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ELEKTROFOREES

Elektroforees on elektriliselt laetud osakeste liikumine vedelikus elektrivalja
mojul: positiivsed osakesed katoodile (-) ja negatiivsed osakesed anoodile (+).

Elektroforees voib toimuda nii vedelikus kui ka geelis, aga ka vedelikuga
iImmutatud tahkises.

Electrode &

Kataforees — osakesed liiguvad Wall

elektrivaljas katoodile. e
Larger =
frig?r?‘ue;ts\\_ = Buler

Anaforees — osakesed liiguvad

T I . /-—Gel
elektrivaljas anoodile.

Smaller
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frame

Electrode

Kasutamine — analtutiline (bio)keemia (DNA,
valgud), elektrokeemia (pinnakatted).
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GEELELEKTROFOREES

Eralduskeskkond — geel (agaroos, poluakruulamiidist, tarklis vm poltimeer).

o Kasutatakse elektriliselt laetud molekulide eraldamiseks pikkuse,
konformatsiooni voi laengu jargi (nt RNA, DNA, valgud).

« Eraldatavate osakeste liikumiskiirus on vordeline elektrivalja tugevusega ja
osakese ioonlaenguga ning poordvordeline keskkonna viskoossusega.

e Geeli valik — pooride suurus (nt valgud agaroosi geelis eralduvad vaid laengu
jargi).

Puhver — stabiilne pH, elektrijuhtivus.
- loontugevus — aktiivususe nait, mis s6ltub iooni laengust ja lahuse
molaalsest kontsentratsioonist. On kogu lahust iseloomustav suurus.

Naited: Tris-atsetaat-EDTA (TAE) voi Tris-boraat-EDTA (TBE), glutserooli
sisaldavad laadimispuhvrid (DNA proovi kandmine geelile).

EDTA - etlleendiamiin-tetraatsetaat
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GEELELEKTROFOREES
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AFIINSUSEKTROFOREES

Eraldamise pohimote lahtub ainetele ainuomastest keemilistest ja
iImmunoloogilistest vastasmodjudest.

Seondumine maatriksiga (maatriksile seotud ligandiga) ning seejarel eraldamine
|abi elektroforeesi.

Kasutusalad: valkude, nukleiinhapete ja ensuimide eraldamine ning puhastamine.
Valkude kontsentratsiooni maaramine ning spetsiifika eristamine. Olulised tegurid
on bioloogiline aktiivsus, seostumine (interakteerumine) erinevate molekulidega.
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KAPILLAARELEKTROFOREES - CE

* Ainete elektroforeetiline lahutamine kapillaarkolonnis.

Ained liiguvad elektrivaljas erineva kiirusega, mis sOltub nende massi ja
laengu suhtest ning rakendatavast pingest.
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KAPILLAARELEKTROFOREES - CE

Proovi sisestamine:
e ROhu abil
o Elektrokineetiliselt
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CE EELISED

e Olemuselt lintne.

o Vaikesed proovi kogused (nanoliitrites)

e Kiire analtis.

e Sobiva meetodi korral hea lahutusvoime.
 Meetod on kvantitatiivne.

« Meetodi eri variatsioonid on rakendatavad alates vaikestest ioonidest kuni
suurte biomolekulideni ja isegi rakkudeni.

 Enamasti ei ole vajalik proovi to6tlemine.

« Uhe analtitisi kaigus on véimalik lahutada katioone, anioone ja neutraalseid
komponente.

* Proovisisestuse protseduurid ja tulemuste to6tlus on kergesti
kompuuterjuhtimisega automatiseeritavad - protsesside seire reaalajas.
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KAPILLAARNE TSOONELEKTROFOREES - CZE

« ...ehk lihtsalt klassikaline CE - kapillaaris on puhvri vesilahus — voimaldab
lahutada ioone ja laetud molekule

a) b.)
l == Capllary

Capillary Bubble Cell Light ————== -

N |

l

Detektsioon — UV (UV-Vis), fluoresents, mass-spektromeeterilised 9
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MOJUTAVAD TEGURID

* Puhvri (taustelektrolttdi) omadused

 Temperatuur

* Voolutugevus

« Kapillaari parameetrid (pikkus, sisediameeter, materjal)
e Sdistitava proovi ruumala

* Proovi kontsenatratsioon

* Proovi flidsikalised ja keemilised omadused

« Puhvri ja anallUtsitavate ioonide liikuvuse erinevus

« Diffusioon

* Interaktsioon/adsorptsioon kapillaariseinaga(le)
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EELISED

» Lihtne teostus — vahene eelttdtlus
» KOorgete pingete kasutamine eksperimentide labiviimisel
« Kiire analtiisi aeg

PUUDUSED

 Eisaa lahutada neutraalseid molekule

« Suurte hudrofoobsete molekulide puhul (lipiidid) adsorpstioon kapillaari
seinale
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MITSELLAARNE ELEKTROKINEETILINE
KROMATOGRAAFIA (MEKC)

o Kapillaari taitvale puhvrile lisatakse pindaktiivset ainet Ule kriitilise
kontsentratsiooni.

 Pindaktiivsete ainete molekulid moodustavad korrastatud klastreid, mida
nimetatakse mitsellideks.

« Uks levinumaid mitselle MEKC-s on naatriumdodetsutulsulfaadi (SDS)
mitsell.

« Hudrofoobsed C,,H:; molekulite otsad on orienteeritud struktuuri
tsentrisse, polaarsed ioonsed rihmad orienteeruvad aga vesilahusesse.

A
5\7@ A Cathode

Electroosmotic Flow ————=
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MITSELLAARNE ELEKTROKINEETILINE
KROMATOGRAAFIA (MEKC)

* Negatiivselt laetud mitsellid nagu SDS on oma laengu tottu tdommatud
anoodi poole, kuid kuna EOF j6ud on suurem, siis liguvad mitsellid
aeglaselt katoodi suunas.

« Ained jaotuvad kiiresti liikuva puhvri ja aeglaselt liikuvate mitsellide
vahel.

 Mida hidrofoobsem on aine seda kauem viibib ta mitsellis ja seda hiljem
lahkub ta kapillaarist.

Injection @-[/\ ‘:'&tén \ @?} Detection
@ \ ;{,’n N\ € 2 :‘E;a @

(=) =) Cathode
Anode F @ﬁ micelle , . A
EE micelle
yﬂ Eng & ’
=G e"l/\_. (=—1=

----------------------- I o o o e -

Oy~ = anionic surfactant (SDS) :> = electrophoretic flow (EOF)

B - analyte (FQs) mm - clectrophoretic migration
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MECK - EELISED, PUUDUSED

EELISED

 Meetodil on vaga suur lahutusvoime.
Lahutab nii neutraalseid molekule kui
ka ioone sisaldavaid segusid

e SDS on kergesti kittesaadav ja mitte liiga kallis 275 10 125 15 s 20 25 25 mn

e Uleminek CZE-It MEKC-ile on véga lihtne

e Adsorptsioon kapillaari seinaga on teatud
maaral maha surutud

T T T T T T T T T
5 7.5 10 125 15 17.5 20 225 25 min
PUUDUSED

e Analilusiajad on suhteliselt pikad 4

e Kaetud kapillaari puhul véivad pindaktiivsed :: 53 1|
ained katet 16hkuda o

T T T T T T T T T
5 75 10 12.5 15 17.5 20 225 25 min
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KAPILLAARNE GEELELEKTROFOREES (CGE)

- Kapillaari sisse tekitatakse geel
- Proovi eraldamine toimub ioonide suuruse erinevuse tottu: suuremad molekulid
pidurduvad geelis rohkem kui vaiksemad molekulid

EELISED

e Saab lahutada selliseid aineid mille raadiuse/laengu suhe on Ghesugune, mass
aga erinev (naiteks DNA fragmendid)

e Konvektsioonist ja difusioonist pdhjustatud tsooni laienemine on
markimisvaarselt vaiksem kui vaba tsooni elektroforeesi puhul

e EOF ja selle vdimalikest muutumistest tingitud reprodutseeritavuse
vahenemine on elimineeritud

e Adsorptsiooni kapillaari seinaga ei ole

PUUDSED

* Geeliga taidetud kolonnid on suhteliselt haprad

* Geeliga taidetud kolonnis on raske puhvrit vahetada
e Gravitatsioonilist proovi sisestamist ei saa kasutada
e Saab rakendada ainult madalamaid pingeid
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KAPILLAARNE ISOELEKTRILINE FOKUSSEERIMINE
(CIEF)

Kapillaaris on geel, milles tekitatakse pH gradient — voimaldab lahutada
valkusid

PROBLEEMID VALKUDEGA

 "Kleepuvad” pindadele ja interakteeruvad paljude teiste molekulidega.

« Omadused (hudrofoobsus, lahustuvus vees, laengute arv jne.) varieeruvad palju.
 “TOelistes” proovides esineb sageli vaga lahedaste omadustega valke.

» Vaga tundlikud keskkonnamuutustele (pH, temperatuur, lahuse koostis).

CIEF
« Vaga sarnane klassikalisele isoelektrilisele fokusseerimisele:
1. Tekitatakse pH gradient.
2. Valgud lahutatakse nende isoelektriliste tappide (punkt, kus valgumolekuli
summaarne elektrilaeng on 0) erinevuste alusel.
 Peamine erinevus on selles, et lahutamine toimub kapillaaris.
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CIEF

EELISED

* Kapillaar taidetakse geeliga, valgud liiguvad labi geeli pooride.
e Vaga sarnane klassikalisele geelforeesile.

* Kleepumine kapillaari seintele ja difusioon on maha surutud.
e Voimalikud vaga suured efektiivsused.

e Vaga suur lahutusvdime.

PROBLEEMID

e Kapillaarid on suhteliselt haprad.

* Eisaakasutada kdrgemaid pingeid ja kdrgemaid ioontugevusi.

e  Puhvri vahetamine on keeruline ja aegandudev.

* Kapillaarid on kallid, nende isevalmistamine ei anna alati vaga stabiilseid tulemusi.
* Proovi saab sisestada ainult elektrokineetiliselt.
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