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BEVEZETES

A kapillaris elektroforézis az elvalasztastudomanyokban hasznalt technikak kozil
az egyik legigéretesebb, amit a publikaciok gyorsan névekvé szama és az évente tartott
nemzetk6zi talalkozok is bizonyitanak. Elméletileg barmilyen kémiai tulajdonsagti molekula
analizalhat6 kapillaris elektroforézissel, toltott csakigy mint semleges (ez utdbbi toltott
molekulakkal tortént komplexalédast kévetden). A technikat kilonbozé tertletek (pl. a
koérnyezettudomanyok, a biokémia, a molekularis biologia, a klinikai diagnosztika, a
biotechnolodgia, az igaszsagiigyi orvostan) eredményesen hasznositjak. Az 1980-as években
kereskedelmi forgalomban megjelent késziilékekkel a kapillaris elektroforézis nem csupan a
nagy teljesitményti folyadékkromatografia kiegészité technikajaként nyert teret, de szamos
esetben ki is valtotta azt gyorsabb és jobb eredményeinek készonhetSen.

A folyadékkromatografidhoz hasonldéan, a kapillaris elektroforézis is teljes
automatizalast, kozvetlen detektalast, valamint az elvalasztott minta komponensek
mennyiségi kiértékelését teszi lehet6vé. Tovabbi hasonlésagként emlitheté meg, hogy
mindkét technika tokéletesen alkalmas preparativ célokra. Az elemezhet6 anyag
mennyisége kisebb kapillaris elektroforézis esetén, de specialis technikakkal ezek a
probléma is megoldhatok.

A klasszikus gél elektroforézissel ellentétben kapillaris elektroforézissel egyszerre
csak egy minta elemezhetd. T6bb kapillarist hasznalva egyszerre, képalkotd vagy gyors lézer
pasztazé detektalasi modszerrel 6tvozve a probléma lektizdhets. Az emlitett detektalasi
moédok iranti érdeklédés rohamosan nétt a Human Genome Project (HUGO) elinditasa
ota, amely a tervezettnél jéval korabbi befejezéséhez a kapillaris elektroforézis nagy
felbontoképessége és gyors analizis ideje nagymértékben hozzajarult.

A technika alkalmazasi tertilete nem korlatozoédik csupan analitikai elvalasztasokra,
hanem segitségével molekulakolecsonhatasok tanulmanyozasa, enzim kinetikai mérések,
DNS topoldgia tanulmanyok (azonos méreti molekuldk eltéré sebességgel torténd

vandorolasa gélben vagy polimer oldatban, azok kiilonb6z6 alakja miatt) is megoldhatok.



CELKITUZESEK

Vizsgalataim céljai a kévetkezok voltak:

* A kapillaris elektroforézis technika felhasznalasi lehet6ségeinek vizsgalata
biomolekulak elvalsztasaban.

* A ligandumcserélé6 mechanizmus tanulmanyozasa szabad aminosavak kapillaris
elektroforetikus és elektrokromatografias elvalasztasaban, djonan szintetizalt ill.
kémiailag aktivalt kiralis szelektorok felhasznalasaval. Az elvalasztasi paraméterek
vizsgalata és optimalasa aminosavak enantiomerjeinek elvalasztasaban.

* Egy megfelel6 porusméretekkel és endozmotikus aramlas létrehozasahoz
sziikséges elegendd toltésstrlséggel rendelkez6 homogén gélbdl allo, i sitn
polimerizalt elektrokromatografias oszlop elkészitése, mely ribonukleozidok
elvalasztasara alkalmas boratcsoportokat tartalmaz.

* Kulonboz6é pH tartomanyu, eltéré forrasbol szarmazé amfolit oldatokkal
kialakitott pH gradiensek vizsgalata, valamint diagnosztikailag fontos hemoglobin
variansok nagy felbontast elvalasztasa az altalunk kidolgozott injektalasi médot

felhasznasaval.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

LIGANDUMCSERES KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS

Enantimomerek elvalasztasat két eltéré moédon végezhetjik, amelyeket gozvetlen és
kozvetett enantiomer elvalasztasnak neveznek. A kozvetlen méd diasztereomer atmeneti
komplexek kialakulasat feltételezi az enantiomer és kiralis szelektor molekulak koézott.
Kozvetett enantiomer elvalasztas esetén kiralis reagenssel kovalens kétéssel képzédott

diasztereomer termékek szeparacidja torténik.

A ligandumcserés mechanizmussal torténé kozvetlen enantiomer-elvalasztas t6bb
komponenst kelatkomplexek képzédésén alapszik. A komplexek centralis ionként pl. Cu??,

Ni**, Co?*, Zn?*, Cd?'-t tartalmaznak, melyekhez legalabb két kirdlis bifunkcionalis



ligandum kapcsolodik. Keletkezéstik pl. aminosavak (gyakorta prolin és hidroxiprolin) és
réz vagy mas nehézfémso oldatok Osszekeverésével oldhaté meg. Az enantiomerek
elvalasztasa a keletkezé atmeneti komplex eltéré stabilitasan alapul. A minta és a szelektor
molekulai koordinaciés kovalens kotésekkel stabilizalédnak, de hidroféb, hidrogén,

elektrosztatikus és Van der Waals kolcsonhatasok is szerepet kaphatnak.

Szabad aminosavak enantiomerjeinek elsé kozvetlen elvalasztasat L-prolin- és L-
hidroxiprolin-Cu(Il) komplexekkel sikeriilt megoldani. A ligandumcserés mechanizmust
szabad ~aminosavak enantiomerjeinek elektroforetikus és  elektrokromatografias

elvalasztasaiban tanulmanyoztuk.

KAPILLARIS ELEKTROKROMATOGRAFIA

A kapillaris elektrokromatogafia sok szempontbol hibrid elvalasztasi technika,
Otvozi a nagy felbontoképességli kapillaris kromatografia és elektroforézis elényeit.
Hidrodinamikus nyomas helyett az endozmozis altal létrehozott folyadékaramot
hasznositjuk a mozgofazis elvalasztasi oszopon torténé tovabbitasara. Az endozmozis a
toltéssel rendelkez6 szilard- és folyadékfazis hataran (Helmholtz kett6sréteg) keletkezik. Az
elvalasztasi mechanizmus alapvetéen a két fazis kozotti kilonb6z6 kromatografias
kolcsonhatasokon alapul (pl. megoszlas). Ha a minta komponensek toltottek, akkor
vandorlasukat az elektromos erétér is befolyasolja, azaz elektroforetikus elvalasztas is
torténik. A kapillaris elektrokromatografia ugyanazokat az all6fazisokat kinalja mint
hagyomanyos tarsa, a HPLC - amelyek valtozatos elvalasztasi mechanizmusa és
szelektivitasa széles alkalmazasi lehet6ségeket biztosit — nagy beruhazasi koltségli pumpak
nélkil. Hasonléan a kapillaris elektroforézishez, kis belsé atméréja (10-100 mm) oszlopok

hasznalhatok, ezzel is cs6kkentve a Joule h6 okozta zénaszélesedést.

Az un. nyitott csoves kapillaris elektrokromatografiaban az alléfazis vékony
rétegben a kapillaris belsé faldhoz van kotve. Mas esetekben az oszlop altalaban szervetlen
részecskékbdl (pl. szilika gyongyok) allo allofazissal van toltve (toltott  kapillaris
elektrokromatografia). Ezek az oszlopok nagyobb mennyiségt minta elvalasztasara képesek
szemben a nyitott oszlopokkal, de a klasszikus kromatografias zonaszélesedési effektusok
nagyobbak. Tovabbi hatrany, hogy ilyen vékony oszlopok kisméretd részecskékkel valo
egyeneltes megtoltésére alkalmas modszer napjainkban nem létezik, frittekre és
taulnyomasos kamrakra van szikség a toltet mozgasa ill. a  buborékképzodés

megakadalyozasara. Ezen problémak legtobbje kikiisz6bolheté polimer halézatbol felépild



allofazisok (folytonos agyak, masnéven monolitok vagy gélek) alkalmazasaval. Az ilyen
folytonos kromatografias agy in situ készitése egyszerd, a toltet polimer lancokbdl felépiild,
kismérett (0.2-0.5 PUm), kovalensen 6sszekapcsolodd részecskékbdl all. Ezek a folytonos
hordozok  szamos  kromatografias  eljarasban, csakdgy mint legujabban  az

elektrokromatografiaban, sikeresen alkalmazhatok.

A polimer oldatok és gélek (pl. agaréz és poliakrilamid) allnak legkézelebb az idealis
kromatografias kozeghez, mert ezek nem részecskékbdl épiilnek fel, azaz fizikailag és
makroszképosan homogének, ami kis zénatorzulast jelent.

A homogén elvalasztasi kozeg szemre attetszé polimer halézat, azaz az épitéelemet
nem elég nagyok ahhoz, hogy fénymikroszképpal észlelhetSk legyenek és/vagy nincs
akkora fényszorasuk, hogy opalosak legyenek. Az agaréz gélek kis koncentracidkban enyhe

opalosodast mutatnak, ami nagyobb koncentraciok esetén kifejezettebb.

KAPILLARIS IZOELEKTROMOS FOKUSZALAS

Az izoelektromos foékuszalas olyan nagyfelbontéképességli technika, amely
amfoter vegytletek (pl. fehérjiék vagy peptidek) elvalasztasara alkalmas. Rutinszertien
alkalmazzak biolégiai mintak jellemzésére, fehérjetisztitasi eljarasok ellendrzésére, fehérjék
mikroheterogenitasanak ¢és stabilitaisanak elemzésére valamint fehérjék izoelektromos
pontjanak meghatarozasara. A kapillaris izoelektromos fokuszalas 6tvozi a hagyomanyos
gél izoelektromos fokuszalasnal tapasztalt nagy felbontoképességet automatizalassal és
mennyiségi kiértékelhetéséggel. Mivel az 6mlesztett szilika kapillarisok belsé fala negativan
toltott, endozmotikus aram johet 1étre. Ezért az elsé kapillaris izoelektromos fékuszalas
kisérleteket semleges polimerrel (pl. linearis poliakrilamid) bevont kapillarisokban végezték,
amelyekben az endozmozis nem volt mérheté.

A modszer nagy felbontoképessége a fokuszalé hatasnak koszonheté. A nagyon
magas elektromos téreré hatasara néhany percen belil kialakul az egyensuly a pH
gradiensen belil, mig a felbontas mértéke nem romlik.

Bevonatos kapillarisokban a fokuszalast kovetéen a kialakult pH gradienst teljes
hosszaban el kell mozditani az észlelési pont el6tt egy masodik 1épésben, hogy a zénak
detektalhatok legyenek. Az ilyen két Ilépéses izoelektromos fokuszalas esetén két
mobilizalasi modszer ismeretes.

Az egy lépéses, un. “dinamikus” izoelektromos fokuszalast bevonat nélkili
kapillarisban végzik, melynek soran a fehérjék elvalasztasa a pH gradiens endozmotikus

vandorlasa kozben torténik. A mintat és az amfolitokat egy zonaként injektaljak a katolittal



elézetesen megtoltott kapillarisba. A pH gradiens kialakulasa és a fokuszalas egyszerre
torténik, mikézben a minta-amfolit z6na a detektalasi pont felé vandorol. A metilcellulozt
vagy hidroximetilcellul6zt tartalmazo katolit oldat dinamikusan bevonatot képez a kapillaris

falan, ezaltal csokkentve a fehérjék adszorpcidjat és az endozmozis mértékét.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

TANULMANYOK KIS MERETU MOLEKULAKKAL

SZABAD Q-AMINOS ATV .AK ENANTIOMERJEINEK EL VALASZTASA LIGANDUMCSERES

KAPILILARIS ELEKTROFOREZISSEL (1. CIKK)

Szabad aminosavak enantiomerjeinek elvalasztasara 4j kiralis  szelektort
szintetizaltunk L-4-hidroxiprolinbdl, feltételezve, hogy a nitrogénatomhoz kapcsolt hosszd,
hidroféb alkillanc javitja a felbontast. Az alkilcsoportot a hidroxiprolin aminocsoportja és
egy epoxidvegyilet kozotti reakcioval nyertik. Elemanalizis, NMR és IR moddszerek
igazoltak az 1uj Kkiralis szelektor (IN-(2-hidroxioktil)-L-4-hidroxiprolin) szerkezetét. A

vegyulet réz(Il)-ionokkal alkotott kelatkomplexét foszfat oldatban hasznaltuk.

Tizenharom szabad aminosav enantiomerjeinek sikeres elvalasztasat oldottuk meg
kapillaris elektroforézissel. A szelektor 10 mM koncentraciéban elegendé volt valamennyi
aminosav esetében. Mar 0.03 % D-DOPA kimutathaté volt L-DOPA-t tartalmazo
mintiaban. A D-enantiomer hatastalan Parkinson-kér kezelésében, ennek kovetkeztében
orvosi készitményekben nem kivanatos a jelenléte. A szelektor koncentraciéjanak
novelésével nagyobb felbontast értink el, de 8-10 mM érték felett a felbontis nem volt

névelhetd, ezért 10mM-os szelektor koncentraciét hasznaltunk minden kisérletben.

Nagyobb elektrolit koncentraciék esetében egyre jobb felbontast kaptunk, de
ugyanakkor a vandorlasi id6 jelent6sen megnétt. Szerves oldoszer adagolasaval nem értiink
el tovabbi javulast a felbontasban. Az aminosavak izoelektromos pontja és az
enantiomerjeinek optimalis elvalasztasahoz szikséges pH értéke kozott OGsszefiiggést

allapitottunk meg.



SZABAD Q-AMINOSAVAK ENANTIOMERJEINEK ELVALASZTASA LIGANDUMCSERES

KAPILIARIS ELEKTROKROMATOGRAFLAV AL (II. CIKK)

Az tjonnan szintetizalt reaktiv kiralis szelektort (IN-(2-hidroxi-3-alliloxi-propil)-L-
hidroxiprolin) 7# sitn egyitt polimerizaltuk semleges, toltéssel rendelkez6 és keresztkotd
monomerekkel szabadgy6kos mechanizmust alkalmazva. A polimerizacié soran keletkezé
lancok halézata kisméretd (0.2-0.5 Hm) részecskéket hoz létre, amelyek kovalensen
egymashoz és a kapillaris falahoz vannak kétve. Az igy Osszekapcsolodott részecskék elég
nagyok, hogy permeabilitast és kis ellennyomast biztositsanak. A mikrorészecskék durva
telilete nagy felszint és kapacitast eredményez. Mivel az endozmozist a szulfonsav
csoportok toltései hozzak 1étre, annak sebessége fliggetlen a mozgdfazis pH-jatol.

Kilenc 0-aminosav enantiomerjeinek elektrokromatografias elvalasztasat sikeresen
oldottuk meg reaktiv L-hidroxiprolint hasznalva szelektorként.

A DL-fenilalanint  hasznalva modelvegyiletként, az endozmotikus, a
hidrodinamikus és nyomassal tamogatott kombinalt médokat hasonlitottuk Gssze. Az
endozmotikus moédban tapasztaltuk a legnagyobb felbontast, ugyanakkor az elvalasztas
hatékonysaga hasonlé volt az endozmotikus és hidrodinamikus eljarasok esetén. Frdekes,
hogy a nyomassal tamogatott kombinalt médban mind a felbontas, mind a hatékonysag
jobb volt a masik két esettel sszevetve.

Az oszlop hosszanak csékkentésével és a fesziltség novelésével a nyomas segitette
modban kaptuk a leggyorsabb elvalasztast. A kiralis folytonos agyak nagy toltésstrlséggel
birnak, ami nagy endozmotikus aramlast hoz létre, ezért wugyanaz az oszlop

folyadékkromatografias és elektrokromatografias eljaras esetén is hasznalhato.

A ligandumcserés kapillaris elektroforézist és elektrokromatografiat 6sszehasonlitva
megallapithatd, hogy mindkét modszer nagy szelektivitast és rovid analizis id6t biztosit. Az
elektroforetikus médban nagyobb felbontast értiink el viszonylag révid vandorlasi idéket
mérve, de a kirdlis szelektor molekula hatékonyabb volt az elektrokromatografiaban
hasznaltnal. A mérési id6k elektrokromatografias médban rovidebbek voltak, mivel az

elektroforetikus és endozmotikus sebességeket az alkalmazott nyomas névelte.



RIBONUKIL.EOZIDOK AGAROZ ALAPU GELBEN TORTENO KAPILIARIS

ELEKTROKROMATOGRAFIAS ELVALASZTASA (II1. CIKK)

Ribonukleozidok elvalasztasaira borationokat biztosité csoportokat, a 3-
aminofenilbérsav  félszulfat és akriloil-klorid  reakci6jabdl kapott, aktlv monomert
hasznaltunk. A szintetizalt vegyiletet akrilsavval szabadgyokés mechanizmussal egytitt

polimerizalva hosszalancd polimert kaptunk.

A kapillarisokat forré agaréz és a polimert tartalmazé oldatok keverékével
toltottik fel, majd hités soran gélesedést tapasztaltunk. Ezt a géllel toltétt oszlopot 4-5
hetes id6tartam alatt, teljesitményromlds nélkdl tudtuk hasznalni. Az elméleti tanyérszam

legtobszor elérte a 100-350 000 m! értéket.

Az 14 homogén gél tulajdonsagainak tesztelésére elektrokromatografias
kisérletekben az acetont (mint gyakori endozmozismarkert) vizsgaltuk frontanalizis
modszerrel. A mért kisérleti varianciat Osszevetettitk az Einstein-egyenlet alapjan szamolt
elméleti diffazids értékkel. Az utdbbi érték mindig nagyobb volt a kisérletekben kapott
teljes zonaszélesedésnél. Az adatokbdl egyértelmien lathatd, hogy az aceton-zéna
egyenletes hatarvonala a mérés soran csak a longitudinalis diffuzi6 altal torzult, az Eddy-
diffuzié nem volt mérhetd.

Az oszlop szelektivitasatnak tesztelésére ribonukleozidokat hasznaltunk, mert
ultraibolya tartomanyban jol detektalhatok. Ezek a molekulak bazisaikban kilonboznek
csupan. A gél boratcsoportjaival valé kélesdénhatast az azonos cukor részek teszik lehet6vé.
A ribonukleozidok semlegesek pH 7,8-on, ezért vandorlasukat kizarélag a negativ akrilsav
és boratcsoportok altal létrehozott endozmotikus aramlas biztositja. Négy ribonukleozid
alapvonal elvalsztasat oldottuk meg.

A gél viszonylag kis pérusméreteinek kévetkeztében az atlagos id6, amig a minta
molekulai egyik kolcsonhatasi helyrél a kévetkezoig diffundalnak, kicsi (sokkal kisebb, mint
toltott oszlopok esetében). Ez a van Deemter-egyenlet harmadik tagjanak csokkenését
eredményezi. Az elvalasztott zonak észlelt szélességét a molekulak szilard fazison toltott

ideje, azaz a kolcsonhatas erdssége is meghatarozza.



TANULMANYOK BIOPOLIMEREKKEL

UJ INJEKTALASI MODSZER FEJLESZTESE HEMOGLOBIN VARLANSOK KAPILIARIS

IZOELEKTROMOS FOKUSZALASSAL TORTENO ANALIZISEHEZ (I'V. CIKK)

Az amfolitokat és a mintat egymast kovet6 harom 1épésben, keverés nélkiil
injektaltuk ugy, hogy az amfolit oldat a mintat kozrefogta. Ezt az injektalasi eljarast
“szendvics’-nek neveztik el. Azonos és kilonb6z6 tipusi amfolit oldatokat hasznaltunk,
kilonb6z6 hosszusagh zonakban. A kapillaris 20-30 %-at toltottitk meg a “szendvics”
modszerrel. A minta komponenseinek izoelektromos fokuszalasa fesziltség hatasara

kovetkezett be, mikozben a pH gradiens endozmotikusan a katéd iranyaba vandorolt.

Kisérleteinkben aminometilalt nitrofenolokat hasznaltunk az injektalasi modszer
optimalasara. A kilénb6z6 cégektdl szarmazo és kilonbo6z6 pH taromanyd tizenhat amfolit
oldatban a festék molekulak jellegzetes elvalasztasi mintazattal fokuszaloédtak, azaz a

kialalkult pH gradiens mindig kilonb6z6 volt.

Sztk és széles pH gradienst amfolitokat hasonlitottunk 6ssze. A legrosszabb
felbontast alacsony, szlk tartomanya (pH 3-5) amfolitokkal észleltik. Ennél jobb
felbontast adtak a magasabb, szik tartomanyu és a széles tartomanyua oldatok. A felbontas
¢és a vandorlasi id6 is kilonb6z6 volt azonos tartomanyd de eltérd eredetd amfolit oldatok
esetén. Annak ellenére, hogy a festék molekulak izoelektromos pontjai nem mindig estek az
adott amfolit biztositotta pH tartomanyba, minden mérésnél sikeres volt az elvalasztas.

Ezekben az esetekben a zonak élesedés kézben vandorolnak a gradiensben.

Kilénbo6z6 pH tartomanyu amfolitok kombinalasaval a festékek jobb elvalasztasat
értik el. A “szendvics” modszerrel kombinalt sztk és széles pH tartomanyd amfolitok
nagyobb felbontast eredményeztek mint ugyanazon amfolitok és a minta egyszerQ
injektalasa. Lényegesen jobb felbontast kaptunk alacsonyabb (2 %) koncentriciéja
amfolitok alkalmazasaval. Két sztk pH tartomanyt amfolit oldat kombinaldsa hasonlé 6
elvalsztast adott mint a széles pH tartomanyuiak, annak ellenére, hogy nem mindegyik

izoelektromos pont volt a tartomanyban.

A kereskedelmi hemoglobin készitmény valamennyi f6 komponense esetében
alapvonal elvalasztast kaptunk. Ezeken a variansokon kivtl kis csucsokat is kaptunk, amik
valoszintleg a fehérjék glikozilalt valtozatai lehettek. Az egészséges és diabeteszes vérbdl

nyert hemoglobin mintakat nagy felbontassal valasztottuk el a “szendvics” injektalasi
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modszer segitségével. A legnagyobb felbontast sztk és széles pH tartomanya amfolitok

kombinalasaval értik el.

A “szendvics” modszer hasznalata a kovetkezé elényokkel jar: (1) egyszerd
modjat kinalja a ktlonboz6 amfolitok kombinalasanak, (2) a két amfolit zéna arinya
egyszertien valtoztathatd, (3) a minta molekuldi nem kerllnek koélcsonhatasba az
amfolitokkal az injektalast megel6z6en és (4) nagy felbontas érhet6 el a megfelel6

amfoliltok kombinalasaval.

AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A biomolekuldk vizsgalatara moddositott és kifejlesztett kapillaris elektroforézis

modszerek a technika hasznossagat és alkalmazhatésagat bizonyitottak.

Az olyan kis méretti molekuldkat, mint az aminosavak és ribonukleozidok, szabad
zona elektroforézissel és elektrokromatografiaban folytonos aggyal és egy tj homogén géllel
tanulmanyoztuk. Mindegyik médszer kitlnt egyszertiségével: (1) a minta komponensei vizes
oldatokban injektalhatok, (2) UV tartomanyban az oszlopon keresztiil lehetett detektalni, (3)

a szelektivitas nagy és (4) a szintézis egyszerd volt.

Kapillaris izoelektromos fékuszalassal tanulmanyoztuk a fehérjéket, mint a
biopolimerek jellegzetes képvisel6it. A bevonat nélkiili kapillarisokban hasznalt 6j injektalasi
eljaras nagy felbontast és megismételhetéséget biztositott, mint azt hemoglobin variansok
elvalasztasaval megmutattuk. A vizsgalatok kiterjedtek a pH gradiens kialakulasara is, amit

kilonb6z6 amfolit oldatok esetén tanulmanyoztunk.
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