS izoelektroferogramakkiegészét folyadék mintazona
higitdo hatasaval magyarazhat6. A kiegéstotyadék és a porlaszté gaz indukalta hatranyok
ellenére, a mintakomponensek detektalasa és atrasmsionnyen megvalosithatd a festekek
ismert tomegspektrumainak segitségével.

A CIEF-MS Kkisérletekben az MS detektalas hatékogds@ vizsgalt komponensek
kémiai kdrnyezete jeleésen befolyasolja. Az EOF jelenlétében végbeinikuszalas az
altalunk hasznalt szekvencidlis injektalasi protlatanegvalositva, egy 6sszetett pH gradiens
kialakulast feltételez, ahol az amfolit- és mintadgmnensek az EOF jelenlétében
vandorolnak, de a vandorlasi sebességik folyanrateatiozik, mig végul elérik ,véds
poziciojukat” a detektor felé mozgdé pH gradiensberagy azon Kkivil. Azok a
mintakomponensek, amelyek izoelektromos pontjallégik az alkalmazott amfolit oldat pH
tartomanyan, a ,végspozicidjukban” (akar a pH gradiensben, akar azwiil helyezkednek
el) valészitileg toltott allapotban maradnak. Vagyis, ha dblelemlitett molekuldk sorban
allnak az amfolitzéna katolit vagy anolit felé éedataranal, akkor ebben a kémiali
koérnyezetben ionos allapotban lesznek jelen, aralisegiti ezen anyagok eredményesebb
MS ioniz4ci6jat és detektdlasat. Az amfolitzéna ateihal kisebb lehet az
amfolitkomponensek koncentracioja is, amely szint@iékonyabb MS detektalast tesz
lehettvé a mintakomponensek szamara, mivel csokken aalihlomponensek altal okozott
zavaroé hatas (amikor a minta ionizaciogjat elnyoagamfolitkomponensek ionizacidja).

A tobbféle amfolit oldattal (és injektalasi protdliad) megvaldsitott kisérletekbaz a
kovetkeztetés vonhatd le, hogy kapillaris izoelektos fokuszalas szekvencialis injektalasi
protokollal kombinalva hatékonyan dsszekapcsoliha® detektalassal. A kezeletlen szilika
kapillarisban kialakitott CIEF-MS modszerek gyorqdk percen belili elvalasztasok). Az
egyetlen amfolitzéna alkalmazasaval (a mintazénéit,elvagy mogott) megvalositott
injektalassal kapott sikeres elvalasztasok egghigbséget nyitnak a szekvencialis injektalasi
protokollok kialakitasdban. Mivel az utobbi rendskben a fokuszalas megvaldsulasa egy
Osszetett folyamat eredménye, ezért annak megéteseoelektromos fokuszalas részletes

szimulaciojat teszi szikségesse.



4.2 A kilonbozé injektalasi protokollok szimulacidja

A szimulacios kisérletek soran a mintainjektalasdjudak elvalasztasra gyakorolt
hatasat tanulmanyoztuk kezeletlen kapillarisban eggles pH tartomanyd (3-11 pH)
amfolitoldatot hasznalva. A kapillarisban kialakukiektroozmotikus &aramlas a katéd
irAnydba mozditotta el a kialakul6 pH gradiensthagyomanyosan hasznalt mintainjektalas
(a minta és az amfolit homogén keverékének hadz)ataellett hatféle injektalasi modot
hasonlitottunk 06ssze. A minta elhelyezkedhetett amafolitzona elején, végén és az
amfolitzona belsejében is, valamint a zOnéttelmdgott és két amfolitzona kozétt is (az
utdbbi harom esetben a mintazéna nem tartalmaadttli¢ot).

Ha az ebbb emlitett hatféle mdodon juttattuk be a mintatapilkarisba, akkor a minta
elvalasztasa és fokuszalasa kationos, vagy anivaondorlasként, vagy ezek keverékeként
ertelmezhet, amikor a minta az amfolitzéna anod, vagy katddlifeeégéen, vagy valahol a
z6énaban helyezkedett el. Az elvalasztasok szinteeéktroforézis-széen torténtek, azzal
az eltéréssel, hogy az elvalasztas kdzege itt ivdgasan valtozott az dtben (a pH gradiens
fokozatos kialakuldsa miatt). A molekulak ilyen médbekdvetked elvalasztasa teljesen
eltért az eddig tapasztalt, a fokuszalas elejemeéggzett ,ketis-csucsokat” eredményiez
elvalasztastol (amely akkor alakul ki, ha a midsitaz amfolitot injektalas @t egyenletesen
keverik 6ssze). Mind a hatféle esetben a mintakarapsek gyorsabban valtak el egymastal,
mint az amfolitkomponensek. Majd a kezdeti elkiléstiutan a komponensek addig
vandoroltak a pH gradiensben, amig el nem értéladrtlyet, ahol a nettd toltésik nullava
valt (izoelektromos pontnak megféigdH-érték).

A szimulaciés kisérletekih az is kiderilt, hogy abban az esetben, amikolirgankét
amfolitzéna kozé injektaljuk (és a minta nem tan@t amfolitot) a fOkuszalas soran a
eredeti helyén. Ennek a résnek a tulajdonsagaiamitrix fliggek voltak és itt a pH
gradiens meredeksége laposabba valt. Ez a fajtdaimjigktdlasi mod egy elektromos
vezebképességgap™et (rést/volgyet) (egy tulmelegedett részt) erédygez a kapillarisban,
amelynek rombol6 hatasai lehetnek a fokuszalasra.

A szimulacidk eredményei azt mutattak, hogy a mitad zénaban valo injektalasa a
kapillaris izoelektromos fokuszalashodmyos lehet kezeletlen kapillarisban.

Azért, hogy a szekvencialis injektalasi protokoitélgrehajtott kapillaris izoelektromos

fokuszalast még hatékonyabban tudjuk alkalmaznotenfanyagok elvalasztasaraiilspH



tartomanyd amfolitok felhasznalasaval is tervezigzkmulaciokat, amelyek &egitik a

fokuszalas dsszetett folyamatanak megértését.

4.3 A katolit és az anolit oldatok dsszetételének hatas fokuszalasra

A CIEF-MS kisérletekben a mintakomponensek amfatitz (pH gradiens) elhagyasa
(azaz egy amfolit-mentes kornyezetben vald elhé&lygas ionos formaban) éskegiti a
vizsgalt molekulak MS detektalasat/ionizacidjat,vehi csokken az amfolitkomponensek
jelenlétének zavaré hatasa.

Elméletileg, ha a vizsgélt minta izoelektromos pomagyobb, mint a katolit oldat pH-
ja (azaz a katolitba kerdil részecske kationként a katod felé mozdul), vagyniata
izoelektromos pontja kisebb, mint az anolit pHgagz az anolitba kekiimolekula anionként
az andd felé mozdul), akkor a fokuszalasi folyamegén az amfolit pH tartomanyan kivali
izoelektromos ponttal rendelkié&zmintakomponenseknek ki kellene vandorolni a pH
gradiensBl.

Harom (kulonb6é gyartotol szarmazo) 8k pH tartomanyd amfolitot és 6t nitrofenol
festéket (amelyek izoelektromos pontjanak tobbdégé esett az alkalmazott amfolitok pH
tartomanyan) valasztottunk ki a kisérleteinkhezelgek soran megvizsgaltuk az elektrolit
oldatok pH-janak hataséat az izoelektromos fokusztalyamatara. Kisérleteink azt mutattak,
hogy az elektrolit oldatok Osszetételéenek (pH-janak egyes ionok koncentracidjanak)
megvaltoztatasa a fokuszalas folyamatanak egyeédomedereit is jeleldsen befolyasolja. A
kovetked paraméterek valtozaséat figyeltitk meg: az amfolihganak hossza, a méres
idétartama, a vizsgalt részecskék vandorlasi tulajigmis (0sszefiggve az anyag
izoelektromos pontjaval), a csucsok felbontasa,sacsok alakja (vagyis a fokuszalas
hatékonysaga), a mintakomponensek toltése (absasrgoektrum valtozasa).

A két kulonbos gyarto altal forgalomba hozott, de elméletilegram pH tartoméanyt
(7-9 pH) lefed amfolit oldatok hasznalatakor bar taldltunk hadsagokat az
elvalasztasokban, de a 10,4(pfestek helyzete a pH gradiensben nagyon @it az
azonos merési korilmények alkalmazasakor. Mig a.yBe amfolitban az ébbi anyag
mindig (barmilyen elektrolit oldat kombinaciét isasenaltunk) a pH gradiensben vandorolt
(bar izoelektromos pontja kivil esik az amfolit pditomanyan), addig az Ampholine-ban
ugyanez a komponens majdnem mindig a pH gradieglgrsfvagy azon kivll) jelent meg.

Ebbsl arra kdvetkeztethetlink, hogy a BiolLyte a gyartélelzett (7—9) pH tartomanyan
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kivali (annal nagyobb) izoelektromos pontu amfalitkponenseket is tartalmazhatott,
amelyek izoelektromos pontja 10,4 koruli.

10-es pH-nal kisebb pH-ju katolit oldatok haszretat megfigyelhét, hogy bizonyos
kisérleti korilmények kozo6tt (Amholine pH 7-9 esetéa pHnoit = 6,0; 6,9 vagy 7,5 és
PHkatoit = 9,9 vagy 9,1; Servalyt pH 6-8 esetén, hanpkt= 5,0; 5,9 vagy 6,5 és pibit =
8,9) a 10,4 pu anyag az amfolitzénadt, azt elhagyva haladt a katdd felé. Ez 6sszhangba
volt elvarasainkkal, azaz a 10,#p komponens pozitiv ionként vandorolt a 9,9 éspHiju
katolitban és az Ampholine pH 7-9 amfolit nem tantzott 10-nél nagyobb izoelektromos
pontu amfolitkomponenseket. Mivel a Servalyt pH Gs®tén (az Ampholine pH 7-9-hez
képest) kevesebbszer tapasztaltuk a 1044 kpmponens amfolitzéna elhagyasat, ezért ez az
amfolit 9-nél nagyobb, de 10,4-nél kisebb izoelektos pontd amfolitkomponenseket is
tartalmazhatott. A BioLyte-ban a korabban mar esttlia 10,4 izoelektromos pont korli
amfolitkomponensek jelenléte nem engedte, hogy pB4festék elhagyja az amfolitzénat.
Az amfolitzéna anolit felé ésvégénél sosem tapasztaltuk az 5,31 gesték pH gradiensen
kivali vandorlasat, még azokban a kisérletekben sdwwl az anolit oldat pH-ja nagyobb volt,
mint 5,3. A jelenség itt is az amfolitkeverékek ziggtelével magyarazhatd. Azaz, az
amfolitok tartalmazhattak a gyartok altal jelzetd gartomanyukon kivili, annél kisebb
izoelektromos pontu amfolitkomponenseket (5,3 kdplHtal). Ezek jelenléte okozhatta azt,
hogy azok a mintakomponensek is, amelyek izoelekts pontja elvileg kivil esett az
alkalmazott amfolit pH tartomanyan a pH gradiensfanfolitzOnaban) vandoroltak.

A kisérletsorozatban megfigyeltik bizonyos kompaedén(p=6,4 és 6,6) vandorlasi
sorrendjének valtozasat, vagy a molekulak egyittvdasat is. Ezeki a jelenségekdd arra
kovetkeztethetlink, hogy az elektrolit oldatok ogStEdének jelerdis hatdsa van a fokuszalas
folyamatara és egyuttal a mintakomponensek toégitsllapotara is.

Bar az elektrolit oldatok pH-janak médositasavajaeit kisérletek azt mutattak, hogy a
haromféle gyartotol szarmazo amfolitok mindegyiketalmaz a jelzett pH tartomanyukon
kivili izoelektromos ponta komponenseket, mégis tkiltunk alakitani olyan kisérleti
koérilményeket, ahol a mintakomponens t6lt6tt réskekent vandorolt az amfolitzénan kivdl.
Kllénosen a katolit oldat pH-janak beallitasa kisebi-értékre, mint a vizsgalando részecske
izoelektromos pontja, segitette6eh minta amfolitzona elhagyasat. Ezek az eredmények
elonydsek a tomegspektrometrias detektalassal medtatoskapillaris izoelektromos

fokuszalasok esetén.
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4.4 A fehérjek CIEF-MS elvalasztasa

A fehérjék kapillaris elektroforézissel tortérlvalasztasakor a legnagyobb kihivast a
kapillaris bel$ fala é€s a makromolekula kozott kialakuld irreveils kolcsdnhatas
kikiszObolése jelenti. A falon létrejdvadszorpcidé a csucsok kiszélesedéséhez és az
elvalasztasok hatékonysaganak romlasahoz vezet.ezeltk kapillarisok alkalmazasaval
gatolhatjuk, vagy csokkenthetjiik a fehérje és alléais fala kozotti kdlcsonhatast.

A fehérjék (lizozim, citokrém C, mioglobir-laktoglobulin A) CIEF-MS elvalasztasa
egy kezelt PVA (polivinil-alkohol) kapillarisban rt&nt. Mivel ebben a kapillarisban az EOF
nagysaga a nulldhoz kozelit, ezért a CIEF kisénldtez a korabbiaktdl eltéen (ahol az
EOF végezte a mobilizalasat) a fokuszalasi lépésm uyomassal tortént a pH gradiens
mozgatasa. A CIEF-MS mérések kovetelménye az ankohcentraciojanak csokkentése,
annak érdekében, hogy elkertljik a minta ionizacidk elnyomasat. A tul kicsi amfolit
koncentracié viszont befolyasolja a fokuszélas Kmtgsagat, ezért az amfolit oldatok

Az elektrolit oldatok pH-janak szisztematikus valttmtasakor azt tapasztaltuk, hogy
csak az a komponens hagyta el a pH gradienst, aglelgoelektromos pontja nagyobb volt,
mint a hasznalt amfolit pH tartomanya. Ezért a fghké&el végzett kisérletekben a kordbban
hasznalt 7-9 pH tartomanyld amfolit mellett kisebbtprtomanyu (4-6 pH) amfolit oldatokat
is alkalmaztunk annak érdekében, hogy tébb feli&gg/hassa el az amfolitzonat. A 7-9 pH
tartomanyd amfolit oldat alkalmazasakor a lizozijph=(1,1) és a citokrom C [p10,2) az
amfolitzona szélén jelent meg, nem hagyta el azt.44 pH tartomanyld amfolit
alkalmazasakor 6sszehasonlitottuk a keét, illetvak gy amfolitzénat hasznald injektalasi
modokat, és azt allapitottuk meg, hogy mindkétheseelvalaszthatdak a fehérjek egymastal.
Bar itt sem hagyta el a lizozim a pH gradienstapdit tomegspektrumokon jol latszott, hogy
a lizozim tdmegspektruma szinte nem is tartalmambitkomponenseket. Vagyis a lizozim
~-majdnem” amfolit-mentesen érte el az MS detektort.

A fehérjékkel végzett meérések soran azt tapaskialtagy a szekvencialis injektalasi
protokoll (amely kevesebb amfolit mennyiséget hafjzalkalmazasakor (illetve az egyéb
kisérleti korilmények megfelebeallitasa mellett) az amfolitzénaban a pH graserkiviili
izoelektromos pontu anyagok toltétt allapotban mesz (akar elhagyjak az amfolit zénajéat,

akar nem), ez mindenképpeidsdgit egy hatékonyabb MS detektalast.
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5 Osszefoglalas

A szekvencialis injektalasi protokollal végrehdjtioapillaris izoelektromos fokuszalast
sikeresen dsszekapcsoltuk az ioncsapda analizaterrdelked tomegspektrométerrel. Az
elvalasztas hatékonysagat befolyasolo paramétezedztesmatikus valtoztatdsa soran Uj
modszereket talaltunk az amfoter anyagok hatékdnyalalasztasara és eredményesebb

tomegspektrometrias detektalasara.

Az értekezés tézisei:

» A szekvencidlis injektéalasi protokollt kowetkapillaris izoelektromos fokuszalas
elektrolit rendszerét illékony anolit (hangyasavd &atolit (ammaonium-hidroxid)
oldatokra cseréltik. Ezaltal leliseg nyilt a modszer témegspektrometriaval vald
O0sszekapcsolasara. Megallapitottuk, hogy az aéslitatolit oldatok koncentracioja és
pH-ja is befolyasolja a kialakulé6 pH gradiens tdtajsagait, azaz a fokuszalasok
hatékonysagat.

» Egyetlen amfolitzona injektalasakor (a minta zondli@, vagy mogeé) is eredményes
elvalasztasokat valdsitottunk meg. Ezzel egy @kidlasi eljarast vezettink be.

* A kapcsolt CIEF-MS rendszerekben az amfoter anyapyoks elvalasztaséat értik el. Az
elektrospray illesfegység adottsagai (kiegésézitfolyadék, porlasztogaz) az
elvalasztasok hatékonysagat tobbnyire csokkentdeaz esetlegesen el nem valo
csucsok azonositdsa az anyagok tomegspektrumairsskerdtében konnyen
megvaldsithaté.

e A szimulacibk soran a kulonféle injektalasi protiél 0Osszehasonlitasakor
megallapitottuk, hogy a minta révid zénédban valéktélasa az amfolitzona elé, vagy
maogé kiléndsen &hyos lehet a kezeletlen kapillarisokban (elektrootzkus aramlas
jelenlétében) kialakitott kapillaris izoelektromdekuszalasokhoz. A szimulaciok
lehetiséget adtak a fokuszalas soran lezajlé dsszelgdinfiatok értelmezésére.

* Az elektrolit oldatok Osszetételének (pH-janak) feéo bedllitasaval sikerdlt elérni
egy, az amfolit pH tartomanyan Kkivili izoelektrom@®nti anyag amfolitzéna
elhagyasat.

« Olyan mérési korilményeket alakitottunk ki, amelyelkkalmasak voltak egy
fehérjekeverék kapillaris izoelektromos fokuszéassnegvaldsitott elvalasztasara

tomegspektrometrias detektalas alkalmazasa mellett.
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