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Elektroforéza

Elektromigracni separacni metoda

Princip:

vyuziti rozdilné pohyblivosti (migrace)
nabitych ¢astic (iontu) v elektrickém
poli. Pri elektroforéze se jedna o
mechanicky prenos hmoty vlivem
pusobeni elektrického pole.
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Princip elektroforezy

Elektroforéza vyuziva schopnosti nabitych castic pohybovat
se v elektrickém poli. Toto elektrické pole je vytvoreno
vlozenim konstantniho stejnosmerného napeti mezi dve

elektrody .
Electric Field

<

Na nabitou Castici o naboji Q
pusobi v elektrickém poli

o intenzite E dve sily:

» elektrostaticka sila F1- !
ktera ji uvadi do pohybu Forc
» odpor viskozniho prostredi F2
ktery ji brzdi




Princip elektroforezy

 hnaci silou pohybu castice je rozdil mezi
elektrostatickou silou F1 a odporem prostredi
F2.

v pocatecnim okamziku je rychlost v nulova,
castice je uvedena do pohybu elektrostatickou
silou F1.

s rostouci rychlosti v roste sila F2 (odpor
prostfedi) tak dlouho, aZz se obé sily pusobici na
castici vyrovnaji a nastane stacionarni stav:

CF1=F2; QE = kvD>
e—— —




Elektroforeticka pohyblivost - p

Rychlost pohybu urcité Castice v elektrickém poli o jednotkové

intenzite je definovana jako elektroforeticka pohyblivost p

Ve stacionarnim stavu: F1=F2; QE = kv,

kde: k=61rrn a E=1 [Volt/cm] »elektroforetické pohyblivost:
‘ELECTRIC FIELD
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cm? s-1V-1 e =
[ : + : +
& n 2 )
4Electrostatic ——»Friction Forc
QnébOj i + M & + + 2 . =
r... polom.er castice - ___—Elgctrophor iy
n...vizkozita prostredi -+ Retardation Force

; e e e e



Technickeho usporadani elektroforeticke
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Napajeci zdroj

Funkce: dodani elektrické energie.

napajeci zdroje umoznuji provoz v
podminkach konstantniho proudu,
napeéti nebo vykonu, které jsou
nastavitelné.

Parametry E=240 V, =10 mA na 1 cm

Pri prutoku proudu elektrolytem vzika tzv.
Jouleovo teplo: Q nebo H (heat)=E -1 -t

Kde: E =napéti (V), |=proud (A), t=Cas(s)



Pufry pri elektroforéze

Funkce pufru:

* nese viozeny proud

« stanovi pH, pri kterém probiha elektroforetické deleni
e urcuje vysledny elektricky naboj rozpustené latky

lontova sila pufru ovlivinuje :

» vodivost nosného média

 tloustku iontové atmosféry okolniho naboje molekuly
* rychlost migrace

 ostrost elektroforetickych zén



Rozdeleni elektroforetickych technik

Katoda Anoda

* Volna elektroforéza 5,,
provadi se ve vodnych roztocich, kde | Enemrowt_]
castice putuji smerem k elektrode
S opacnou polaritou.

Vzorek

 Elektroforéza na

nosicich

chromatograficky papir, Skrob, acetyl-

celuloza, agar, agaroza, polyakrylamid

- gely maji dvoji funkci: 1) brani rozsi- TE -
feni piku vlivem teploty (antikonvekéni - e e
efekt), 2) funguji jako molekularni sito

(zejm. PAG — sitovy efekt) . - e ' ar



Zonova elektroforéza

* hosice pro zonovou elektroforezu jsou
nerozpustne ve vode, porézni, s co nejmensimi
absorpcnimi schopnostmi

* prvnimi pouzitymi nosici byly neklizeny
(chromatograficky) papir, acetat celulozy, skrob a
celuloza

* v soucasneé dobe se jako nosiCe pouzivaji hlavne
gely — agarozovy (AGE) a polyakrylamidovy
gel (PAGE)

Pri priprave gelu je mozné ovlivhovat stupen
polymerace (zesitovani) - tedy velikost poru.



Zonova elektroforeza

Rychlost migrace proteinu zavisi na téchto
faktorech:

» Elektricky naboj molekuly
* Velikost a tvar molekuly

« Sila elektrickeho pole
* Vlastnosti nosneho media
* Teplota

Proteiny s rozdilnou pohyblivosti migruji v gelu
jako pasy (bandy).




Elektroforeza v agarozovem gelu

linearni polysacharid, jehoz zakladni strukturni jednotka
je slozena z D-galaktosy a 3,6-anhydro-L-galaktosy

priprava tzv. gelifikaci agarozy: agar6za ma za nizsich
teplot podobu gelu, gelifikuje pusobenim vysSsi teploty.

Bod tani zavisi na koncentraci a typu agarozy asi 85-
100 ° C, gelifikace pri poklesu teploty pod 45-50 ° C.

nejCasteji se pouziva 1-2 % gel agarozy
velikost péru v gelu zavisi na koncentraci agarézy,
typicky se pohybuje mezi 100 - 300 nm.
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Elektroforeza v polyakrylamidovem
gelu

» fyzikalni vlastnosti gelu a velikost poru
jsou dany podilem polyakrylamidu v
gelu a stupném jeho zesitovani.

* nejcasteji pouzivane koncentrace
polyakrylamidu jsou 5-15%, pricemz
koncentrace n, n'-
methylenbisakrylamidu je obvykle 3-5%
celkoveho mnozstvi akrylamidu.

* nevyhodou je vysoka toxicita akrylamidu
a n,n"-metylenbisakrylamidu.



Hlavni typy gelove elektroforézy

Gelova nedenaturacni elektroforéza
» Nativni gelova elektroforeza

Gelova denaturacni elektroforéza
« SDS gelova elektroforeza

Kontinualni zonova elektroforéza
Diskontinualni zonova elektroforéza



Gelova nedenaturacni elektroforéza

Nativni gelova elektroforéza

» probiha bez denaturacnich Cinidel

* nekdy jsou pouzivany relativne vysoke,
nebo nizké hodnoty pH

* migrace proteinu gelem zavisi na jejich
naboji, velikosti a tvaru.

» citlivost elektroforeézy je dana
charakterem po6ru gelu



Nativni gelova elektroforéza

Faktory ovliviaujici mobilitu proteint v nativnhim gelu:

1.

. velikost a tvar proteinu

naboj proteinu:
sekvence aminokyselin — pocCet kyselych a bazickych zbytku
pH roztoku K

tfirozmérna struktura proteinu RS

. koncentrace a stupen zesit'ovani gelu

gel obecné snizuje mobilitu proteinu, v zavislosti na jejich volné
pohyblivosti (bez pritomnosti gelu)

vetSi molekuly jsou gelem ovlivhény vice nez mensi molekuly

slozeni gelu muze byt ovlivnéno tak, Zze déleni probiha na zaklade
rozdilné velikosti molekul



Gelova denaturacni elektroforéza

SDS gelova elektroforeza :

 proteiny jsou denaturovany dodecylsiranem sodnym
(SDS) a b - merkaptoethanolem

* Proteiny jsou separovany podle svée molekulove

hmotnosti
¢ % =
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denatured by SDS + mercaptoethanol
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Aparatura pro SDS-PAGE



SDS gelova elektroforéza

SDS je anionaktivni detergent,
ktery nese pomeérné vysoky
naboj, a proto ve vazbé na
bilkovinu vyrovnava nabojovée
rozdily bilkovin, které se potom
pohybuiji v gelu jen podle
velikosti.

Vzorek proteinu se zpracuje s
tzv. vzorkovym pufrem -
obsahuje SDS a redukgéni Cinidlo
b-merkaptoethanol.

PlUsobenim téchto latek dojde k
rozruseni kvarterni, terciarni a do
znacné miry i sekundarni
struktury.

Proteins P, 55
Folded with positive ™ R,
and negative charges ¢ I
=1 « 7 8.5 Disulfide bond
[ , |
Reduced by 2-mercaptosthanol , _
(disulfide bonds are reduced) -
568 — SH HS ' M
1 SDS with negative charge
Unfolded to a linear structure with negative charge proportional
to the polypeptide chain length

|'.!- '..|.-. = I.L-§|--.'-Il-’..-(l|:rl..'- %I .i- - | = ﬁl.',_" ,-.,-

Molecular welght markers



SDS gelova elektroforeza

Vsechny bilkoviny vazi SDS v konstantnim pomeru, asi
1,4g SDS na 1g bilkoviny, a tim charakteristicky meni
svou konformaci.

Vysledné komplexy SDS-bilkovina:

* maji stejnou hodnotu povrchového naboje

« konformace bilkovin se do jiste miry unifikuje

 relativni molekulova hmotnost bilkoviny odpovida
velikosti jejiho komplexu s SDS.

Hydrophobic "tail" .f Polar "head" _w _ 22 0209902 0202 °%,
\:é é.. / o . L ;.,::I o . E
P V. - _::_(Lﬂ 6soi606 B esbas T
0 S



SDS gelova elektroforéza

Pro vlastni odhad molekulové hmotnosti nheznameého
proteinového vzorku se pouZzivaji komeréni smési proteinu

standardy.
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Hlavni typy gelove elektroforézy

Kontinualni zénova elektroforéza

» Jde o nejbeznejsi typ elektroforezy, kdy
vlastni separace probiha v jednom mediu
a vetsinou v jediném typu pufru

Diskontinualni zénova elektroforéza

* Pro separaci se pouzivaji gely o ruzné
koncentraci, pufry s gradientem pH



Kontinualni zonova elektroforéza

proteiny migruji v zoneg, ktera je minimalne tak
Siroka jako je vyska vzorku v gelove jamce pri
naneseni. Z toho duvodu jsou pak proteinové
pasy v koneéném vysledku hufre rozliSené.

slozeni elektrodového a geloveho pufru je
stejné. tuto techniku nelze pouzit pro velmi
Zfedené vzorky.

kontinualni elektroforéza muze probihat na
kteremkoliv typu gelu - typicka je predevsim pro
agarozove gely



Diskontinualni zonova elektroforéza

diskontinuita muze byt jak v koncetracich gelu,
tak predevsim v pH a iontove sile.

dnes hlavni elektroforetickou technikou pro
analyzu proteinu

oproti kontinualni elektroforeze ma vysoke
rozliseni a citlivost.

pouziva se dvou gelu tzv. koncentrujiciho
(,,stacking‘“) gelu nahore a separac¢niho
(,,running®) gelu dole.

typicka je predevsim pro polyakrylamidove
gely



Diskontinualni zonova elektroforéza

Stacking Gel, _J ‘ |

Separating Gel”
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Rozdéeleni dle usporadani
(orientace nosného media)

* Vertikalni gelova elektroforéza
* Horizontalni gelova elektroforéza

Power source

Sample wells in gel
Gel slab

y Cloth wick




Zpracovani gelu po separaci - barveni gelu

* Po probehnuté elektroforeze je nutné gel rychle susit
nebo fixovat fixacnim roztokem (obsahuje kyselinu,
napf. kys. octova)- dojde k denaturaci proteinu a jejich
imobilizaci v nosném mediu, aby se zabranilo difuzi
jednotlivych zon.

« Dale je nutné gel obarvit, aby doslo k vizualizaci
jednotlivych proteinovych frakci. Po odmyti prebytku
barviva se gel susi.

 Mnozstvi barviva, které se béhem barveni vaze na
proteiny, zalezi na mnoha faktorech. Je ovlivhéno typem
proteinu nebo stupném denaturace pri fixaci.



Zpracovani gelu po separaci -
barveni gelu

Barva
AmidocCern 10B
Coomassie Brilliant Blue G250
Coomassie Brilliant Blue R250
Fast Green
Acid Violet
Alcian Blue
Basicky fuchsin

Methyl Green

Ethidium bromid, SYBR Green
(fluorimetricka detekce)

Bromcresol Blue
Methylene Blue
Pyronine Y
Toluidine Blue Y

Pouziti

barveni proteinu

imunoelektroforéza, imunofixace
glykoproteiny

glykoproteiny bohaté na sialovou
kyselinu, nukleové kyseliny

DNA

RNA

A ()
620
590
595
610

630
550

635

665
510
620



Vyhodnoceni elektroforeogramu —

detekce a kvantifikace

Po elektroforetické separaci a barveni, je mozné
kvantifikovat jednotlivé zony jako procentualni
podil primou denzitometrii.

Denzitometr je pristroj, ktery slouzi k vyhodnoceni
hustoty zbarveni v plosném usporadani. Jedna se
0 postup, ktery je podobny fotometrickemu
stanoveni (liSi se v usporadani), zaznamenava
menici se hodnotu absorbance v zavislosti na
intenzite zbarveni.



Denzitometrie

Kvantitativni hodnoceni intenzity zbarveni
Méreni absorpce svétla jednotlivymi zénami (pasy)

Pohyblivy svetelny zdroj (laser nebo lampa s bilym svétlem s
filtry) je veden nad gelem a na kazdém misté gelu je méfena
a pocitacové zpracovana absorpce

U jednorozmérnych gelu ziskavame krivku extinkce In 1/ (15 =
intenzita svétla ze zdroje, | = intenzita mefena detektorem)
podél elektroforetické stopy; u dvourozmérnych gelu je
extinkce zobrazena jako funkce povrchu gelu

Neplati zde Lambertuv-Beerlv zakon! (proc?)

Zavislost absorpce na koncentraci bilkoviny pfri extinkci >2,5
(lampa s bilym svétlem) nebo >4 (laser) se stava hyperbollcka
nebo sigmoidni

Slabé pasy/stopy jsou Casto nadhodnocené, proteiny ve
vysoké koncentraci podhodnocené



Vyhodnoceni elektroforeogramu —
detekce a kvantifikace

* Pri denzitometrii se meri intenzita zareni prochazejiciho
pruhlednou plochou, ziskava se graficky zaznam
fotometrovaneho useku.

* Jednotlive frakce délene smesi tvori na zaznamu v
idealnim pripade soumerné krivky zvonovitého tvaru.

» Plocha po krivkou téchto piku pfipadajici jednotlivym
frakcim, je umerna relativnimu zastoupeni jednotlivych
frakci v délené smési (\

« doporuéené jednotky (CSKB):
jedniny (pr. a1 globuliny=0,03)

* pouzivaji se %
(pr. a1 globuliny=3%) j L—\f\f'\/\_
e prepocet na g/L z S-CB Abumin oy | @ | B Y
i ]




Vyhodnoceni elektroforeogramu —
detekce a kvantifikace

« Elektroforeogram se automaticky posunuje nad
sterbinou, kterou prochazi svetlo zvolené vinové delky
(400 — 700 nm), v miste frakci dochazi k CasteCné
absorpci zareni — to se projevi pri dopadu na detektor.

* Po zpracovani signalu integratorem ziskame cCiselne
vysledky jednotlivych frakci.

Barva Hmax
[rirn]

Amidocerd 10B B20

Coomassie Brilant Blu R-250 S50

Coomassie Brilant Blu G-250 555

Fast Green B10

Acid violet

Alcian Blua B30

Basic Fuschin ataill

Pethyl Green Ba5

Ethidium Bromide

(Fluorimetricka detekce)

Bromcresaol Sreen

Pethylene Blue BEBES

Fyrinin % o0

Toluidine Blu O B0




Zakladni elektroforeticke techniky

* Izoelektricka fokusace (IEF)
» Dvojrozmerna elektroforéza (2-DE)

« Kapilarni elektroforéza (CE = capillary
electrophoresis)



Izoelektricka fokusace (IEF)

 Metoda IEF se pouziva k separaci amfoternich latek -
aminokyseliny, peptidy a proteiny.

* V zavislosti na pH maji amfoterni molekuly kladny nebo
zaporny celkovy naboj (,net charge®).

* Pro posouzeni tohoto naboje pfi riznych hodnotach pH
je dulezita hodnota izolektrického bodu (pl).

NH® NH® IH
IS e 2 B
Vo N e i BN Ll
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H H @ H @

oHE.3 pH7.3 pH83



Nabojoveé viastnosti AK a bilkovin

Pri pH < pl jsou kationty

Pri pH = pl jsou amfolyty navenek elektroneutralni

Pri pH > pl jsou anionty

Disociacni konstanty K, a K, jsou vyjadrovany logaritmicky jako pK
= pH, pri kterém se v roztoku nachazeji stejna mnozstvi

protonovanych (asociovanych) a neprotonovanych (disociovanych)
forem

pl = izoelektricky bod = pH, pfi které molekula existuje jako amfolyt s
nulovym vyslednym nabojem

pl =2 [pK, + pK,]; u AK s ionizovatelnou skupinou v postrannim
fetézci uvazujeme hodnoty pK ,na obé strany” od elektroneutralniho
zwitteriontu (pl lezi mezi hodnotami pK zwitteriontu a jeho
konjugované kyseliny)

Pri fyziologickém pH je vétSina bilkovin zaporné nabita



Analyza titracnich krivek: gel s amfolyty - po IEF
(vytvoreni pH gradientu) otoCime gel o 90° a do zlabku
naneseme analyzované bilkoviny, nechame probihat

elektroforézu. Kde je pl hledané bilkoviny?

obr. z: Westermeier R. Electrophoresis in practice. Wiley-VCH,
Weinheim 2005

B &/

®

3 4 5 6 7 8 9 10 pH 3 4 5 6 7 8 9 10 pH



Izoelektricka fokusace (IEF)

vyuziva gely s velkymi pory, které obsahuji smes
syntetickych alifatickych polyamino-polykarboxylovych
skupin, které se oznacuji jako nosné amfolyty.

jsou voleny tak, ze pokryvaji siroky rozsah
izoelektrickych bodu. Jakmile gel pripojime ke zdroji
elektrickeho napeti, amfolyty vytvori stabilni linearni

EN

nejvyssi pri katodé.

Stabilita amfolytu v gelu je zajiStovana silnou kyselinou
(anoda) a silnou zasadou (katoda).
Anodovy roztok je kysely (k. fosforeCna, k. octova,

kysely pufr), katodovy roztok je bazicky (NaOH,
triethylamin, bazicky pufr)



Izoelektricka fokusace (IEF)

Proteiny se po naneseni na gel budou pohybovat pH
gradientem az do mist, kde se pH gelu vyrovna s jejich
izoelektrickym bodem (pl).

V tomto bode je protein elektricky neutralni — jakmile by
se z této polohy vychylil na jakoukoli stanu, ziskal by
kladny, nebo zaporny naboj a vratil by se zpet

Vysledkem jsou velmi uzké zony na gelu (odtud nazev
,fokusace” - ,zaostrovani®).

rozliSovaci schopnost této metody je vysoka a lze ji
oddéelit i proteiny, liSici se 0 0,01 jednotky svych pl.
Proteiny, ktere se liSi nabojem, ale maji prakticky stejnou
molekulovou hmotnost (napr. izoenzymy), Ize separovat
pouze IEF.



Izoelektricka fokusace (IEF)

IEF se obvykle provadi v 3-4% polyakrylamidovych
gelech, nebo v agaroze.

Do roztoku pro pripravu gelu se pridavaji amfolyty v
koncentraci 2-2.5%

Jedna se 0 smes nizkomolekularnich oligoamino-
oligokarboxylovych kyselin, které maji rozdilné pl
hodnoty.

Gradienty se tvori nejCasteji v rozmezi pH 3-10, nebo v
uzsim.

Jinou moznosti tvorby gradientu je pouziti immobilinu.
Gradient je v tomto pripade immobilizovan v gelu, toho
se dosahuje pouzitim akrylamidovych derivatu
obsahujicich ionizovatelné skupiny s pufrujicimi
vlastnostmi.




Izoelektricka fokusace (IEF)

Imobilizovany pH gradient v polyakrylamidovém gelu
s disociovatelnymi karboxy- a aminoskupinami, R= kysela nebo

bazicka pufrujici skupina

Isoelectric Focusing

Cathode -

Cathode -
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Izoelektricka fokusace (IEF)

» |zoelektricka fokusace se provadi ve vertikalnim nebo
horizontalnim usporadani.
 Hotové IEF gely s amfolyty nebo immobiliny se dodavaji
komercne spolu s pristroji pro automatizovanou IEF.
« Vzorky se obvykle nanaseji na katodove strane.
+ + i
» O

pH 2

pH

pH=pl
0 © ——

GRADIENT
|
%
:

v pH1o




Dvojrozmerna elektroforéeza (2-DE)

* je analyticka a preparativni technika

» metoda je schopna ucCinne separovat
komplexni smési bilkovin.

» 2-DE je klicovou technikou proteomiky

Poprve byla popsana jizvr. 1975 (O'Farrelem a
Klosem), rozsirena byla az s rozvojem proteomiky
v poslednich letech.

Proteomika je obor, ktery se zabyva globalnim
hodnocenim exprese genetické informace na
urovni bilkovin (proteomem), rovnez vsak
zkouma strukturu a interakce proteinu.




Dvojrozmerna elektroforéeza (2-DE)

Podstatou 2-DE je vyuziti dvou odlisnych fyzikalne
chemickych vlastnosti proteinu:

* V prvnim rozmeru jsou proteiny rozdeleny podle jejich
izoelektrického bodu (pl) - pomoci izoelektrické fokusace
(IFE)

v druhém rozmeru se proteiny deli v zavislosti na jejich
molekulové hmotnosti pouzitim elektroforezy
v polyakrylamidovem gelu a SDS (SDS -PAGE).

First dimension Second dimension

Isoelectric Gel rod rebuffered SDS polyacrylamide
focusing in SDS buffer gel electrophoresis

pH 3 = pH 10

First separation

Second separation
0
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Dvojrozmerna elektroforeza (2-DE)

Vizualizace: barveni 2-DE gell

* proteiny jsou vizualizovany néekterou z barvicich Ci
znacicich metod (chemickych nebo radioaktivnich).

« Vysledné "mapy" proteinu Ize porovnavat napr. mezi
experimentalnim a kontrolnim vzorkem nebo mezi
vzorky odebranymi od pacientl s konkrétnim
onemocnénim oproti zdravym kontrolam a identifikovat
tak odlisne exprimovane proteiny, které mohou mit
souvislost s patogenezi daného onemocnéni.

* Profto je treba overit identitu techto odlisne
exprimovanych proteinu, nejcasteji pomoci "vyriznuti”
oblasti gelu vykazujici odlisnost a jeji nasledne analyzy
pomoci hmotnostni spektrometrie.



Dvojrozmerna elektroforeza (2-DE)

IZOELEKTRICKA FOKUSACE

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE



Dvojrozmerna elektroforéeza (2-DE)

Nevyhody:
* problematicka analyza: velmi zasaditych

proteinu, proteinu malo rozpustnych ve vodné
fazi a membranovych proteinu

* senzitivita (proteiny pritomne ve velmi nizkych
koncentracich vyzaduji specialni typy barveni),

* reproducibilita mezi gely

« Spatna automatizovatelnost - ve srovnani s
obdobnymi technikami pro nukleoveé kyseliny



Kapilarni elektroforeza (CE =
capillary electrophoresis)

Zvlastnim zpusobem elektroforézy je tzv.kapilarni
elektroforéza, ktera vyziva elektrokinetickych
principu elektroforézy a elektroosmozy k
separaci latek uvnitr kapilary.

PRINCIP KAPILARNI ELEKTROFOREZY

DETEKTOR Kontrolovana teplota
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Kapilarni elektroforéza - Elelktroosmoticky tok (EOF)

*Povrch kfemenné kapilary

obsahuje negativné nabité funkcéni

skupiny, které pritahuji pozitivne
nabite ionty.

* Pozitivné nabité ionty migruji

K negativni elektrode a unasi
molekuly rozpoustéedla stejnym

sméerem.

*Tento celkovy pohyb kapaliny je

nazyvan elektroosmoticky tok.
-B&hem separace se neutralni °° 0 a@ 4] Qﬂl n
molekuly pohybuji stejnym smerem 0 o 0
jako EOF (s nepatrnou vzajemnou °
separaci).
*Pozitivne nabité ionty jsou

EOF urychlovany, negativné nabité aplry
naopak zpomalovany.




Kapilarni elektroforéeza - Elektroosmoticky tok (EOF)

Al L&D &l

Nejdulezitéjsi praktické
disledky EOF:

» elektrolyt je pumpovan od anody
ke katode

Rlzné nabité molekuly v Katoda - Anoda +
separovaném vzorku se pohybuji
ruznymi smeéry podle naboje, ale
vSechny jsou neseny ve smeéru
katody diky elektroosmoze.

Kladné nabité molekuly Jla electrického
dosahnou katody jako prvni, o o o o g 0 0
nebot elektroforeticka migrace i

elektroosmoticky tok maiji stejny

Elektro-osmoticky tok (EOT) je

Smer. .ﬁ?uny naboj z mnohem silngjSi nez elektrické
Smér elektroosmotického toku e [ > Pole.

vSak muze byt zménén pfidanim - staéi%”éﬁ;far? e Ve vysledném efektu, jsou
povrchové aktivnich chemickych vsechny bilkoviny unaseny ke

aditiv do elektrolytu katodickému konci kapilary.



Kapilarni elektroforéza — technické usporadani

» kfemenne kapilary (Cisty oxid
kfemicity) s malym prumerem,
které jsou vneé potazené tenkou
vrstvou polyimidu
 hydroxylové skupiny kfemene
mohou disociovat a nabijet tak
vnitrni sténu kapilary

*vn€jSi prumér je obvykle 180 —
375 um

e vnitfni prumer se pohybuje mezi
20 -180 um.

» Celkova délka kapilary je 20 cm
az_nékolik metru.

Kapilary slouzi jako
elektroforeticka komora, ktera je
terminalnim koncem pfipojena na
detektor

*pres rezervoar s pufrem je
napojena na vysokonapetovy
zdroj.
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Kapilarni elektroforeza — technicke
usporadani

Nejvetsi vyvhodou CE oproti tradiCnim
elektroforetickym technikam je moznost ucinného
odvodu tepla behem separace. To umoznuje
pouziti vysokeho napeti v rozmezi 25 — 30 kV, coz
vede k zvyseni separacni ucinnosti a redukci
doby separace, v nekterych pripadech az pod 1
min.



1. Elektroforézu fadime mezi: separacni — optické — elektrochemické metody

2. Elektroforeticka pohyblivost je vySSi: s rostoucim nabojem Castice - s vétsi
velikosti Castice

3. Jaka je funkce pufru: snizuje Jouleovo teplo — nese viozeny proud - udava
vysledny naboj separovanych Castic

4. Koncentrace agarozoveého gelu je obvykle:1-2% - 5-7% - 10-11%

5. Co se pouziva k fixaci proteinu v gelu: vyssi teplota - roztok kyseliny - roztok
zasady

6. Jak se provadi vizualizace proteinu v gelu: barveni gelu — suseni gelu —
promyti gelu

7. Jak se provadi kvantifikace jednotlivych frakci na gelu?

8. V jakych jednotkach se uvadi kvantita jednotlivych frakci po elektr. separaci?
% - jedniny — g/L

9. Jakeé jsou faktory ovliviiujici separaci u SDS elektroforézy: naboj a tvar
molekuly — molekulova hmotnost

10. Princip izoelektrické fokusace — vyuziva k separaci proteint rozdilné: pH — pl —
naboj

11.Dvojrozmérna elektroforéza pouziva dvé rozdilné elfo techniky:

CE + |IEF — IEF+SDS-PAGE

12. Kapilarni elektroforéza - EOF (bézné usporfadani se zaporné nabitou sténou
kapilary): pozitivhé nebo negativné nabité ionty jsou urychlovany ?



Prakticke vyuziti elektroforetickych technik
v klinické zdravotnicke laboratori

e Elektroforéza bilkovin krevniho séra

 Elektroforéza bilkovin moce

 Elektroforéza bilkovin mozkomisniho
moku

 Elektroforéza bilkovin v sekretu



Elektroforéza bilkovin krevniho séra

e Gelova elektroforéza

» VysokorozliSovaci gelova elektroforéza (HR
elektroforéza)

« Gelova elektroforéza s naslednou imunofixaci



Elektroforéza bilkovin krevniho séra - Gelova
elektroforéza - SPE

vzorky nanaseny v blizkosti katodickeého konce nosného media,
které je saturovano alkalickym pufrem (pH 8,6) s nizkou iontovou
silou (asi 0,05M)

Jako nosné médium se nejCastéji pouziva agarézovy gel
Nosné medium je spojeno s dvema elektrodami a proud prochazi
nosnym mediem k separovanym proteinum.

Typické parametry pri elektroforetické migraci jsou proud 10 mA
na 1 cm Sirky gelu s casem migrace asi 10 min. (napéti 240 V,
teplota 20 °)

Vsechny hlavni sérové proteiny nesou pfri pH 8,6 negativni
naboj a migruji k anode.

Pfi standardné pouzivané SPE se sérové proteiny déli na 5-6
proteinovych frakci.



Elektroforéza bilkovin krevniho séra - Gelova
elektroforéza - SPE

« Kazda zona obsahuje @
jeden a vice sérovych & v —@
Tall Orosomucoid
protelnu. / [ a1 Antitrypsin j \

* Nejvice anodicky putuje

[ a Lipoprotein ] —
albumin, nasleduji a1- } {(mmmmw} N
- & Ceruloplasmin '

globuliny, a2-globuliny, 0 Gionin T
B1-globuliny, B2-globuliny gy  Hertogotin o
a gamaglobuliny. e\ - pteooen )
- Sifka proteinového bandu ‘\ s
frakce zavisi na poctu DR 4
proteinu, které jsou ve e
frakci pfitomny. ‘ [ i)
G-A-M-D-E
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Elektroforéza bilkovin krevniho séra - Gelova
elektroforéza - SPE

HYDRAGEL B1-32 1530 sebia
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Elektroforéza bilkovin krevniho séra - Gelova
elektroforéza - SPE

Po elektroforetické separaci jsou proteinove
frakce:

1. zafixovany v nosnem mediu ponorenim do
kKyselého fixacniho média (napr. kys. octova):

« dojde k denaturaci proteinu a

* Jejich imobilizaci v nosném médiu.

2. v dalsim kroku jsou proteiny vizualizovany
barvenim. NejCasteji se jako barvivo pouziva
Amidocern 10B nebo Coomassie blue.



Elektroforéza bilkovin krevniho séra: Vysokorozlisovaci
elektroforeza (HR elektroforeza)

» Bilkoviny sera deli na priblizné 10 frakci.

« Kazda frakce obsahuje jeden a vice sérovych
proteinu.

* Slozeni gelu, podminky elektroforezy a

volba barvicky dovoluje vynikajici rozliseni a
vysokou senzitivitu zvlaste v gama zone.

* Gely je mozné obarvit amidocCerni nebo kyselou
violeti.

* Obarvene elfogramy lze vyhodnotit vizualne a
denzitometrii.



VysokorozliSovaci elektroforeza (HR
elektroforéza)

Elektroforeogram - HR elektroforeza
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Elektroforeogram - HR elektroforeza
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Elektroforéza bilkovin séra (pozice 2, 5, 7, 9-11, 13-16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30) a moce
(pozice 1, 3, 4, 6, 8,12, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29) — Hydragel $1-82 15/30 (Sebia)
Paraprotein v pozicich 6 (moc€), 16 (sérum), 20 (sérum), 22 (sérum), 23 (mo¢€), 24 (sérum), 25
(moc€ — v beta frakci), 28 (sérum) a 30 (sérum); v sérech na pozicich 20, 22, 28 a 30 je patrna
vyrazna redukce polyklonalnich gamaglobulinu; zvy$ena frakce alfa2-globulind v pozicich 2,
10, 24, 30 (séra)
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Screeningova imunofixace (Hydragel Penta 6/12 IF, Sebia)
Elektroforeticka stopa a vpravo od ni stopa stejného vzorku fixovaného s
pentavalentnim antisérem (G, A, M, kappa, lambda)
pozitivni vysledek imunofixace M-Ig atypicky migrujiciho v zoné alfa2-globulinu
(horni rada, 4. stopa zleva — sérum), ve vsech ostatnich vzorcich je vysledek
screeningové imunofixace negativni



Elektroforéza bilkovin krevniho séra: Elektroforéza
s haslednou imunofixaci

* Proteiny separovaneé elektroforezou na alkalicky
pufrovanych agarozovych gelech jsou
iInkubovany se specifickymi antisery proti tezkym
retézcum Ig G, Ig A, Ig M a lehkym volnym |
vazanym kappa a lambda retézcum.

* Po odstraneni nezreagovanych bilkovin jsou
precipitaty obarveny kyselou violeti nebo
amidocerni.

» Elektroforeogramy se hodnoti vizualne a patra
se po pritomnosti monoklonalnich bilkovin.



Elektroforéza s naslednou imunofixaci

Provadi se ve Ctyrech krocich:

« 1. Separace proteinu elektroforézou na agarézovém
gelu.

« 2. Imunofixace (imunoprecipitace) proteint rozdélenych
elektroforézou — prislusné migracni stopy jsou prekryty
jednotlivymi antisery. Antiséra difunduji do gelu a
precipituji pritomné antigeny. Proteiny v referencni stopé
jsou jsou fixovany fixacnim roztokem.

* 3. Neprecipitované, rozpustne proteiny jsou z gelu
odstraneny odsatim a promytim. Komplex antigen-
protilatka zustava v gelové matrix.

* 4. Precipitované proteiny jsou vizualizovany obarvenim.



Elektroforéza s naslednou imunofixaci

Elektroforetické deleni vzorku probiha
simultanné v Sesti stopach. Po elektroforéze —
prvni stopa (ELP) slouzi jako referencni.
Zbyvajicich 5 stop je pouzito k naneseni
specifickych antisér — proti tézkym rfetézcum (G,
A, M) a anti-kappa a anti-lambda volnym a
vazanym lehkym fetézcum.

Imunofixacni prouzky jsou porovnany s
odpovidajicimi frakcemi referencniho vzorku —
odpovidajici prouzek by mel mit stejnou
migracni pozici.



Typizace paraproteinu — elektroforéza s naslednou

imunofixaci
ELP — elektroforéza s fixaci vSech bilkovin; G, A, M, K, L — stopy se selektivni fixaci antiséry proti
fetézcimy, a, p, k, A
vlevo dole: volné kappa v moc€i; vpravo dole: fyziologicky nalez (polyklondlni Ig); vievo nahore: paraprotein I[gMx
v séru; vpravo nahore: volné k v moc¢i u téhoz pacienta

oot — 1 F_ IF2u J¢ s 2(2 4 sebia
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Elektroforéza s naslednou imunofixaci
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Elektroforéza bilkovin moce (UPE = urine
protein electrophoresis)

« Elektroforeogram bilkovin moc€e je podobny rozdeleni bilkovin
v séru - intenzita frakci zavisi na filtraCni schopnosti ledvin.

« Kanalyze pouzivame zahusténé nebo nezahusténé vzorky
moce.

Zahusténi se provadi na koncentraci bilkoviny asi 15 - 20 g/L pomoci
koncentracnich zkumavek (Vivaspin 2, Sartorius):

* Tyto zkumavky obsahuji specialni hydrofilni membranu, coz
znesnadfiuje vazbu proteind.

« Membrana je vyrobena z polyethylensulfonatu (PES), triacetatu
celulézy (CTA) nebo ze stabilizované celuldzy (Hydrostat), ma cutoff
hodnotu podle molekulové hmotnosti pro kterou je nepropustna

(5,10 a 30 kDa).
« Stabilita mocCe pro vySetifeni elektroforézy je minimalné 1 tyden pfi
teploté 2 — 8 °C, neni doporuceno vzorky mrazit.



Elektroforéza bilkovin moce (UPE = urine

protein electrophoresis)

Prehled nejvice pouzivanych elektroforetickych technik:

Gelova elektroforéza UPE (urine protein electrophoresis)

Gelova elektroforéza s naslednou imunofixaci (ulFE=urine
immunofixation electrophoresis)

Gelova elektroforeza na agarozovém gelu v kombinaci s

protilatkami proti vybranym proteinum

SDS - elektroforéza na agarézovem (SDS AGE) nebo
polyakrylamidovem gelu (SDS PAGE)



Gelova elektroforeza na agarozovem gelu v
kombinaci s protilatkami proti vybranym proteinum

Postup:Vzorek zahusténé moce je souCasne podroben
elektroforéze v 9 stopach na alkalicky pufrovanem
agarozovém gelu (pH 9.1) :

> po elektroforeze slouzi jedna stopa (ELP) jako

referencni pro znazornéeni elektroforetickeho usporadani
bilkovin ve vzorku.

» zbyvajicich osm stop je imunofixovano prislusnym
antiserem.

» nevysrazene, rozpustne proteiny jsou z gelu odstraneny
pomoci odsavani a promyvani.

» precipitovany komplex antigen-protilatka je zachycen v
matrici gelu.

» vysrazené bilkoviny jsou vizualizovany barvenim kyselou
violeti, prebyteCné barvivo se odstranuje kyselym
roztokem.



Gelova elektroforeza na agarozovem gelu v
kombinaci s protilatkami proti vybranym proteinum

Bilkoviny jsou imunofixovany specifickymi antisery proti :
» tubularni proteiny: 32 mikroglobulin, protein vazajici
retinol (RBP) a a1 mikroglobulin,

glomerularni proteiny: albumin a a2 mikroglobulin,
tezke retéezce gama, alfa a mu (s trivalentnim
antisérem),

lehké retézce Kappa, volné i vazane,

lenké retézce Lambda, volné i vazané,

lehké volné retézce Kappa ,

lenké volné retezce Lambda.

Y VYV
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Gelova elektroforeza na agarézovem gelu v
kombinaci s protilatkami proti vybranym proteinum
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SDS - elektroforéza na agarozovem (SDS AGE) nebo
polyakrylamidovem gelu (SDS PAGE)

Pouzivaji se neutralné pufrované SDS gely -
separuji mocove bilkoviny podle jejich
molekulové hmotnosti a zcela jasne odlisuje
bilkoviny tubularni od bilkovin glomerularnino
puvodu.

Vysledek elektroforetického déleni proteinu
obarvenych kyselou violeti je vizualne
porovnavan s proteinovymi markery v referencni
stope.

provadi se v nezahustene moci,
minimalni detekcni hladina je 15 mg/L na frakci.



SDS - elektroforéza na agarozovem (SDS AGE) nebo
polyakrylamidovem gelu (SDS PAGE)

» V prebytku detergentu SDS jsou bilkoviny
zmeneny v komplexy, kde dochazi k rozruseni
nativni struktury bilkovin a zaujeti uniformni

struktury o stejnem negativnim elektrickem
naboji na jednotku hmotnosti.

* Pouzivaji se gely s vysokou koncentraci — 10%,
kde dochazi k rozdeleni mocovych bilkovin dle
jejich molekularni hmotnosti.

« Jednotlivé bilkoviny tubularniho puvodu (M.V. <
65 - 70 kDa) jsou jasne odliseny od
glomerularnich (M.V. > 65 - 70 kDa).




SDS - elektroforéza na agarozovem (SDS AGE) nebo
polyakrylamidovem gelu (SDS PAGE)
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Elektroforéza bilkovin moce — klinicky vyznam

» Poskytuje kvalitativni pohled na proteinurii.
* uziteCnou informaci pri diagnostikovani
selhani ledvin.

» |dentifikace hlavnich bilkovin v moci
pomaha presne urcit typ poskozeni ledvin
(tubularni, glomerularni nebo smiseny)

» dale pomaha pri identifikaci
monoklonalnich gamapatii (Bence Jonesovy
bilkoviny).



Elektroforéza bilkovin mozkomisniho moku

‘Izoelektricka fokusace s detekci
oligoklonalnich IgG pasu:
metoda zahrnuje izoelektrofokusaci na

agardézovéem gelu, nasledovanou
immunofixaci s anti-lgG antiserem.

Vzorky CSF a séra od téhoz pacienta jsou
pak vizualne porovnany.

Citlivost metody dovoluje analyzu CSF bez
predchoziho zahustovani.



Elektroforéza bilkovin mozkomisniho moku

Test se provadi ve dvou stupnich :

1. lzoelektrofokusace na agarézovem gelu k rozdeleni
proteinu ve vzorcich CSF a séra.

2. Immunofixace anti IgG antisérem znacenym enzymem
(peroxidaza) urcenym k detekci IgG oligoklonalnich
prouzku a demonstrace rozdill nebo nepfitomnosti IgG v
CSF a v séru.

« K potvrzeni intrathekalni syntézy Ig je nutno analyzovat
sérum a mozkomisni mok paralelné ve stejnych
koncentracich 1gG, aby byl demonstrovan rozdil v
distribuci 1gG.
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Zakladnl typy :

Typ 1 — v séru i v moku pouze polyklonalni
IgG — normalni nalez;

Typ 2 — oligoklonalni prouzky pouze

v likvoru — lokalni syntéza IgG (napf.

u roztrousené sklerdézy);

Typ 3 — oligoklonalni prouzky v likvoru

a dalSi oligoklonalni prouzky v likvoru

i v séru — lokalni syntéza IgG a produkce
protilatek v organismu (napf. chronicka
infekce CNS, roztrousena skleréza);

Typ 4 — identické oligoklonalni prouzky
v séru i moku (tzv. ,zrcadlovy® obraz
prouzkl v séru a v likvoru — dochazi

k praniku protilatek z krve do likvoru) —
systémova imunitni aktivace bez lokalni
syntézy IgG v CNS;

Typ 5 — identické monoklonalni prouzky
v séru i moku v kratkém useku pH
gradientu, jde o pritomnost monoklonalniho
paraproteinu v likvoru sérového puvodu
(myelom, monoklonalni gamapatie)




Typy IEF nalezu: IF (Sebia)
typl —typ2—typ3 —typ4—typ S

dvojice likvor (vievo), sérum (vpravo)



IEF v polyakrylamidovem gelu

(Pannewitz-Makaj K et al, Diagnostics 2021, 11(1): 37)

OCB patterns
csr-
a) Type |
* CSF
b) Type 2a
h Serum
¥ 'III! H ‘(‘SF
| Senim

it
' M F
€ . - QU 4!
., \ i




Elektroforéza bilkovin v sekretu — prukaz
likvorey

prikaz pritomnosti mozkomisniho moku (likvorey)
provadime v tekutiné z ucha, nosu, ust nebo z operacni
rany

nejCasteji se jedna o pacienty po urazech, operacich nebo
po komplikovanych infekCnich zanétech centralniho
nervoveho systému

drive se pro detekci likvorey vyuzivalo stanoveni glukozy
nebo celkové bilkoviny

mezi specificke markery patri elektroforetické stanoveni
beta 2 transferinu = asialotransferinu = ,,T-transferinu“

Alternativné Ize pouzit kvantitativni stanoveni ,beta-trace proteinu® v
sekretu a séru (BTP >1,3 mg/L nebo pomér koncentraci v sekretu a
séru >2 svedci pro pritomnost likvoru ve vySetfovaném vzorku)



HYDRAGEL 6 2 TRANSFERRIN (SEBIA)

Princip: elektroforéza s naslednou imunofixaci s ANTI-
Transferin —-PER

* mnozstvi vzorku: 10 ul bez predchozi upravy, zaroven
analyza séra pacienta (kontaminace primesi krve)

= stabilita: pri2az 8 °C 1 tyden
= doba analyzy: 2,5 hod.

* mez detekce: 80-100 g/l

* vyhodnoceni:

kvalitativni, kvantitativni




Kvantitativni hodnoceni

Frakce

2 -sialo= 9,7 %
O -sialo=14,4%

O — sialo

=1,48
2 — sialo

2-sialo



Hodnoceni




Vzorek ¢.1 —sekret z ucha

_ 1- neg. kontrola — sérum
- -J!dd o 75x fed.
2 - poz. kontrola — likvor
3 - sérum pacienta: 10 red.
4 - sekret pacienta: ner.
5 - sekret pacienta: red.1:1
6 - sekret pacienta: red. 1:2

123@56 H

2-sialo = 3,6 %
0-sialo =10,5%
2-sialo 0-sialo R = 0-sialo/2-sialo = 2,9

1 .x

| 4

Pomér 0-sialo/ 2-sialo TRF v sekretu > 1- pozitivni



Vertikalni fotometrie
- usporadani absorpcni fotometrie, pri které
paprsek prochazi kyvetou vertikalne
Pouziti pro méreni v mikrotitracnich destiCkach

Svétlovody (sklenéna vlakna) vedou svetlo do vice
(zprav. osmi) jamek soucasné a dalsi svetlovody
odvadeji prosle svetlo k detektoru

Pri konstantni plose kruhové zakladny je pro stejnou
koncentraci konstantni soucCin absorbance a delky
optické drahy roztokem:

AL =41
Pri kratke optické draze (cca 3 mm) tak Ize docilit

solidnich vysledku i navzdory malym nepresnostem v
pipetovani multikanalovou pipetou



Reflexni fotometrie

meri zareni odrazené od homogenne
zbarvene podlozky

Matrice: impregnovana vlakna nebo
vicevrstvy (zelatinovy) film
Vzorek: plna krev, serum, plazma, mocC

Sucha cinidla aktivovana vodou
obsazenou ve vzorku

Pouziti zejmena v glukometrech



Dekuji za pozornost



